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RESUMO

Os gatos podem ser veiculadores de agentes zoondticos para o homem, entre eles os
parasitos intestinais, incluindo Toxoplasma gondii. Os objetivos deste estudo foram
avaliar a prevaléncia de parasitos entéricos em gatos errantes e gatos domiciliados no
periodo de marco de 2015 a maio de 2016; analisar a acuracia de diferentes métodos
laboratoriais para o diagndéstico destes parasitos entéricos e verificar a performance
da Copro-PCR na confirmacdo do diagnostico parasitolégico convencional e
diagnéstico diferencial de oocistos de T. gondii. As amostras de fezes coletadas foram
processadas pelos métodos de Willis, Sheather, Faust e Hoffman-Janer-Pons-Lutz
(HJPL) e Copro-PCR para T. gondii através da amplificacdo do gene B1. A analise de
acuracia foi realizada determinando a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e indice kappa (k). Foram coletadas 65
amostras de fezes de gatos errantes capturados pelo CCZ de Goiania-GO e por uma
Organizacdo N&o Governamental protetora de animais e 84 amostras de gatos
domiciliados em Goiania-GO, sendo um total de 149 amostras. A prevaléncia de
parasitos entéricos nos gatos errantes foi de 60% (39/65) e nos gatos domiciliados foi
de 17% (14/84). Nas amostras positivas dos gatos errantes, foi possivel observar que
43,5% (17/39) dos animais estavam infectados por monoparasitismo, sendo 30,7%
(12/39) apresentaram ovos de Ancilostomideos; 5,1% (2/39) oocistos de T. gondii/H.
hammondi; 5,1% (2/39) ovos de Toxocara cati; 2,6% (1/39) oocistos de Cystoisospora
sp.; e 56,5% (22/39) dos animais apresentaram poliparasitismo, sendo que 18%
(7/39) estavam infectados por Ancilostomideos, Cystoisospora sp. e T. gondii/H.
hammondi; 13% (5/39) por T. gondii/H. hammondi e Cystoisospora sp.; 10,2% (4/39)
por T. gondii/H. hammondi e Ancilostomideos; 10,2% (4/39) por Ancilostomideos e
Cystoisospora sp.; 5,1% (2/39) por Ancilostomideos e T. cati. No grupo de gatos
domiciliados, observou-se monoparasitismo, sendo que 57,1% (8/14) estavam
infectados por Ancilostomideos; 21,4% (3/14) por T. gondii/H. hammondi; 14,3%
(2/14) por T. cati; 7,2% (1/14) por Cystoisospora sp. Na andlise de acuracia para
Ancilostomideos e T. gondii/H. hammondi, a técnica de Faust apresentou melhor

desempenho, e para Cystoisospora sp., a técnica de HPJL obteve maior acuracia. Na
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Copro-PCR das 23 amostras identificadas como T. gondii/H. hammondi, 6 eram
realmente T. gondii, demonstrando a capacidade de realizacdo de diagndstico
diferencial da técnica. Além disso a Copro-PCR também foi possivel identificar a
presenca de material genético de T. gondii em 16,1% (24/149) das amostras fecais
analisadas. Em 12,1% (18/149) das amostras positivas pela Copro-PCR, foram
negativas nos exames parasitologicos de fezes convencionais. Em 4% (6/149) das
amostras houve concordancia de positividade pelos exames parasitologicos
convencionais e Copro-PCR. Ao comparar 0s grupos, observou-se que 0s gatos
errantes apresentam alta prevaléncia de parasitos entéricos em relacdo aos gatos de
companhia. A Copro-PCR é uma ferramenta capaz de realizar o diagnéstico
diferencial de coccideos e sua sensibilidade elevada detectou amostras positivas
mesmo consideradas negativas pelo padrdo-ouro. Esses resultados nos permitem
concluir que os gatos apresentam importancia epidemiolégica na contaminacao
ambiental e na transmissdo de zoonoses, tanto por gatos errantes, como pelos

domiciliados, que apresentaram elevado parasitismo no presente estudo.
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ABSTRACT

Cats are backers of zoonotic agents to man, including intestinal parasites, including
Toxoplasma gondii. The aim of this study was to evaluate the prevalence of enteric
parasites in stray cats and cats resident in the period from March 2015 to May 2016;
analyzing the accuracy of various laboratory methods for diagnosis of enteric parasites
and verify Copro-PCR performance in conventional parasitological confirmation of
diagnosis and differential diagnosis of T. gondii oocysts. Samples of faeces were
collected processed by methods Willis, Sheather, Faust and Hoffman-Janer-Pons-Lutz
(HJPL) and Copro-PCR amplification using T. gondii B1 gene. The accuracy analysis
was performed by determining the sensitivity, specificity, positive predictive value
(PPV), negative predictive value (NPV) and kappa (k). We collected 65 samples of
feces of stray cats captured by the CCZ of Goiania-GO and a Non Governmental
Organization protector of animals and 84 samples of resident cats in Goiania-GO, with
a total of 149 samples. The prevalence of enteric parasites in cats roving was 60%
(39/65) and the resident cats was 17% (14/84). In positive samples of stray cats, it
was observed that 43.5% (17/39) of the animals were infected by monoparasitism,
30.7% (12/39) had eggs of Hookworm; 5.1% (2/39) T. gondii/H. hammondi oocysts;
5.1% (2/39) Toxocara cati; 2.6% (1/39) oocysts Cystoisospora sp .; and 56.5% (22/39)
of the animals had multiple parasitic infections, and 18% (7/39) were infected by
Hookworm, Cystoisospora sp. and T. gondii/H. hammondi; 13% (5/39) T. gondii/H.
hammondi and Cystoisospora sp.; 10.2% (4/39) T. gondii / H. hammondi and
Hookworms; 10.2% (4/39) for Hookworms and Cystoisospora sp.; 5.1% (2/39) for
Hookworms and T. cati. In the group of resident cats, monoparasitism was observed,
and 57.1% (8/14) were infected by Hookworm; 21.4% (3/14) T. gondii/H. hammondi;
14.3% (2/14) T. cati; 7.2% (1/14) of Cystoisospora sp. The accuracy analysis for
Hookworms and T. gondii / H. hammondi the Faust technique performed better, and
Cystoisospora sp., the HPJL technique obtained higher accuracy. In Copro-PCR of the
23 samples identified as T. gondii/H. hammondi, 6 were diagnosed as T. gondii,
demonstrating the ability to perform the technical differential diagnosis. In addition to

Copro-PCR it was also possible to identify the presence of genetic material of T.
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gondii 16.1% (24/149) of the fecal samples analyzed. 12.1% (18/149) of the positive
samples by Copro-PCR were negative in parasitological examinations of conventional
stool. 4% (6/149) of the samples were positive agreement by conventional
parasitological examinations and Copro-PCR. Comparing the two groups, it was
observed that stray cats have a high prevalence of enteric parasites in relation to pet
cats. Copro-PCR is a tool capable of performing the differential diagnosis of coccidia
and its high sensitivity positive samples detected even considered negative by the
gold standard. These results allow us to conclude that cats have epidemiological
importance in environmental contamination and transmission of zoonosis, both stray

cats, as the resident, who had high parasitism in this study.
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1 INTRODUGAO / REVISAO DA LITERATURA

A domesticagdo de gatos iniciou-se h& cerca de 5.000 anos. Desde entéo, os
animais participam do complexo esquema das relagdes humanas. Motivado por
necessidades especificas, o homem primitivo provavelmente recorreu aos animais
para obtencdo de protecdo, auxilio para o trabalho, estimulacdo e prazer pela
companhia. A interacdo entre o homem e animal é intensa o suficiente para que as
atitudes e personalidade dos proprietarios influenciem os modos de vida do animal e
vice-versa (BERGLER, 1998; CANATTO, 2010).

Thomas em 2001, ao caracterizar a proximidade e intimidade neste tipo de
relacdo, distinguiu em trés pontos os animais de estimacdo dos demais animais
domeésticos: permitir livre acesso ao interior das residéncias, receber nome
individualizado e néo ser fonte de alimento para o homem.

O convivio com animais influencia positivamente nos efeitos psicolégicos
(diminuicdo da depresséo, estresse e ansiedade, melhora do humor); efeitos
fisiolégicos (menor pressao arterial e frequéncia cardiaca, maior expectativa de vida,
estimulo a atividades saudaveis) e efeitos sociais (companhia para idosos, deficientes
fisicos e mentais; melhorias no aprendizado e socializacdo de criancas) (BECK E
MEYERS, 1996; CANATTO, 2010; SAMPAIO, 2014).

A importancia dos gatos na Saude Publica toma vulto ao considerarmos o
contato intimo, a higiene do animal e do ambiente influenciando na transmisséo de
doencas (BERGLER, 1998). Os riscos para a saude humana sdo as zoonoses,
alergias e agressf6es por mordeduras, enquanto que para a saude animal sdo as
doencas infecciosas, doencas parasitarias e também agressfes por mordeduras entre
os animais (BECK E MEYERS, 1996; CANATTO, 2010).

Surgiram preocupacdes com o0 crescimento populacional dos gatos sem
supervisao de um responsavel, levando os 6rgaos de saude a elaborar programas de
controle populacional, envolvendo, inclusive, diversas entidades de protecéo animal e
clinicas veterinarias particulares. Outra preocupacdo € o0 crescente numero de
animais de companhia, principalmente nos grandes centros, que tem estreitado o

contato entre esses e o homem, aumentando a exposicdo humana a agentes de



zoonoses, sendo que a relacdo de proximidade que o homem tem com esses animais
potencializa o risco de transmissdo, com implicacdes em saude publica (PAGE,
2008). Os problemas do crescimento sem controle da populacédo felina é a poluicdo
ambiental, danos as propriedades publicas e privadas, risco de mordeduras e
transmissdo de agentes causadores de doencas (INSTITUTO PASTEUR, 2000;
SAMPAIO, 2014).

O numero de gatos abandonados em abrigos ou nas ruas € cada vez maior
(LORD, 2008) e os seguintes fatores contribuem para este fato: Mudancas nas
circunstancias pessoais do dono (mudanca de casa, gravidez ou divércio), problemas
financeiros, alergias e problemas comportamentais do animal, principalmente os
relativos a reproducao, sendo a presenca ndo desejada de filhotes uma das maiores
razdes para o abandono. Comportamentos de eliminacao (urina e fezes) e marcacao
de territorio sdo igualmente apresentados como razdes para abandonar os animais
(PATRONEK et al., 1996; ROCHLITZ, 2000; SOUZA-DANTAS, 2009; PAIXAO E
MACHADO, 2014; ABINPET, 2016).

Segundo Paixdo e Machado (2015), o abandono dos animais ocorre, dentre
outras razdes, principalmente pelo desgosto do proprietario ou tutor frente as
exibicbes comportamentais do gato. O crescente nimero de animais abandonados
representa um fator de risco de exposicdo humana a diversas espécies de
microrganismos patogénicos, entre eles os parasitos entéricos, que podem provocar
sérias enfermidades (MCCARTHY E MOORE, 2000; TEIXEIRA et al., 2006; LEVRINI,
2015).

1.1. PRINCIPAIS PARASITOS ENTERICOS EM GATOS

Os parasitos entéricos dos animais domeésticos de estimacédo, além de serem
responsaveis diretamente por danos a saude de seus hospedeiros habituais podem,
ocasionalmente, infectar o homem, sendo também neste, capazes de acarretar
doenca (SERRA et al., 2003).

Segundo Chandler et al. (1989), os parasitos do gato compreendem uma série
de espécies encontradas em cada um dos principais grupos taxonémicos e a sua

incidéncia depende inteiramente do estilo de vida do animal, que ao contrario dos



cdes domésticos, que sdo controlados pelos proprietarios, vagueiam livremente,
podendo suplementar suas refeicdes na vida silvestre, adquirindo consequentemente,
mais parasitos. A maior parte dos parasitos dos gatos tem um ciclo biolégico indireto.
Os hospedeiros intermediarios sédo artropodes, moluscos, anfibios, répteis, aves e
mamiferos, podendo mais de um hospedeiro intermediario estar envolvido na
transmisséo.

Os gatos errantes sdo importantes reservatorios de enteroparasitos, pois 0s
animais mal alimentados sdo mais suscetiveis aos efeitos dos parasitos, e mais
propensos a abrigar infecgBes com maior carga parasitaria. Uma boa nutricdo oferece
protecdo completa contra 0 ndimero excessivo de algumas espécies de parasitos
(BLOOD et al, 1983; BALASSIANO et al., 2009). Dessa forma, eles contaminam
através de suas fezes, locais publicos entre estes, aqueles frequentados por criancas,
como parques e bancos de areia, expondo animais domiciliados e o homem a um
maior risco de infeccdo (SHIMIZU, 1993, CORTES et al., 1988). Os parasitos
gastrintestinais na espécie felina tém grande importancia, ndo somente pela acdo
espoliativa ao hospedeiro, mas também pelo carater na Saude Publica, como
zoonoses (MCCARTHY E MOORE, 2000; BALASSIANO et al., 2009).

As zoonoses propagadas pelos gatos, podem acarretar doencas importantes
no homem, como a larva migrans cutanea provocada por Ancylostoma braziliense, e
a larva migrans visceral causada por Toxocara sp. Entre os protozodrios, Giardia
intestinalis, Cryptosporidium felis e Toxoplasma gondii sdo mais comumente
encontrado nos gatos domésticos, por esse motivo 0s enteroparasitos nos felinos sdo
um risco a saude publica (SCHANTZ, 1991; CIMERMAN et al., 1999; MCCARTHY E
MOORE, 2000; GUIMARAES et al., 2005; LIMA et al., 2006; MENDES-DE ALMEIDA
et al.,, 2007; THOMPSON et al., 2007; FUNADA et al., 2007; PALUDO et al., 2007;
MORO et al., 2008; TZANNES et al., 2008; PALMER et al., 2008; MONTEIRO et al,
2016). Os helmintos mais prevalentes no gato doméstico sdo Ancylostoma sp.,
Toxocara cati e Dipylidium caninum (CORTES et al., 1988; GENNARI et al., 1999;
SILVA et al., 2001; RAGOZO et al.,, 2002; SERRA et al., 2003; COELHO, 2008;
MONTEIRO et al., 2016).

Os principais parasitos entéricos de importancia meédico-veterinaria estao

descritos nas tabelas 1 e 2 a seguir.



Tabela 1. Comparacdo entre as principais caracteristicas de helmintos com importancia

médica e veterinaria encontrados em gatos (Rey, 2002; De Carli, 2011).

L Forma o
Espeécie . Transmissao Doenca causada
infectante
Penetracdo das larvas na Hymanos: Larva
_ ) pele ou mucosa bucal Migrans Cutanea
Ancilostomideos Larva B ] S
Ingestdo de 4gua ou Anmais:
alimentos com larvas Ancilostomose
~ . Humanos: Larva
Ingestédo de alimentos ou . .
. . Migrans Visceral
Toxocara cati Ovos agua com ovos contendo Animais:

L3

Toxocariase

Dipylidium
caninum

Ovos e Larvas

Ingestdo do hospedeiro
intermediario contendo
larvas cisticercoides;

Ingestdo  de
gravidas

proglotes

Humanos e Animais:
Dipilidiose

Tabela 2. Comparacgédo entre as principais caracteristicas de protozoarios com importancia
médica e veterinaria encontrados em gatos (Rey, 2002; De Carli, 2011; Dubey e Ferguson,

2015).
, . Forma L
Especie . Transmissao Doenca causada
infectante
o o : Ingestdo de agua e Humanos e Animais:
Giardia intestinalis  Cisto g g- o
alimentos contendo cistos Giardiase
- Ingestdo de agua e o
Cryptosporidium . g g Humanos e Animais:
: Oocistos alimentos contendo . -
felis . Criptosporidiose
0o0cistos
Ingestdo de 4gua e L
. . g g Humanos e Animais:
Cystoisospora sp.  Oocistos alimentos contendo . . .
: Cistoisosporiase
0ocistos
Ingestao de oocistos
esporulados através de
Oocistos, agua e alimentos o
. o ~ . Humanos e Animais:
Toxoplasma gondii  Bradizoitos, Ingestdo de cistos com
. ., B Toxoplasmose
Taquizoitos bradizoitos através de
carne crua ou mal cozida
Transplacentéria
. ~ . Humanos: nao
Hammondia . Ingestao de oocistos
) Oocistos causa doenca
hammondi esporulados

Animais: Coccidiose




1.2. TOXOPLASMOSE: ASPECTOS HISTORICOS

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial, causada por T. gondii,
um parasito coccideo intracelular obrigatério, que infecta a maioria dos animais
homeotérmicos incluindo as aves, os animais domeésticos, silvestres e o homem
(DUBEY E BEATTIE, 1988; REMINGTON et al., 1995).

T. gondii foi primeiramente descrito por Splendore (1908) em coelhos de
laboratorio, no Brasil, em S&o Paulo, como Leishmania e, concomitantemente, por
Nicolle e Manceaux (1908) que descreveram taquizoitos do mesmo agente nos
tecidos de Ctenodactylus gundi, um roedor africano, utilizado como animal de
laboratorio, no Instituto Pasteur da Tunisia. Este foi incluido no género Leishmania,
como Leishmania gondii e no ano seguinte, Nicolle e Manceaux (1909) descreveram e
denominaram o género Toxoplasma. O nome deriva do grego no qual toxon = arco e
plasma = forma, referindo-se ao formato em lua crescente do taquizoito (DUBEY E
BEATTIE, 1988; DUBEY, 1998; FORTES, 1993).

O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito em 1923 em uma
crianca de 11 anos de idade que apresentava hidrocefalia e microftalmia
(SUKTHANA, 2006). Em 1937, T. gondii foi reconhecido como o agente causador de
encefalomielite em criancas recém-nascidas, sendo que cinco anos mais tarde
comprovou-se a sua transmissao vertical em humanos (TENTER et al., 2000). Apesar
de vérios estudos terem sido realizados desde o inicio do século XX, somente na
década de 1960 o ciclo biolégico do parasito foi elucidado, ao demonstrar estagios
infecciosos de T. gondii nas fezes de gatos, e que estes poderiam transmiti-los a
hospedeiros intermediarios (DUBEY et al., 1970).

A toxoplasmose é de grande importancia em salde publica e, em condi¢cdes
normais a infeccdo se cronifica e leva a formacao de cistos que podem se manter
latentes por longos periodos. Embora assintomética na maioria dos individuos, a
primo-infeccdo em gestantes pode fazer com que o parasito atinja o feto e provoque
lesdes neuroldgicas severas no recém-nascido ou induza abortos, principalmente
nas fases iniciais da gestagdo. Em individuos imunossuprimidos e gestantes pode
causar reativacdo de infec¢bes latentes, levando a quadros clinicos severos e as

vezes fatais; em alguns animais de producdo a toxoplasmose pode acarretar



grandes perdas econémicas (DUBEY E BEATTIE, 1988; LUDER E GROSS, 1998;
TENTER et al., 2000).

1.3. Toxoplasma gondii: CLASSIFICACAO E CICLO BIOLOGICO

O parasito pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Sub-classe
Coccidia, Ordem Eucoccidiia, Subordem Eimeriina, Familia Sarcocystidae e Sub-
familia Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma (LEVINE et al., 1980), com somente
uma espécie valida: Toxoplasma gondii (DUBEY E BEATTIE, 1988; SIBLEY E
BOOTHROYD, 1992; TENTER E JOHNSON, 1997).

T. gondii apresenta ciclo de vida facultativamente heteroxénico: os hospedeiros
intermediarios sdo provavelmente todos os animais de sangue quente, incluindo a
maioria dos animais de producdo e os humanos. Os hospedeiros definitivos séo os
membros da familia Felidae (DUBEY et al. 1970; LUDER E GROSS, 1998;
SUKTHANA, 2006). Pode ser encontrado em trés estagios distintos: taquizoitos,
bradizoitos (contidos em cistos teciduais) e esporozoitos (em oocistos esporulados)
(DUBEY et al., 1970; DUBEY et al., 1998; DUBEY, 2004; MONTOYA E LIESENFELD,
2004). Essas trés formas apresentam organelas citoplasmaticas caracteristicas do filo
Apicomplexa que constituem o complexo apical: condide, anéis polares, microtibulos
subpeliculares, roptrias, micronemas e granulos densos (SOLDATI E MEISSNER,
2004; DUBEY, 2008).

Os taquizoitos (Figura 1 e 2) sdo formas de multiplicacdo rapida em quaisquer
células do hospedeiro intermediario e nas células do epitélio intestinal do hospedeiro
definitivo, presentes em grande numero nas infec¢cdes agudas. Apresentam formato
de meia lua e medem cerca de 6 pm de comprimento por 2 um de largura. Entram na
célula hospedeira por penetracdo ativa e apdés a entrada, se tornam ovoides e
envoltos por um vacuolo parasitéforo, o qual se acredita ser derivado de moléculas do
parasito e da célula hospedeira (HILL et al., 2005). No interior do vacuolo parasitoforo,
0s taquizoitos se encontram protegidos dos mecanismos de defesa da célula
(DUBEY, 2008). Multiplicam-se assexuadamente dentro da célula hospedeira por

repetidas endodiogenias até a ruptura celular. Este processo continua até o



desenvolvimento da imunidade do hospedeiro frente ao parasito (HILL et al., 2005;
DUBEY, 2008; BLADER E SAEIJ, 2009).

Anéis Apicais

Condide ':
Aneéis polares Microtubulos subpeliculares
Micronema

Complexo interno de
membrana

Plasmaloema Roptria

Apicoplasto

Complexo de - Microporo
Golgl granulo denso
aopiaems
tico
granuilo de
amilopectina
corpo lipidico
acidocaicissoma
mitocondria

Figura 1. Morfologia geral do taquizoito de Toxoplasma gondii. (A)
Representacdo esquematica. O esquema foi constituido a partir de cortes
aleatoérios do parasito observados em microscopia eletrénica de transmissao.
(B) corte longitudinal onde varias das estruturas representadas em (A) estédo
assinaladas: N — Nucleo, ¢ — conodide, R — réptrias, A — apicoplasto, CG —
Complexo de Golgi, g — granulo denso, seta — micronema. Barra 1um. (Souza
et al., 2010).
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Figura 2. Taquizoito de Toxoplasma gondii em lavado peritoneal de

camundongos Balb/c, corados por Panético, com aumento de 1000 vezes
em imersdo. Fonte: Arquivo do autor.



A infeccdo é estabelecida apdés algumas divisbes. A seguir, 0s parasitos
formam cistos teciduais, de aproximadamente 5 a 70 um de diametro, podendo
chegar a 300 um com centenas de bradizoitos em seu interior (Figura 3) (DUBEY,
1998; INNES, 2010). Estes se alojam no interior dos tecidos por longos periodos ou
pela vida toda do hospedeiro, sem que cause resposta inflamatoria ou dano tecidual
de forma significativa. Sdo morfologicamente idénticos aos taquizoitos, exceto pela
multiplicacdo mais lenta, pela localizacdo do nucleo na parte posterior do parasito e
por numerosos micronemas e granulos de amilopectina. Medem cerca de 7 um por
1,5 um e sdo mais resistentes a enzimas proteoliticas do que os taquizoitos. Estas
formas estdo presentes nas infecgbes cronicas e congénitas e, embora cistos
teciduais contendo bradizoitos possam se desenvolver no pulmao, figado e rim, sdo
mais prevalentes em tecidos neurais e musculares (cérebro, coragdo, musculo
esquelético e retina) (HILL et al., 2005). A variacdo no tamanho depende do estagio
do cisto, da célula hospedeira parasitada e do nimero de bradizoitos em seu interior
(WEISS E KIM, 2000; MONTOYA E LIESENFELD, 2004).

Figura 3. Cisto de Toxoplasma gondii em macerado de cérebro de camundongo
Balb/c, infectado com a cepa ME49, ampliagdo de 400 vezes. Fonte: Rezende, 2015.

Os oocistos sédo formas resultantes do ciclo sexuado e somente ocorrem no
trato gastrointestinal dos felideos com primo-infeccdo. Medem em torno de 10 um por
12 um e sao eliminados ainda néo esporulados pelas fezes dos gatos (Figura 4). Sao

as formas de maior resisténcia no meio ambiente e tornam-se infectantes apds a



esporulagéo que ocorre de trés a cinco dias de acordo com as condi¢cdes ambientais.
Os oocistos esporulados contém dois esporocistos que abrigam em seu interior
quatro esporozoitos cada. Os esporozoitos medem, em média, cerca de 6 pum por 2
pum. Os oocistos esporulados podem permanecer viaveis no meio ambiente por um
periodo de até 18 meses (HILL E DUBEY, 2002; MONTOYA E LIESENFELD, 2004;
KRAVETZ E FEDERMAN, 2005).

Figura 4. Oocisto esporulado de Toxoplasma gondii esporulado em material a fresco,
aumento de 400 vezes. Régua micrométrica na escala de 1um (Rezende, 2015).

Os gatos e outros felideos eliminam grande nimero de oocistos apés infeccdo
priméria (primo-infeccéo), geralmente a eliminagdo dura de uma a duas semanas
(DUBEY, 1994; TENTER et al, 2000). Em um unico dia, milhdes de oocistos podem
ser eliminados e estes podem sobreviver no meio-ambiente por mais de um ano
(DUBEY E BEATTIE, 1988), o que resulta na contaminacdo do ambiente, sendo os
gatos domésticos a maior fonte de contaminacdo ambiental, pois, uma simples
defecacdo do gato pode conter em torno de 10 milhdes de oocistos. Oocistos ndo
esporulados podem sobreviver pelo menos trés meses no meio ambiente e conservar
sua capacidade de infectar, quando colocados sob condi¢cdes apropriadas (DUBEY E
BEATTIE, 1988; LINDSAY et al., 2002).



Este parasito apresenta um complexo ciclo de vida e foi descrito somente em
1970, quando se descobriu que os hospedeiros definitivos sdo membros da familia
Felidae, incluindo o gato doméstico (FRENKEL et al., 1970).

O ciclo de T. gondii € heteroxeno (Figura 5), e possui duas fases distintas: a
fase assexuada ocorre nos tecidos de diversos hospedeiros intermedidrios incluindo o
homem, enquanto a fase sexuada do parasito ocorre no felideo ndo imune que
adquire a infeccao pela ingestdo de oocistos, cistos teciduais ou taquizoitos. O ciclo
sexuado ocorre nas células intestinais com formacéo e fertilizacdo dos gametocitos e
formacao do zigoto. Este origina o oocisto imaturo que posteriormente é liberado apés
rompimento celular, sendo eliminado nas fezes apdés uma ou duas semanas de
infeccdo. Os oocistos imaturos, ndo infectantes, sob condi¢des ideais de temperatura,
umidade e oxigénio, esporulam e podem sobreviver de 12 a 18 meses no solo desde
gue mantidas tais condi¢bes (REY, 2001; MONTOYA E LIESENFELD, 2004; LAPPIN,
2010).

Nos hospedeiros intermediarios, a infeccdo pode se dar pela ingestdo de
oocistos esporulados encontrados no solo, verduras, agua contaminada e por carnes
mal cozidas ou cruas contendo cistos com bradizoitos. Os esporozoitos penetram no
intestino do hospedeiro e iniciam um processo de multiplicagdo assexuada dentro do
vacuolo parasitéforo denominado endodiogenia, processo pelo qual cada nucleo
divide-se formando duas células-filhas e o resto da célula mae se degenera. Estes se
multiplicam rapidamente até a ruptura da célula hospedeira liberando os taquizoitos
para invadir outras células. Com o desenvolvimento da resposta imune efetiva, ocorre
a lise de taquizoitos extracelulares, por meio de uma combinag¢do de anticorpos e
complemento (BEAMAN et al., 1995), porém alguns parasitos intracelulares podem
persistir por algum tempo na medula espinhal ou no cérebro (DUBEY, 1993). Em
casos de comprometimento do sistema imunolégico, principalmente em pacientes HIV
positivos, os bradizoitos contidos nos cistos teciduais, podem transformar-se em
taquizoitos, provocando a reagudizacdo da doenca (SUZUKI, 2002; KAWAZOE,
2003; KIM E WEISS, 2008).
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Figura 5. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii (Kawazoe, 2003).

1.4. EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose € uma zoonose altamente disseminada, com taxas de
prevaléncia variaveis em diversas regides do mundo (JONES et al., 2007; DUBEY et
al., 2012). A incidéncia da doenca esta sujeita as variacées proprias de cada regiao,
como o tipo de clima, habitos culturais e alimentares de determinadas populacdes,
sendo que a soropositividade aumenta com a idade, mas néo varia entre 0S sexos
(REMINGTON et al.,, 2005; JONES et al., 2007). A infeccdo afeta cerca de dois
bilhbes de pessoas no mundo (PETERSEN E DUBEY, 2001; MONTOYA E
LIESENFELD, 2004; PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2009; MACHADO et al, 2016).
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Nos Estados Unidos e no Reino Unido, estima-se que cerca de 16 a 40% da
populacdo esteja infectada. Na Espanha esta estimativa € de aproximadamente 60%
e na Franca de 75-90% (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; HILL et al., 2005). No Brasil, a
prevaléncia sorolégica de infeccdo por T. gondii é alta, variando em torno de 50 a
80% na populagao adulta (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; PAPPAS et al., 2009). A
Organizacdo Mundial da Saude (PAHO; WHO, 2008) estimou, em 2008, que um tergo
da populagcéo mundial estivesse infectado por T. gondii em sua forma cronica.

Em Goias, a prevaléncia de gestantes infectadas por T. gondii encontrada por
Giffoni et al., (2007) foi de 74%, Sartori et al., (2011) de 67,7% e Avelar (2013) de
68,1%. A prevaléncia de T. gondii em individuos imunocomprometidos foi de 65% em
Goiania-GO (BARBOSA et al., 1996).

A toxoplasmose é assintomatica em 80 a 90% dos individuos
imunocompetentes apresentando evolucdo benigna. A linfadenopatia € a
manifestacdo mais comum em 10 a 20% destes individuos podendo ser
acompanhada de febre, astenia e mialgia (MONTOYA E LIESENFELD, 2004,
REMINGTON, 2004). Os sinais clinicos incluem alteracdes oculares, podendo levar a
cegueira; problemas reprodutivos como abortos, m& formacgdes fetais, hidrocefalia,
neuropatias e alteragbes neuromusculares. Nos animais podem ser observadas
alteracdes reprodutivas como abortos ou natimortos; alteracdes neuromusculares e
oculares, até cegueira (BRINKER et al., 2009).

1.5. IMPORTANCIA DO GATO NA EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE

Em animais, a toxoplasmose raramente causa sintomatologia evidente ou
morte, apresentando-se de forma inaparente, dependendo de fatores, como a idade
do animal, a via de infeccdo, a espécie infectada e a viruléncia intrinseca da linhagem
(TENTER et al., 2000).

Ressalta-se a importancia dos animais de producdo na epidemiologia da
enfermidade, pois sdo uma importante fonte de infeccdo para os seres humanos.
Dentre as diversas espécies animais, 0S caprinos, ovinos e suinos sao mais sensiveis
a infeccdo por T. gondii quando comparados aos bovinos, equinos e aves, 0s quais
raramente apresentam sintomatologia (MILLAR et al., 2008).

Infeccdes latentes com T. gondii s&o comuns em gatos domésticos e selvagens
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em todo o0 mundo (LUKESOVA E LITERAK, 1998). Em Goiania-GO, a prevaléncia de
gatos errantes infectados por T. gondii em 2015 foi de 18,27%, e a soroprevaléncia
para anticorpos anti-T.gondii analisada em um grupo de 50 animais, foi de 64%
(REZENDE, 2015). Tem sido relatado que pelo menos 17 espécies de felinos
selvagens disseminam oocistos de T. gondii (LUKESOVA E LITERAK, 1998; RAMOS
SILVA et al., 2001; DEMAR et al., 2008).

O gato domeéstico € o unico animal domiciliado apontado como hospedeiro
definitivo para T. gondii (DUBEY, 1996). Os felideos podem se infectar ingerindo
oocistos do ambiente ou ingerindo cistos teciduais de hospedeiros intermediérios,
quando alimentados com restos de alimentos contendo carne ou visceras de animais
de producao ou de caca, ou quando sdo permitidos cacarem pequenos mamiferos ou
passaros infectados (MEIRELES et al., 2004; DE CRAEYE et al., 2008). Dependendo
da espécie hospedeira, a rea geogréfica e a estacdo do ano, até 73% dos pequenos
roedores e até 71% dos passaros silvestres podem estar infectados com T. gondii
(SUKTHANA, 2006).

Os gatos geralmente disseminam grandes quantidades de oocistos apds uma
infeccdo primaria por até duas semanas. Uma segunda dissemina¢cdo somente ocorre
nos casos de queda da imunidade desses animais (DUBEY, 1996). Em gatos
domésticos, anticorpos para T. gondii podem ser detectados em até 74% da
populacdo adulta, dependendo do tipo de alimentacdo e se sdo mantidos dentro ou
fora de casa (TENTER et al., 2000; SUKTHANA, 2006; DE CRAEYE et al., 2008). As
soroprevaléncias sdo maiores em gatos de rua e em gatos selvagens quando
comparados com gatos que vivem em ambiente doméstico, ja que estes geralmente
ingerem alimentos industrializados, reduzindo o risco de infec¢cdo (MEIRELES et al.,
2004; MIRO et al., 2004). Por isso, os gatos de rua tém sido apontados como
potenciais sentinelas da contaminacdo ambiental por T. gondii em areas urbanas,
estando expostos a todas as formas infectantes do parasito (MEIRELES et al., 2004).

A doenca clinica no animal ndo é muito frequente, mas o0s sinais e sintomas
clinicos incluem: febre intermitente, apatia, tosse, dispneia, letargia, anorexia, vomito,
ictericia, diarreia, alteracbes miocardicas, hiperestesia muscular, alteracdes
neuroldgicas e oculares. Fatores iatrogénicos que podem alterar o sistema imune,
como a administrac@o de corticosteroides, ou a infeccdo do virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) podem reativar a infeccdo latente levando a quadros de toxoplasmose
aguda (OLAFSON E MONLUX, 1942, MEIER et al., 1957; PETRAK E CARPENTER,
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1965; MCKINNEY, 1973; DUBEY, 1986; WITT et al., 1989; HEIDEL et al., 1990;
BIRCHARD E SHERDING, 2003).

O diagnéstico da toxoplasmose nos gatos deve ser baseado em uma
combinacédo de sinais clinicos, testes sorologicos, demonstracdo histopatologica do
parasito nos tecidos, prova biolégica em camundongos e exame de fezes para o
encontro de oocistos. O diagnéstico da toxoplasmose clinica é dificil por apresentar
sinais clinicos variados e inespecificos. O exame histopatoldgico € limitado, enquanto
a imunohistoquimica é indicada por apresentar elevada especificidade e sensibilidade
(SPARKERS, 1991; LINDSAY et al., 1997).

1.6. CONCEITO “ONE HEALTH”

O conceito One Health (“uma sé saude” ou “saude unica”) consiste em uma
estratégia mundial que foi adotada pela World Organisation for Animal Health (OIE).
Essa estratégia tem como objetivo a colaboracao interdisciplinar entre entidades ou
organismos de todos os temas que se relacionam com a salde das pessoas ou
animais, refere-se a uma relagdo animal/Homem/meio ambiente. Este conceito torna-
se importante pelo fato da maioria das doencas infeciosas emergentes serem
zoonoses. Este implica ainda a aplicacdo de praticas corretas tais como a prevencao,
vigilancia e deteccdo de zoonoses bem como a notificacédo das mesmas (DIEZ, 2015).

A “Satde Unica” foi criada para melhor compreender e resolver os problemas
contemporaneos de saude criados pela convergéncia humana, animal e ambiental.
Esta abordagem vem incentivar a atuacao conjunta de varias disciplinas de trabalho a
nivel local, nacional e globalmente, para atingir salde oOtima das pessoas, dos
animais e do nosso ambiente. (AVMA, One Health, 2008). O movimento da Saude
Unica adota uma politica que advoga o estreitamento de lacos entre a medicina
humana e a veterinaria, convidando ambas profissées para acdes colaborativas e
investigativas que auxiliem a avaliacdo, o tratamento e a prevencao das doencas de
transmissao inter-espécies. Além disso, estimula a discussdo de estratégias, que
reforcem a colaboracdo entre essas duas profissées, na educacdo médica, cuidados
clinicos, na saude publica e na investigacao biomédica (AVMA, ONE HEALTH, 2008).

Os beneficios da Satude Unica envolvem a melhoria da satde animal e humana

a nivel mundial por meio da colaboragdo entre todas as ciéncias da saude,
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especialmente entre as multiplas profissées: medicina veterinaria, medicina humana,
saude ambiental, salde da vida selvagem e de salude publica, para tratar de temas
cruciais; reunido e discussao sobre os novos desafios globais; o desenvolvimento de
centros de exceléncia para a educacao e formacao em areas especificas, através de
uma maior colaboracdo entre faculdades e escolas de medicina veterinéria, de
medicina humana e de saulde publica e a utilizagdo do conhecimento cientifico
veterinario na elaboracdo de programas inovadores que contribuam para a melhoria
da saude. (AVMA, ONE HEALTH, 2008).

e Doencasg

Figura 6. Modelo demonstrativo do “One Health”. Adaptado.
Disponivel em: http://www.oie.int/en/for-the-media/onehealth/
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1.7. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE PARASITOS ENTERICOS

A maioria das doencas parasitarias ndo pode ser diagnosticada apenas pelos
exames médicos, ja que o diagnodstico acurado das parasitoses intestinais € uma
tarefa dificil, por isso torna-se necessério a realizagdo do exame laboratorial
parasitolégico como método de auxilio para a identificacdo do agente etiologico.
Desta forma, a demonstracdo morfolégica do(s) estagio(s) de diagndstico € o principal
meio para estabelecer uma diagnose diferencial e definitiva. Investigacdes
laboratoriais tornam-se necessarias para definir se o paciente esta ou ndo infectado
com o parasito e, se estiver, qual a espécie do mesmo. O laboratério desempenha um
papel importante no diagnostico das doencas parasitarias, sendo a chave para a
selecdo do medicamento adequado ao tratamento (DE CARLI, 2001; MACHADO et
al., 2008; REZENDE et al., 2015).

Para o estudo coproparasitoldgico e o diagnéstico definitivo das parasitoses,
atualmente estdo disponiveis inumeros métodos qualitativos de diagndstico
laboratorial. No entanto, esses testes ainda recebem criticas devido as limitacdes que
apresentam no que diz respeito a execucdo da técnica, a baixa sensibilidade e até
mesmo em relacdo ao custo para a realizacdo. Estas limitagcbes acabam por restringir
a utilizacdo de alguns métodos na rotina de laboratérios de analises clinicas
particulares, publicos e até em trabalhos de pesquisa académica (GONCALVES et al.,
2016).

A utilizacdo de métodos laboratoriais especificos, sensiveis e de baixo custo
operacional é de grande importancia para o diagnéstico das parasitoses intestinais,
tornando-se imprescindivel a demonstracdo dos parasitos nas fezes. Por tratar-se de
um exame relativamente rapido e de baixo custo, o exame parasitoldgico de fezes é
amplamente utilizado na rotina laboratorial para demonstracdo dos parasitos
gastrointestinais por microscopia Otica. O diagnostico de enteroparasitos é feito
principalmente pela pesquisa de oocistos e ovos nas fezes para a deteccdo de
protozoarios e helmintos (MACHADO et al., 2008).

A realizacdo do exame parasitologico das fezes (EPF) revela-se como um
importante procedimento em laboratérios de analises clinicas, uma vez que indicara o
nivel do parasitismo, bem como o tratamento especifico para as infeccdes
parasitarias. O emprego de métodos confiaveis constitui um valioso recurso para o

diagnostico individual e também para inquéritos parasitolégicos (MENDES et al.,
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2005). Nesse sentido, é fundamental avaliar quais métodos laboratoriais apresentam
maior especificidade, maior sensibilidade e que demandam menos recursos
financeiros.

Das técnicas empregadas rotineiramente, o exame direto a fresco e a técnica
de Hoffman, Pons e Janer ou Lutz (HPJL) sdo os métodos mais utilizados (HOFFMAN
et al., 1934). Segundo De Carli (2001) estas técnicas possuem como principal
vantagem a necessidade minima de materiais e recursos financeiros e desvantagem
de apresentar uma grande quantidade de detritos fecais no sedimento, dificultando a
preparacdo e 0 exame microscopico. Taparo et al. (2006), também destacam a
técnica de Willis (1921), tradicionalmente utilizada para ovos leves, relatada por
diversos autores por apresentar 6timos resultados em pesquisas de ovos e 00cistos.

Segundo De Carli (2001), a escolha da técnica dependera do grau de
confiabilidade e de sensibilidade do método, além de necessitar de recursos menos
onerosos. A utilizacdo combinada de varios métodos é Util para detectar infeccdes
intestinais causadas por parasitos, principalmente helmintos e protozoarios,
aumentado a acuracia do diagndstico laboratorial (MENEZES et al., 2013; REZENDE
et al., 2015).

1.8. A COPRO-PCR NO DIAGNOSTICO DE Toxoplasma gondii

A necessidade de métodos diagndsticos mais precisos e sensiveis fez com o
gue o estudo do material genético assumisse uma nova perspectiva para 0 sucesso
diagnéstico e uma nova vertente a ser explorada para 0s varios microrganismos, a
partir da criacdo e apresentacdo da técnica de PCR a comunidade cientifica em 1985
por Kary Mullis, incluindo T. gondii (MULLIS et al., 1987). Porém, é importante
enfatizar que a deteccdo molecular do DNA de T. gondii ndo substitui os métodos
diagnésticos tradicionais no diagndstico da doenca. Assim, a associacdo de dois ou
mais métodos diagndsticos revela a instalacdo da infeccéo e auxilia na discriminacéo
do estagio da mesma (KOMPALIC-CRISTO et al., 2004).

A PCR também é utilizada no diagndstico diferencial, como exemplo, o
complexo Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, duas espécies morfologicamente
idénticas e biologicamente distintas. Logo, foi necessario o uso de outras ferramentas

que pudessem confirmar a infecgdo por E. histolytica, visto que o diagnéstico do
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parasito através da microscopia de luz permite s6 a observancia da morfologia do
amebideo (SOBKY et al.,, 2011). Essa constatacdo levou a OMS a interferir e
recomendar que a identificacdo de E. histolytica deve ser por métodos especificos,
como a Copro-PCR (VIEIRA, 2004).

O diagnostico diferencial atravées da Copro-PCR € importante para a
identificacdo de oocistos de coccideos de gatos presentes nas fezes, tais como
agueles de Hammondia hammondi, que n&o podem ser diferenciados
microscopicamente de T. gondii (SALANT et al., 2007; JUNG et al.,, 2015). Os
métodos moleculares de coprodiagndstico apresentam uma deteccdo de parasitos
superior aos meétodos parasitolégicos convencionais (SINGH, 1997; ORLANDI E
LAMPEL, 2000, ABASSI et al, 2003).

A extracdo de DNA a partir de oocistos tem sido previamente reportada pela
sua dificuldade, devido a tenaz parede do oocisto dos coccideos (DUBEY et al., 1998;
ZHAO et al., 2001; BELLI et al., 2006). O método empregado no presente estudo
permite a ruptura dos oocistos usando uma combinacdo de meios mecanicos (fervura
por 20 minutos e over-night em estufa a 37°C). Os protocolos para reacdo de PCR
ainda ndo sdo padronizados, pois ha varios alvos (primers) que podem ser utilizados,
sendo que os primers B5 e B6 sédo produzidos a partir do gene B1 de T. gondii, sendo

mais utilizados quando se trata de diagnosticos (JUNG et al., 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

Os gatos domeésticos representam 0s animais de estimacdo que mais convivem
com o homem, prestando valioso auxilio como companhia e guarda. Todavia, quando
portadores de parasitos, esses animais representam risco de contaminagéo, sendo
que o contato desses animais infectados com o homem é considerado um problema
de saude publica pela possibilidade de transmissdo de zoonoses (MOOJEN, 1976;
TESSEROLLI et al., 2005).

Os gatos sao hospedeiros definitivos de algumas espécies de parasitos
zoonoGticos, e 0 crescente numero de animais domiciliados, peridomiciliados e
errantes, de modo geral, em todo o Brasil, associado ao facil acesso destes aos locais
de lazer, como pracas publicas e praias, tém aumentado o risco de infeccao,
especialmente para criancas, constituindo um problema de saude publica
(SANTAREM et al., 1998; SCAINI et al., 2003; CASTRO et al., 2005).

Os gatos errantes geralmente sao responsaveis pela contaminacdo ambiental,
como descrito por varios trabalhos, porém os gatos domiciliados também podem ser
responsaveis tanto pela contaminacdo ambiental como pela convivéncia proxima ao
ser humano, neste aspecto poucos estudos compararam o potencial zoonético destes
dois grupos de animais. Portanto, é de extrema importancia conhecer a prevaléncia
dos parasitos com potencial zoonético em gatos errantes e domiciliados, ja que esses
animais tém papel de destaque nessas zoonoses, podendo auxiliar nas medidas de
controle, como a adocdo de medidas terapéuticas e preventivas em relacdo a
populacdo felina, minimizando-se, assim, 0s riscos de transmissdo dessas
parasitoses a outros hospedeiros.

Os grupos de gatos estudados, errantes e domiciliados, sdo de extrema
relevancia, pela escassez de trabalhos comparando o parasitismo entre 0s grupos, e
por mostrar que ambos 0s grupos podem ser importantes fontes de infeccédo por
parasitos entéricos para 0 homem e outros animais.

T. gondii € um protozoario de prevaléncia mundial, com registros em todos 0s

continentes e em todos os climas devido a transmissdo por oocistos liberados nas
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fezes dos gatos. Os felideos urbanos (gatos) e selvagens sdo os Unicos animais que
podem realizar o ciclo sexuado, eliminando apd6s a primo-infeccdo milhdes de
oocistos imaturos sao liberados nas fezes, sendo que o gato € capaz de eliminar
cerca de 10 milhBes de oocistos em uma Uunica defecacdo. Tornando-se uma
importante fonte de contaminagdo ambiental e transmissdao da Toxoplasmose
(DUBEY E BEATTIE, 1988; LINDSAY et al., 2002).

Por serem os hospedeiros definitivos de T. gondii, os felideos apresentam
importante papel na epidemiologia da toxoplasmose (DUBEY, 1986), uma vez que
contaminam aguas, pastagens e solo, com oocistos eliminados pelas suas fezes
(MANAIR et al. 1996; VAN DER PUIJE et al. 2000; PLANT et al., 1974; COUTINHO et
al., 1982). Assim, a presenca de gatos errantes pode ser um fator que contribui para
elevada prevaléncia, podendo contaminar o meio ambiente com milhares de oocistos
(KAWAZOE, 2003).

Devido a possibilidade de transmissao de parasitos entéricos pelos gatos, e 0 seu
papel na contaminacdo do ambiente, € necessaria a utilizacdo de técnicas
laboratoriais que apresentem boa sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade
para diagnosticar tais parasitos. Assim, a avalia¢cdo da acuracia de diferentes técnicas
parasitolégicas permite determinar a concordancia e reprodutibilidade para a
aplicacdo destas técnicas no laboratorio veterinario. A utilizacdo de técnicas
apropriadas dara resultados fidedignos da real prevaléncia de parasitos entéricos na
populacao estudada.

A Copro-PCR é importante para a confirmacdo da infec¢do por T. gondii, por ser
um método mais sensivel e mais preciso, também é utilizada no diagnéstico
diferencial de coccideos, pois existem espécies morfologicamente semelhantes, e que
sdo diferenciadas apenas por técnicas moleculares, como exemplo, T. gondii e H.
hammondi. A Copro-PCR néo substitui as técnicas convencionais, mas deve ser
associada a outros métodos diagndsticos para deteccao do parasito e diagnéstico da
infeccdo (KOMPALIC-CRISTO et al., 2004)
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar a prevaléncia de parasitos entéricos em gatos errantes e
domiciliados de Goiania — Goias no periodo de marco de 2015 a maio de 2016.
Analisar a acuracia de diferentes métodos laboratoriais para o diagnéstico de
helmintos e protozodarios entéricos de importancia para a medicina veterinaria e
humana. Verificar a performance da Copro-PCR no diagnéstico de oocistos de T.
gondii.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar a prevaléncia de parasitos entéricos em gatos errantes capturados pelo
Centro de Controle de Zoonoses de Goiania — Goias e por uma Organizacdo Nao
Governamental protetora de animais e de gatos domiciliados de Goiania —Goias, por
diferentes técnicas parasitologicas (Faust, Hoffman-Pons-Janer ou Lutz, Sheather e
Willis).

- Comparar a frequéncia de parasitos entéricos encontrados nos dois grupos

analisados, gatos errantes e domiciliados.

- Avaliar a acuracia dos diferentes métodos parasitologicos de fezes para a deteccéo

de parasitos entéricos, utilizando como padréo ouro a técnica de Willis.

— Avaliar a performance da Copro-PCR para confirmagdo do diagndstico

parasitolégico convencional e diagnéstico diferencial de oocistos de T. gondii.
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4 METODOS

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de prevaléncia de parasitos entéricos em gatos errantes
capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Goiania - Goias e por uma
Organizacdo Ndo Governamental protetora de animais e em gatos domiciliados de
Goiania — Goias no periodo de mar¢o de 2015 a maio de 2016.

Avaliacdo da acuracia de testes diagnosticos, para determinar a técnica
parasitologica que apresente melhor desempenho, por meio da sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e indice

kappa (k) dos testes parasitolégicos utilizados.

4.2. DESCRICAO DO GRUPO DE ESTUDO

O projeto foi apreciado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa para
animais/CEUA da Universidade Federal de Goias, sob os protocolos 054/2013 e
024/2016 (ANEXOS 1 E 2).

Foram analisados dois grupos de gatos de idades variadas e ambos 0s sexos,
procedentes de Goiania-Goias, os quais foram divididos em dois grupos: domiciliado
ou errante. Os animais domiciliados viviam em casas ou apartamentos com seus
donos e os gatos errantes foram capturados pelo CCZ de Goiania-GO e por uma
ONG protetora de animais.
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4.3. COLETA DAS AMOSTRAS FECAIS

Foram coletadas 65 amostras de fezes de gatos errantes capturados pelo CCZ
de Goiania-GO e por uma Organizacdo Nao Governamental protetora de animais e 84
amostras de gatos domiciliados em Goiania-GO, sendo um total de 149 amostras. O
periodo de coleta das amostras foi de marco de 2015 a maio de 2016. As amostras
fecais dos gatos errantes oriundos do CCZ foram coletadas diretamente das gaiolas
coletivas dos animais, as amostras dos animais da ONG protetora de animais foram
coletadas diretamente das gaiolas individuais dos animais, antes que fosse realizada
a vermifugacdo destes, e as amostras dos animais domiciliados foram coletadas
pelos proprietarios Todas as amostras coletadas foram armazenadas em coletores

universais estéreis.

4.4. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS FECAIS

O processamento das amostras fecais foi realizado na sala de experimentacao,
gue € higienizada diariamente com solucdo de hipoclorito nas bancadas, e possui
sistema de exaustdo para retirada de particulas do ar.

Para a identificacdo de oocistos de protozoarios, ovos e larvas de helmintos
nas amostras fecais dos gatos foram empregadas quatro técnicas parasitolégicas,
técnica de Sheather, Hoffman-Janer-Pons ou Lutz (HPJL), Faust e Willis, sendo a
técnica de Willis considerada a padrdo ouro para este estudo, devido a sua
capacidade de deteccdo de ovos e larvas de helmintos e na deteccdo de oocistos de
coccideos, em especial oocistos de T. gondii (REZENDE et al., 2015).

4.4.1. Método de Sheather (1923)

O método de Sheather possui como principio a flutuacdo em solucédo saturada
de sacarose, isso aumenta a sensibilidade e diminui os artefatos fecais. A técnica é
utilizada principalmente para a pesquisa de ovos leves como de Ancilostomideos e
para a pesquisa de oocistos como o0s de Cystoisospora sp. e de T. gondii
(SHEATHER, 1923).
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44.1.1. Material utilizado

* Dois gramas de fezes;

* Solugéo de Sheather, na densidade de 1,2 g/mL;

* Solugéo fisiologica de NaCl a 0,9%;

* Gazes;

* LAmina e laminula de vidro;

» Bastao de vidro ou palitos descartaveis de madeira;
» Béquer (capacidade 100mL);

* Microscopio optico;

* Tubos para centrifuga de 10mL;

* Pipeta automatica 20uL,;

* Centrifuga para tubos de 10mL.

4.4.1.2. Preparacao da solucédo de Sheather, densidade 1,2 g/mL

* 500 g de sacarose

* 6,5 g de fenol (Fundido a 44°C)

» 320mL de agua destilada

A solucdo de sacarose foi fervida até ocorrer a clarificacdo, entdo o fenol foi
adicionado. Em seguida a solucéo foi colocada em temperatura ambiente até seu

resfriamento para o uso.

4.4.1.3. Procedimento técnico

» A amostra fecal foi colocada em béquer com auxilio do bastao;

« Em seguida a amostra foi misturada com solucdo fisioldégica, até ocorrer a
fluidificacéo;

* Peneirou-se com o auxilio das gazes, para obter um material mais limpido;

» Os tubos plasticos de 10mL foram preenchidos até a metade com a suspensao
filtrada;

* Adicionou-se uma quantidade igual da solucdo de Sheather;

* Realizou-se uma homogeneizacgéo do tubo por inversao;

* O tubo foi levado para centrifugagédo durante 5 minutos a 2500 RPM;
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* Apds centrifugagao, a camada superficial do material foi retirada com o auxilio de
uma pipeta automatica de 20uL, foram montadas trés laminas para cada amostra;

» As laminas foram examinadas ao microscopio 6ptico nos aumentos de 200x e 400x.

4.4.2. Método de Faust e Colaboradores (1938)

A técnica de Faust € baseada no principio da centrifugo-flutuacdo em solucéo
de sulfato de zinco (ZnS0a4), a 33% com densidade de 1,18 g/mL. Pela diferenca na
densidade especifica entre os ovos de helmintos, cistos de protozoarios do material
fecal, onde esses organismos flutuam para a superficie do tubo. A técnica de Faust é
utilizada para o diagnostico de cistos de protozoarios, e também possui bastante

utilidade para a pesquisa de ovos leves de helmintos (FAUST et al., 1938).

4.4.2.1. Material utilizado

* Dois gramas de fezes;

« Agua destilada;

* Solugéo de sulfato de zinco a 33 % (densidade 1,18 g/mL);
* Solugao de lugol;

* Lamina e laminula de vidro;

» Copos plasticos descartaveis;

* Pipeta automatica de 20pL;

» Bast&o de vidro ou palitos descartaveis de madeira;

* Peneira;

* Microscopio 6ptico;

* Centrifuga e tubos plasticos de (10mL).

4.4.2.2. Preparacao da solucéo de Sulfato de Zinco, densidade 1,18 g/mL

+ Sulfato de Zinco (ZnS04): 330 g
« Agua destilada: 600 mL
Adicionar o0 ZnSO4 em agua e agitar bem. A densidade € critica nesse reagente,

devendo em alguns casos ser ajustada.
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4.4.2.3. Procedimento técnico

* As fezes foram homogeneizadas em 10 mL de agua destilada;

* Em seguida a mistura foi peneirada com gazes;

* A suspenséo foi colocada em um tubo de centrifuga com capacidade para 15 mL;

* Centrifugou-se o filtrado durante 2 minutos a 2500 RPM,;

» Desprezou-se o sobrenadante e reteu-se o sedimento;

* Adicionou-se ao sedimento 10 mL de agua destilada;

* A operacéo foi repetida por 2 a 3 vezes até que o sobrenadante ficasse limpido;

» O sobrenadante foi descartado retendo apenas o sedimento;

» Completou-se o volume do tubo com a solucdo de sulfato de zinco até chegar a 1
cm da borda do tubo;

* O tubo foi centrifugado durante 1 minuto a 2500 RPM. Apds esse processo, tubos
ficaram em repouso por 5 minutos;

 Coletou-se com a pipeta a pelicula superficial, onde montamos trés laminas de cada
amostra;

* As laminas foram examinadas no microscépio adicionando uma gota de lugol ao

sedimento, no aumento de 200X e 400X.

4.4.3. Método de Hoffman, Pons e Janer ou Lutz (1934/1919)

Fundamenta-se na sedimentacdo espontdnea em agua (combinacdo da
gravidade e da sedimentac&o). E utilizado para evidenciar ovos pesados de helmintos
guando a sedimentagcdo permanecer por um periodo de no minimo duas horas. Para
cistos e ovos leves o indicado é o periodo de 24 horas. E 0 método de rotina utilizado
nos laboratérios quando nédo € solicitada metodologia especifica (HOFFMAN et al.,
1934).

4.4.3.1. Material utilizado

* 10 gramas de fezes;

» Copo plastico descartavel;
* Microscopio;

* Lugol;

» Canudo (também pode ser usada uma pipeta graduada);
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» Agua destilada; Calice de Sedimentagao; Tamis com gazes.

4.4.3.2. Procedimento técnico

* As fezes foram diluidas com agua destilada;

* Em seguida o material diluido foi passado na tamis deixando descansar no calice de
sedimentacao;

» Recolheu-se o0 sedimento do fundo do célice o material com a ajuda de um canudo
de plastico;

* Uma gota do material recolhido foi colocada sobre a lamina colocando uma gota de
lugol em cima do material, e coberta com a laminula;

* Foram montadas trés laminas para cada amostra, que foram observadas no

microscopio nos aumentos de 200X e 400X.

4.4.4. Método de Willis (1921)

O método de Willis € um método simples e eficiente pela capacidade de os
ovos flutuarem numa solucdo salina com densidade elevada aderindo a superficie
inferior da lamina, colocada na parte superior do liquido. O método possui como
principio a flutuacéo para pesquisa de ovos leves como os ovos de Ancilostomideos,
gue apresentam baixa densidade especifica. A técnica ndo € indicada para cistos de

protozoarios, pois 0s cistos se retraem pela concentracao.

4.4.4.1. Material utilizado

* Dez gramas de fezes

+ Bastao de vidro;

» Gaze ou peneira;

» Copo plastico descartavel de 50 mL;

* Solugéo de NaCl, densidade 1,20 g/mL;
* Laminas e laminulas;

* Microscopio; Lugol.

4.4.4.2. Preparacao da solucao de NacCl, densidade 1,20 g/mL

* 40 g NaCl;
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* 100 mL agua destilada.
Realizou-se a mistura dos reagentes e levou-se ao bico de Bunsen até a ebulicdo.
Apos resfriar a solucdo foi filtrada em papel filtro para eliminacdo dos cristais

formados.

4.4.4.3. Procedimento técnico

* A amostra foi emulsionada em solugdo saturada de cloreto de sodio no copo
plastico;

* Ap6s a emulsificagdo, completou-se até a borda do copo pléstico com a solugéo de
NacCl;

* Colocou-se a lamina de vidro sobre o recipiente para haver o contato com a solucao
por 5 minutos;

* A lamina foi invertida, e adicionou-se uma gota de lugol;

* Foi realizada a observagao ao microscopio no aumento de 200 X e 400X.

45. ANALISE ESTATISTICA PARA AVALIACAO DA PREVALENCIA E
ACURACIA

Os resultados dos exames parasitolégicos foram langados no banco de dados
no programa Epilnfo® versdo 3.2.1. Neste programa foi possivel realizar a avaliacdo
da prevaléncia dos parasitos entéricos, a frequéncia de positividade para cada
parasito encontrado, a frequéncia de positividade para cada técnica parasitolégica
empregada, e para a avaliacdo dos testes diagndsticos empregados, como a
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN) e indice Kappa (K), comparando com a técnica de Willis, que foi adotada neste

estudo como padrdo-ouro. Os gréaficos foram plotados no programa Excel 2007°.

Os célculos de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e K foram calculados

em uma tabela de contingéncia ou tabela 2x2 (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e indice kappa, em tabela de contingéncia 2x2, segundo PEREIRA,

1995.
PADRAO OURO
TESTE TOTAL
Positivo Negativo
Positivo a b a+b
Negativo C d c+d
Total a+c b+d n
}
Onde:

Sensibilidade: a/(a+c). E a capacidade que o teste diagndstico apresenta de detectar
os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar corretamente o0s
doentes.

Especificidade: d/(b+d). E a capacidade que o teste diagndstico tem de detectar os
verdadeiros negativos, isto é, de diagnosticar corretamente os individuos sadios.
Valor preditivo positivo: a/(a+b). E a propor¢édo de doentes entre os positivos pelo
teste.

Valor preditivo negativo: d/(c+d). E a proporcéo de sadios (sem a doenca) entre os

negativos ao teste.

O indice kappa (k) € uma forma de avaliar a concordancia entre técnicas
diagnésticas. O k informa a proporcdo de concordancia ndo aleatéria entre as
técnicas utilizadas, e seu valor varia de "menos 1" (completo desacordo) a "mais 1"
(concordancia total). Se a medida concorda mais frequentemente do que seria
esperado pela chance, entdo o indice k é positivo; se a concordancia é completa k =
1. Zero indica 0 mesmo que leituras feitas ao acaso (KRAEMER E BLOCH, 1988). A

Tabela 4 demonstra a interpretacédo do indice k:
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Tabela 4. Escala de concordancia do indice kappa.

Kappa Concordancia
< 0,00 Nenhuma
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima
1,00 Perfeita

4.6. COPRO-PCR PARA DETECCAO DE Toxoplasma gondii

Foram realizadas extracbes de DNA de todas as amostras de fezes dos
animais capturados. A extracdo do DNA foi de acordo com as instru¢bes do KIT
ROCHE®, Mannheim, Alemanha. Apés a adicdo do tampéo de lise, as amostras foram
submetidas a fervura por 20 minutos e depois permaneceram em overnight a 37°C,
para a ruptura da parede do oocisto. No dia seguinte, seguia-se o0 protocolo de
extracdo de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

As Reacbes em Cadeia pela Polimerase (PCR) foram realizadas em um
volume final de 25uL contendo 10mM TRIS HCI (pH 9,0), 3,5mM MgCl2, 0,2U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen), 0,5mM de cada desoxinucleotideos (dATP/ dTTP/
dGTP/ dCTP, Sigma Chemical Co., USA®), 50 pmoles de cada iniciador da reagéo
(Invitrogen®) e 5uL de DNA molde. As reacdes foram realizadas no termociclador
MasterCycler Personal. O programa de amplificacdo foi constituido de uma
desnaturacao inicial a 94°C (5 min), 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C (1 min),
anelamento a 62°C (1 min) e extensdo a 72°C (1 min) seguida de extenséo final a
72°C por 10 minutos. Os pares de primers utilizados foram: Toxo-B5 (5-TGA AGA
GAG GAA ACA GGT GGT CG-3’) e Toxo-B6 (5-CCG CCT CCT TCG TCC GTC GTA-
3’). Liquido peritoneal de camundongos infectados com a cepa RH e ME49 e
amostras de fezes positivas foram utilizados como controle positivo e para controle
negativo foram utilizadas amostras de fezes negativas.

Os produtos amplificados pela PCR com o tamanho de 110pb foram
visualizados por eletroforese em geis de poliacrilamida a 6% revelados pela prata
(SANTOS et al., 1993).
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5 RESULTADOS / DISCUSSAO

5.1. PREVALENCIA DE PARASITOS ENTERICOS EM GATOS ERRANTES E
DOMICILIADOS

Do total de 149 amostras de fezes de gatos, 65 amostras foram de gatos
errantes e 84 amostras de gatos domiciliados. Das 65 amostras fecais de gatos
errantes, 60% (39/65) foram positivas e 40% (26/65) negativas e das 84 amostras
fecais de gatos domiciliados, 17% (14/84) foram positivas e 83% (70/84) foram
negativas. (Figura 7). O estudo realizado por Serra et al., (2003) realizado na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, avaliou a prevaléncia de parasitos entéricos em
gatos errantes e domiciliados, e também observou uma alta prevaléncia de
parasitismo encontrada nos gatos de comportamento errante, e ainda justifica ser
atribuida ao fato de serem mal nutridos, de ndo receberam tratamento antiparasitario
e viverem mais expostos a infeccdes, circulando por diversas areas, favorecendo a
disseminacdo de enteroparasitos. O presente estudo também corrobora com os
dados de Mattos e Viol (2013) realizado em Apucarana-PR, onde a prevaléncia de
parasitos entéricos foi maior em gatos que possuiam livre acesso a rua quando

comparados com 0s gatos que néo vao para as ruas.
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Figura 7. Prevaléncia de parasitos entéricos em 149 amostras fecais de gatos
errantes capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses de Goiania-Goias e por
uma Organizagdo Nao Governamental protetora de animais e gatos domiciliados
de Goiania-Goias no periodo de marco de 2015 a maio de 2016. Teste t
significativo, quando p= 0,05 (*p= 0,023).

Ao analisar a prevaléncia dos enteroparasitos nas amostras positivas de gatos
errantes, observou-se que 43,5% (17/39) dos animais estavam infectados por apenas
um parasito, 30,7% (12/39) apresentaram ovos de Ancilostomideos; 5,1% (2/39)
oocistos de T. gondii/H. hammondi; 5,1% (2/39) ovos de Toxocara cati; 2,6% (1/39)
oocistos de Cystoisospora sp.; e 56,5% (22/39) dos animais apresentaram
poliparasitismo, sendo que 18% (7/39) estavam infectados por Ancilostomideos,
Cystoisospora sp. e T. gondii/H. hammondi; 13% (5/39) por T. gondii/H. hammondi e
Cystoisospora sp.; 10,2% (4/39) por T. gondii/H. hammondi e Ancilostomideos; 10,2%
(4/39) por Ancilostomideos e Cystoisospora sp.; 5,1% (2/39) por Ancilostomideos e T.
cati.

Ao analisar a prevaléncia dos enteroparasitos nas amostras positivas de gatos
domiciliados, observou-se que todos os gatos estavam infectados por apenas um
parasito, sendo que 57,1% (8/14) estavam infectados por Ancilostomideos; 21,4%
(3/14) por T. gondii/H. hammondi; 14,3% (2/14) por T. cati; 7,2% (1/14) por
Cystoisospora sp. (Figura 8 e Tabela 5).
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Tabela 5. Prevaléncia de parasitos entéricos em fezes de gatos errantes capturados pelo
Centro de Controle de Zoonoses e uma Organizacdo Nao Governamental em Goiania-Goias
e gatos domiciliados de Goiania-Goias, no periodo de marco de 2015 a maio de 2016.

Gatos Gatos Total
_ errantes domiciliados de
Parasitos o % o % o %
Positivos Positivos positivos
(39/65) (14/84) (53/149)
Ancilostomideos 12 30,7% 8 57,1% 20 37%
Cystoisospora sp. 1 2,6% 1 7,2% 2 3, 7%
Toxocara cati 2 5,1% 2 14,3% 4 7,5%
Toxoplasma gondii/
_ _ 2 5,1% 3 21,4% 5 9,2%
Hammondia hammondi
Ancilostomideos +
_ 4 10,2% 0 0% 4 7,5%
Cystoisospora sp.
Ancilostomideos + T. cati 2 5,1% 0 0% 2 3,7%
Ancilostomideos + T.
- _ 4 10,2% 0 0% 4 7,5%
gondii/H. hammondi
T. gondii/H. hammondi +
_ 5 13% 0 0% 5 9,2%
Cystoisospora sp.
Ancilostomideos + T.
gondii/H. hammondi + 7 18% 0 0% 7 12,9%
Cystoisospora sp.
Total de animais
39/65 100% 14/84 100% 53/149 100%

infectados

No grupo de gatos errantes, a prevaléncia dos animais infectados por
Ancilostomideos foi de 30,7% (12/39) em monoparasitismo e 43,5% (17/39) em

poliparasitismo com outras espécies de parasitos; totalizando 74,2% (29/39) das

amostras positivas apresentavam Ancilostomideos.

JA no grupo de animais

domiciliados, a prevaléncia de Ancilostomideos foi de 57,1% (8/14) (Figura 8 e Tabela

5).
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O grande numero de animais infectados com Ancilostomideos, inclusive os
gatos domiciliados, demonstra importancia quanto aos riscos para populagao humana
em relacdo a larva migrans cutanea. A prevaléncia deste parasito em ambos os
grupos é bem maior que a dos demais parasitos, possivelmente devido a forma de
infeccdo dos animais, pela ingestdo de larvas ou pela penetragdo ativa em solos
contaminados. Ancilostomideos foram mais prevalentes nos trabalhos de Labruna et
al., (2006); Bowman et al., (2010); Rezende et al., (2015), mesmo quando se adota
diferentes técnicas parasitologicas O estudo de Rezende et al., (2015) em Goiania,
também encontrou uma alta prevaléncia de Ancilostomideos, sendo que mais de 50%
dos animais estavam infectados com este parasito.

Estudos com gatos errantes e domiciliados mostram prevaléncias variadas
para Ancilostomideos. Em gatos errantes, Silva et al., (2002) em Guarulhos-SP,
demonstraram 100% de positividade, Coelho et al., (2009) 96% em Andradina-SP,
Andrade et al., (2012) 95,8% e Serra et al., (2003) 60,6% no Rio de Janeiro-RJ,
Pereira et al., (2012) 57,1% em Manaus-AM, Mundim et al., (2004) 52% em
Uberlandia-MG, Rezende et al., (2015) 50,4% em Goiania-GO, Vital et al., (2012),
50% em Brasilia-DF, Tavares (2005) com 42,1% em Sao José dos Campos-SP,
Torrico et al., (2008) 22,58% em Botucatu-SP, Dall’Agnol et al., (2010) 18,1% em
Santa Maria-RS, Pegoraro et al.,, (2011) 15,79% em Maringa-SP, Ragozo et al.,
(2002) 8,7% em Sao Paulo-SP e Guarulhos-SP, Pivoto et al., (2013) com 2,6% em
Santa Maria-RS e Funada et al. (2007) em S&o Paulo-SP, onde encontraram apenas
2,1% dos gatos errantes infectados. Em gatos domiciliados, Serra et al., (2003)
observaram 26,1% de positividade no Rio de Janeiro-RJ e Ferreira (2016) 6,5% em
Lisboa, Portugal.

A variacao apresentada entre os estudos pode estar relacionada com o método
utilizado para o diagnéstico néo ser especifico para o parasito. E importante ressaltar
que a presenca destes parasitos nas fezes de felideos demonstra o papel destes
animais como fonte de contaminacdo ambiental com parasitos que podem infectar
outros felideos domeésticos e humanos.

Com o0 aumento da densidade populacional nas grandes cidades e,
consequente aumento de cdes e gatos, o ambiente urbano tem sido cada vez mais
afetado pela contaminagdo ambiental e pela poluicdo fecal de jardins e parques
publicos. No presente estudo, no grupo de animais errantes observamos uma

prevaléncia de 5,1% (2/39) em monoparasitismo e também 5,1% (2/39) em
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poliparasitismo com outras espécies de parasitos, totalizando 10,2% (4/39) das
amostras positivas infectadas por T. cati. No grupo de animais domiciliados, a
prevaléncia de gatos infectados por T. cati foi de 14,3% (2/14) (Figura 8 e Tabela 5).
Por todas estas razdes, a Toxocariase é atualmente a zoonose parasitaria mais
comum nos paises desenvolvidos (MADEIRA DE CARVALHO et al. 2005; OTERO et
al. 2015).

Estudos realizados por Vaz et al. (2005) em Lisboa, Portugal mostraram uma
prevaléncia de T. cati semelhante a do presente estudo, de 13,6% em gatos errantes,
Duarte et al., (2010) encontraram 10,8% em Lisboa, Portugal, Ferreira et al., (2011)
10% em Evora, Portugal. No Brasil, estudos demostraram maior prevaléncia, como
Lorenzini et al., (2007) em Porto Alegre-RS, onde 28,8% dos gatos domiciliados
estavam infectados por T. cati, Coelho et al., (2009) identificaram 43,1% positivos em
Andradina-SP, Ragozo et al., (2002) 31,16% em Sao Paulo-SP, Serra et al., (2003)
demonstraram uma prevaléncia de 28,8% no Rio de Janeiro-RJ, Pivoto et al., (2013)
18,8% em Santa Maria-RS, Pegoraro et al., (2011) 15,79% em Maringa-PR, Mundim
et al.,, (2004) 14% em Uberlandia-MG. Estudos também mostraram uma baixa
prevaléncia de T. cati, como Funada et al., (2007) com 6,1% de amostras positivas
em S&o Paulo-SP, Tavares (2005) em Sao José dos Campos-SP demonstrou uma
prevaléncia de 6%, Torrico et al., (2008) demonstraram 4,83% em Botucatu-SP,
Dall’Agnol et al.,, (2010) 0,86% em Santa Maria-RS, Campos et al.,, (1974)
encontraram uma prevaléncia de T. cati de 19% e Rezende et al., (2015) 0,9% em em
Goiania-GO. Esses trabalhos demonstram a importancia de se realizar medidas
profildticas para evitar a larva migrans cutanea, larva migrans visceral e enterite
eosinofilica (PARSONS, 1987; SCHANTZ, 1991; SMYTH, 1995; PROVIC E CROESE,
1996).

No presente estudo, Cystoisospora sp. apresentou uma baixa prevaléncia em
monoparasitismo, tanto no grupo de gatos domiciliados 7,2% (1/14), como no grupo
de gatos errantes 2,6% (1/39). Embora a prevaléncia de Cystoisospora sp. em
poliparasitismo no grupo de animais errantes foi elevada 41,2% (16/39) (Figura 8 e
Tabela 5), corroborando com os resultados encontrados por Rezende et al., (2015)
em Goiania-GO, onde a prevaléncia em poliparasitismo deste parasito foi de 20%.
Estudos com gatos errantes, mostraram variadas prevaléncias, como Pereira et al.,
(2012) em Manaus-AM, identificaram 85,7% de animais infectados, Serra et al.,

(2003) demonstraram uma prevaléncia de 74,2% no Rio de Janeiro-RJ, Torrico et al.,
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(2008) 48,38% em Botucatu-SP, Coelho et al., (2009) 43,1% em Andradina-SP,
Ragozo et al., (2002) 26,06% em Sao Paulo-SP, Dall’Agnol et al., (2010) 17,2% em
Santa Maria-RS, Funada et al., (2007) 8,3% em Séao Paulo-SP, Pegoraro et al., (2011)
7,89% em Maringa-SP, Rezende et al., (2015) 7,7% em Goiania-GO, Pivoto et al.,
(2013) 3,1% em Santa Maria-RS, Gennari et al., (1999) 2,55% em S&o Paulo-SP.
Alguns estudos com gatos domiciliados, como Tesseroli et al., (2005) em Curitiba-PR
constataram a prevaléncia de 75% dos animais infectados por Cystoisospora sp.,
Lorenzini et al., (2007) 27,1% em Porto Alegre-RS, Serra et al., (2003) 12,3% no Rio
de Janeiro-RJ e Matos (2016) em Minho, Portugal, com a prevaléncia de 5,4%.
Embora as espécies do género Cystoisospora ndo sejam de transmissdo para o
homem, a elevada prevaléncia demonstra a importancia dos gatos errantes e

domiciliados na epidemiologia deste coccideo.

A prevaléncia de T. gondii/H. hammondi no presente trabalho foi de 5,1%
(2/39) em gatos errantes em monoparasitismo e 41,2% (16/39) em poliparasitismo.
Nos gatos domiciliados, 21,4% (3/14) dos animais se encontravam infectados por T.
gondii/H. hammondi (Figura 8 e Tabela 5). Poucos trabalhos revelam a prevaléncia de
T. gondii por testes parasitologicos em amostras fecais de gatos. Estudos com gatos
errantes, como o de Rezende et al. (2015) em Goiania-GO mostraram uma
prevaléncia de 18,3%, Dall’Agnol et al. (2010) 4,3% em Santa Maria-RS, Gennari et
al. (1999) 1,6% e Funada et al. (2007) 0,3% em S&o Paulo-SP. A baixa prevaléncia
deste parasito encontrada nos demais estudos, pode estar relacionada com a nao
utilizacdo de uma técnica especifica para oocistos, a capacidade de observacdo dos
analistas em identificar o oocisto, e como esses trabalhos n&o levaram em
consideracdo da idade dos animais, podem ter sido analisadas fezes de animais
cronicamente infectados. Dubey (1986) relatou a dificuldade no diagndéstico de
oocistos de T. gondii por técnicas parasitologicas.

As diferentes prevaléncias encontradas no presente estudo e nos demais,
revela a importancia de um diagndstico mais fidedigno, pois a capacidade de
contaminacdo ambiental deste parasito € bastante elevada, sendo que um Unico gato
€ capaz de eliminar 10 milhdes de oocistos em uma uUnica defecacdo. Os oocistos
eliminados nas fezes contaminam o ambiente, constituindo um grave risco para a
saude da populacdo humana (DUBEY E BEATTIE, 1988; LINDSAY et al., 2002).
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Realizando o teste t para avaliacdo da correlacdo estatistica entre a
prevaléncia de parasitos nos grupos de gatos errantes e domiciliados (Figura 7),
demonstrou-se que houve diferenca significativa entre os grupos, p= 0,023 (p<0,05).
O que indica que os gatos errantes tém uma probabilidade maior de ter parasitos
guando comparados aos gatos domiciliados, podendo ser justificado pela alimentacdo
escassa e inadequada, por ndo receberem tratamento antiparasitario e/ou por
viverem expostos a infec¢cdes. Em relacdo ao sexo e idade entre os grupos de gatos
errantes e domiciliados e em cada grupo especifico ndo houve diferenca estatistica
significativa. Entre os tipos de parasitos quando comparados nos grupos de errantes
e domiciliados em monoparasitismo também n&o houve diferenca estatistica

significativa.
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Figura 8. Distribuicdo e comparacdo de parasitos entéricos em fezes de gatos errantes
capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses e uma Organizacdo Nado Governamental em
Goiania-Goias e gatos domiciliados de Goiania-Goias, no periodo de margo de 2015 a maio
de 2016.
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5.2. AVALIACAO DA ACURACIA DAS TECNICAS PARASITOLOGICAS

Apés a andlise parasitologica das fezes dos gatos, utilizando diferentes
meétodos, foi possivel identificar parasitos entéricos em 53 amostras. A técnica de
Willis detectou 83% (44/53) com 9 falsos negativos. A técnica de Faust detectou 74%
(39/53) dos positivos, seguido pela técnica de HPJL com 46% (24/53) e Sheather com
44% (23/53). Nas 53 amostras positivas, tanto de gatos errantes (39 positivas) e
domiciliados (14 positivas), foi realizada a analise da frequéncia de positividade por
técnica.

A andlise de frequéncia de positividade das técnicas parasitoldgicas realizadas,
demonstrou que a técnica de Willis apresentou melhor desempenho (83%),
reforcando o uso desta técnica como padrao-ouro, corroborando com os estudos de
Taparo et al. (2006), Ross et al. (2014), que relatam um bom desempenho da técnica
de Willis na pesquisa de ovos, cistos e oocistos. A técnica de Faust obteve uma
frequéncia de positividade proxima ao padrao-ouro (74%), e a técnica de Sheather foi
a que apresentou menor frequéncia de positividade (44%). Mesmo o padrdo-ouro nao
foi capaz de detectar 100% dos positivos, 0 que reforca a necessidade do emprego
de mais de uma técnica diagnéstica. A utilizacdo combinada de varios métodos é util
para detectar infec¢des intestinais causadas por parasitos, principalmente helmintos e
protozoarios, aumentado a acuracia do diagnostico laboratorial (MENEZES et al.,
2013).

O estudo realizado por Rezende et al., (2015) demonstrou que a técnica de
HPJL detectou mais positivos, sendo a mais préxima ao padréo-ouro e a técnica de
Faust apresentou a pior frequéncia de positividade, discordando do presente estudo,
onde a técnica de Faust foi a mais proxima do padrdo-ouro. A discordancia dos
resultados encontrados no presente estudo e no de Rezende et al., (2005) pode ser
explicado pela populacédo estudada ser diferente, j& que o estudo de Rezende et al.,
(2005) avaliou apenas gatos errantes e o presente estudo analisou duas populacdes
de gatos, errantes e domiciliados.

No atual estudo, fica evidenciado que a associacdo da técnica padrdo-ouro
(Willis) com a técnica de Faust pode ser utilizada para aumentar a eficacia
diagnéstica, este dado € divergente ao encontrado no trabalho de Rezende et al.,
(2015) e Ribeiro et al., (2015), que recomendam a associa¢édo da técnica de Willis e a

de HPJL no laboratorio clinico e veterinario
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Realizando a analise de acuracia das técnicas parasitoldgicas HPJL, Faust e
Sheather comparando com a técnica de Willis (padréo-ouro) para o diagnostico de
ovos de Ancilostomideos, a técnica que apresentou melhor acuracia foi a técnica de
Faust, com 75% de sensibilidade e 99,1% de especificidade com VPP de 96%, VPN
93,5% e indice k (0,805) demonstrando boa concordancia com o padréao-ouro (Tabela
6).

Tabela 6. Avaliagdo da acuracia das técnicas de Sheather, Faust e Hoffman-Pons-Janer-
Lutz em relacdo a técnica de Willis (padrao-ouro), para o diagnostico de Ancilostomideos.

Sensibilidade Especificidade VPP% VPN%

% (IC 95%) % (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Sheather 38,9% 97,3% 82,4% 83,3%
Faust 75,0% 99,1% 96,0% 93,5%
HPJL 34,4% 100,0% 100,0% 84,8%

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo, HPJL: Hoffman-Pons-Janer-
Lutz, IC: indice de confianca.

O estudo de Cerqgueira et al. (2007) teve como objetivo avaliar a eficiéncia da
técnica de Willis comparada a de HPJL no diagnostico de Ancilostomideos, onde a
técnica de HPJL se mostrou mais sensivel que a técnica de Willis. No presente
estudo, a técnica de HPJL obteve concordancia regular ao padrdo-ouro (k=0,452).
Porém, a técnica de Faust apresentou melhor desempenho (Sensilidade 75% e
k=0,805), sendo mais indicada para o diagndéstico de Ancilostomideos, por se tratar
de um parasito que possui ovos leves, corroborando com o trabalho de Souza-Dantas
et al., (2007), em que a sensibilidade da técnica de Faust chegou a 100% comparada
a necropsia do tubo intestinal dos gatos.

A técnica de centrifugo-flutuacdo com sulfato de zinco (Técnica de Faust)
(FAUST et al., 1938) é técnica de escolha na deteccdo de estruturas leves (DUBEY,
1993), podendo também ser usada na deteccdo de ovos pesados (CARLETON E
TOLBERT, 2004), o que sugere ser uma técnica com boa sensibilidade diagnéstica
(DRYDEN, 2005; FAUST et al., 1938). Este resultado difere do trabalho de Rezende e
et al. (2015), onde a técnica de Sheather obteve melhor sensibilidade para o

diagnéstico de Ancilostomideos.
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Analisando a acuracia no diagnoéstico de oocistos de Cystoisospora sp., a
técnica de HPJL apresentou melhor acuréacia, com 42,9% de sensibilidade, 99,3% de
especificidade, VPP de 85,7%, VPN de 99,4% e indice k (0,542) demonstrando
concordancia regular ao padrdo-ouro (Tabela 7). O presente estudo reforca a
utilizacdo da técnica de HPJL associada a técnica de Willis, corroborando com o
trabalho de Rezende et al. 2015, onde a técnica de HPJL apresentou melhor
sensibilidade para o diagndstico de Cystoisospora sp. O estudo de Garcia (2007)
recomendou a associacdo da técnica de HPJL com a técnica de Willis ou Sheather

para o diagnostico de coccideos na rotina laboratorial.

Tabela 7. Avaliacao da acurécia das técnicas de Sheather, Faust e Hoffman-Pons-Janer-Lutz
em relacdo a técnica de Willis (padréo-ouro), para o diagndstico de Cystoisospora sp.

Sensibilidade Especificidade VPP% VPN%

% (IC 95%) % (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Sheather 28,6% 100,0% 100,0% 93,1%
Faust 38,5% 98,5% 71,4% 94,4%
HPJL 42,9% 99,3% 85,7% 94,4%

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo, HPJL: Hoffman-Pons-Janer-Lutz,
IC: indice de confianca.

Analisando os resultados de acuracia para oocistos de T. gondii/H. hammondi,
a técnica de Faust demonstrou a maior sensibilidade 92,9%, especificidade 94,8%,
VPP 65%, VPN 99,2% e indice k (0,735) com concordancia boa com a técnica
padrdo-ouro (Tabela 8). No estudo realizado por Rezende et al. (2015), a técnica de
Faust também obteve melhor sensibilidade para o diagnostico de oocistos de T.
gondii/H. hammondi o que denota o bom desempenho desta técnica. As técnicas de
flutuacdo em solucdes saturadas sao indicadas para oocistos e possuem boa
sensibilidade diagnéstica (SHEATHER, 1923; FAUST et al., 1938; DRYDEN, 2005).
Portanto, para o diagnostico de oocistos de T. gondii/H. hammondi recomenda-se a
associacdo da técnica de Willis com a técnica de Faust, ou Willis associada com a

técnica de Sheather, onde k=0,735 demonstra boa concordancia.
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Tabela 8. Avaliacdo da acuracia das técnicas de Sheather, Faust e Hoffman-Pons-Janer-
Lutz em relacdo a técnica de Willis (padrdo-ouro), para diagnéstico de Toxoplasma
gondii/fHammondia hammondi.

Sensibilidade Especificidade VPP% VPN%

% (IC 95%) % (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Sheather 50,0% 99,2% 85,7% 95,6%
Faust 92,9% 94,8% 65,0% 99,2%
HPJL 28,6% 98,5% 66,7% 93,0%

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo, HPJL: Hoffman-Pons-Janer-Lutz,
IC: indice de confianca.

Avaliando o indice kappa para o diagndstico de Ancilostomideos, a técnica de
Faust demonstrou boa concordancia com o padrdo-ouro (k=0,805). Para o diagndstico
de Cystoisospora sp., a técnica de HPJL apresentou concordancia regular, com k de
0,542. Na analise de acuracia para T. gondii/H. hammondi, a técnica de Faust

apresentou boa concordancia comparada ao padréao-ouro (k=0,735) (Tabela 9).

Tabela 9. Avaliacdo da concordancia através do indice kappa (k) pelas técnicas de
Sheather, Faust e Hoffman-Pons-Janer-Lutz em relagéo a técnica de Willis.

Sheather Faust HPJL
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Ancilostomideos 0,441 0,805 0,451
Cystoisospora sp. 0,420 0,467 0,542
T. gondii/H. hammondi 0,607 0,735 0,364

IC: indice de confianca.

5.3. AVALIACAO DA PERFORMANCE DA COPRO-PCR PARA NA
CONFIRMACAO DO DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO CONVENCIONAL
E DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE OOCISTOS DE Toxoplasma gondii

Alguns coccideos entéricos possuem caracteristicas morfologicas muito

semelhantes, dificultando o exame parasitolégico a fresco de amostras fecais,

podendo nao ter resultados tdo fidedignos. Neste contexto as técnicas moleculares
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sdo importantes na confirmacdo do género/espécie do parasito encontrado nas
amostras analisadas.

Neste estudo, foi possivel visualizar oocistos de T. gondii/H. hammondi em
23/149 amostras através das técnicas parasitolégicas convencionais. Destas foi
possivel comprovar pela Copro-PCR em 26% (6/23) que os oocistos observados
realmente eram de T. gondii, enquanto que 74% (17/23) dos oocistos observados na
microscopia Optica provavelmente eram de H. hammondi, espécie morfologicamente
semelhante a T. gondii. O que ressalta a importancia do diagnostico diferencial de H.
hammondi e T. gondii, que mesmo estando intimamente relacionados, ja que estes
coccideos compartiham os mesmos hospedeiros definitivos (felinos) e tém
semelhancas morfolégicas, mas segundo Dubey e Sreekumar (2003), H. hammondi
ndo é conhecido por causar doenca em gatos, como o T. gondii.

Pela Copro-PCR foi possivel identificar a presenca de material genético de T.
gondii em 16,1% (24/149) das amostras fecais analisadas. Ressaltando que 12,1%
(18/149) das amostras positivas pela Copro-PCR, foram negativas nos exames
parasitologicos de fezes convencionais.

Somente em 4% (6/149) das amostras houve concordancia de positividade e
72,4% (108/149) das amostras que foram negativas em ambos os métodos utilizados
(Figura 9 e Tabela 10).

Estes dados demonstram a importancia da comprovacao do diagnéstico do T.
gondii por técnicas moleculares. Estes resultados também foram descritos por Burg et
al., (1989), que detectaram apenas um parasito no lisado celular, Hohfeld (1994) e
Castro et al. (2001) em liquido amniotico, Spalding et al. (2002) em sangue e placenta
de gestantes, Salant et al. (2007) em amostras fecais de gatos, Dehkordi et al. (2013)
em leite de ovinos e caprino e Tian et al. (2014) em tecidos de gatos errantes e

Ajzenberg et al. (2015) em amostras de sangue.
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Tabela 10. Comparacdo da performance dos métodos parasitoldégicos convencionais com
a Copro-PCR no diagndstico de oocistos de Toxoplasma gondii.

EPF Copro-PCR Total de amostras %
Positivo Positivo 6 4%
Positivo Negativo 17 11,4%
Negativo Positivo 18 12,1%
Negativo Negativo 108 72,4%

Total 149 100%

EPF: Exame Parasitologico de Fezes; Copro-PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase em
amostras fecais

Figura 9. Deteccéo de oocistos de Toxoplasma gondii nas amostras fecais de gatos
errantes e domiciliados pelas técnicas parasitoldgicas de fezes e Reacgédo de Cadeia
da Polimerase. EPF +: Exame Parasitolégico de Fezes Positivo; PCR +: Reacdo em
Cadeia da Polimerase Positiva.
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6 CONCLUSOES

A prevaléncia de parasitos entéricos em gatos errantes foi superior a
encontrada em gatos domiciliados, demonstrando que o0s gatos errantes
representam uma importante fonte de contaminagcdo ambiental e para
transmissdo de zoonoses. Porém, os gatos domiciliados apresentaram uma
prevaléncia de parasitos consideravel, também representando fonte de

contaminagao ambiental e potencial para transmisséo de zoonoses.

A prevaléncia de T. gondii foi maior em monoparasitismo nos gatos
domiciliados, e elevada nos gatos errantes em poliparasitismo. O que indica
gue o0s gatos errantes se apresentam infectados com maior diversidade de
parasitos, enquanto que os gatos domiciliados apresentam elevada prevaléncia

por um dnico parasito.

A técnica de Faust e HPJL apresentaram melhor acuracia para o diagndstico
de parasitos entéricos associadas a técnica de Willis (padrao-ouro).

No diagndstico parasitologico para oocistos de T. gondii, a técnica de Faust

apresentou melhor acuracia associada a técnica de Willis (padréo-ouro).

A Copro-PCR possibilitou o diagnéstico diferencial entre T. gondii e H.
hammondi, demonstrando que a populacdo gatil estudada apresenta alta
prevaléncia de toxoplasmose, 0 que constitui um risco para a transmissao

zoonotica e salienta a importancia deste parasito na contaminacédo ambiental.

A Copro-PCR apresentou uma sensibilidade elevada, detectando amostras
positivas mesmo consideradas negativas pelo padrdo-ouro, sendo importante a

confirmacé&o do diagnostico de T. gondii pela Copro-PCR.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica n° 054/13

MINISTERIO DA EDUCACAO gs %
_ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS *®
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO UFG

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania, 08/12/2013

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N. 054/13

I - Finalidade do projeto (pesquisa/ensino): pesquisa

II - Identifica¢ao:

O Titulo do projeto: OCORRENCIA DE PARASITOS INTESTINAIS E EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR DE ISOLADOS DE Toxoplasma gondii EM FEZES DE GATOS ERRANTES EM
GOIANIA - GOIAS

O Pesquisador Responsivel/ Unidade:
o Hanstter Hallison Alves Rezende
O Pesquisadores Participantes:

Ana Maria de Castro UFG Biomédica Doutora Orientadora
Juliana Boaventura Avelar PUC GOIAS Biomédica Doutora Colaboradora
Marina Clare Vinaud UFG Biomédica Doutora Colaboradora
Everton Kort Kamp Fernandes UFG Meédico Veterinario Doutor Colaborador

O Unidade onde sera realizado:
1) Laboratério de Estudos da Relagdo Parasito Hospedeiro do IPTSP/UFG. Instituto de Patologia

Tropical e Saude Publica — IPTSP.
2) Centro de Zoonoses de Goiania-Goids

O Data de apresentacio ao CEUA: 02/10/13
III - Objetivos e justificativa do projeto:

Objetivos: Verificar a ocorréncia de parasitos intestinais em gatos errantes capturados pelo centro de
zoonoses de Goiénia — Goias. Estudar a epidemiologia da toxoplasmose em gatos errantes em Goiania,
Goids. Realizar a caracterizagdo molecular de isolados de 7. gondii em amostras fecais de gatos errantes em
Goidnia-GO.

Justificativa: O isolamento e a caracterizagdo molecular dos isolados nas amostras de fezes dos
gatos errantes sdo de suma importdncia, pois demonstrard quais as linhagens de cepas que circulam
naturalmente em Goiania-GO, estudo este ainda nio realizado em Goi4nia. Goiés.

IV - Sumdrio do projeto:
O Discussiio sobre a possibilidade de métodos alternativos:
a O gato € o hospedeiro definitivo para o parasito Toxoplasma gondii, dessa forma liberam
nas fezes os oocistos nomeio (Kawazoe, 2003). A fase sexuada acontece nos gatos e felideos
silvestres que sdo os hospedeiros definitivos. O gato se infecta ingestdo de oocistos presentes em
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Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagdo/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia
(Campus II) - CEP:74001-970, Goinia — Goids, Fone: (55-62) 3521-1215.
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solo contaminado, e pela ingestdo de roedores com cistos tissulares em seus tecidos (Kawazoe.
2003; Dubey e cols. 1998). Por esse motivo € necessario o emprego destes animais para estudar o
perfil epidemiologico da doenga, bem como o potencial destes animais como transmissores ao ser
humano.

O Descri¢do do animal utilizado (niimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):
Serdo utilizados gatos domésticos oriundos do Centro de Zoonoses de Goiania-GO. Serdo coletadas fezes
frescas das gaiolas de cerca de 200 gatos durante o periodo da pesquisa.

O Descrigao das instalacoes utilizadas e numero de animais/darea/qualidade do Ambiente (ar,
temperatura, umidade), Alimentac¢ao/hidratacio:

Os animais capturados pelo centro de zoonoses sfo alojados em gaiolas coletivas nas dependéncias da

unidade. A luminosidade. intensidade de ruido e temperatura sdo do ambiente geral. Recebem dgua e rag@o

balanceada propria para gatos a vontade até o momento da eutandsia, que ¢ realizada pelo médico

veterindrio responséavel do local.

O Utilizacao de agente infeccioso/gravidade da infec¢iio a ser observada:

Néo se aplica.
O Adequagio da metodologia e consideragdes sobre o sofrimento imposto aos animais:
A metodologia, pautada na coleta de fezes em gaiolas, ndo implica em sofrimento aos animais. O
alojamento dos animais segue o da rotina do Centro de Zoonoses.
Método de eutandsia:
o Nio se aplica.
O Destino do animal:
o Seguird os critérios de rotina do Centro de Zoonoses.
IV — Comentarios do relator frente as orientacoes da SBCAL
O Estrutura do protocolo:
o O processo apresenta todos os documentos necessarios a sua analise. Apresenta or¢gamento
detalhado, sendo que todo o material ja foi adquirido. Possui cronograma adequado. Apresenta
o termo de consentimento de utilizagdo de animais em projeto de pesquisa emitido pelo Centro
de Zoonoses de Goidnia — Goiés.
O Analise de sofrimento imposto, métodos alternativos e beneficios:
Os animais ndo serdo submetidos a condi¢des de sofrimento em fung@io da metodologia aplicada
pois 0 método de coleta ndo serd invasivo, ocorrendo apds a emissdo espontdnea das fezes pelo
animal. Por se tratar de um estudo epidemioldgico, ndo ha métodos alternativos. A pesquisa traz
como beneficio o conhecimento da ocorréncia dos parasitos intestinais que infectam os gatos
domésticos errantes em Goidnia-GO, dando suporte aos programas de saude publica da regido.
O Analise dos riscos aos pesquisadores/alunos:
Os riscos aos pesquisadores sdo minimos pela utilizagdo de equipamentos de prote¢fo individual, como

luvas, mascaras, jalecos e dculos de protegdo.

o)
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U Necessidade do nimero de animais:
A amostra ¢ uma estimativa do total de gatos que s@o capturados anualmente pelo centro de zoonoses.

V - Parecer do CEUA:
De acordo com a documentagdo apresentada a este comité consideramos o projeto
APROVADO, smj deste Comité.

VI - Data da reunido: 09/12/2013
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Goidnia, 11 de julbo de 2014,

PARECER REFERENTE AOQ PROJETO PROTOCOLADO NESTA COMISSAOQ SOB O N. 024/2016

I - Finalidade do projeto (pesquiza’ensino): Pesguiza

II - Identificacio:

O Titwlo do projeto: Epidemiologia molecular de izolados de Toroploma gondi em gatos ementes (Bl coarus
domesticus) em Coidniz, Goiss, Brasil

O Pexquizador Responsavel Unidade: Hanstter Hallison Alves Fezende-
Institute de Patologia Trapical e Sande Pablica TPTSP-UFG

O Pesquizadores Participantes:

Mame Enderego do Cioriods Lattes | Institmicio F';'E.ff:" hgj‘s“gf:ﬁn Fumpio r2 Pesmuiza

o e e ez p0eT10p0gy | PTSPIUFG | Biomddica | Doutorado | Coordenadora
ﬁﬁmﬁ?ﬁﬁamwm PTSPUFG Biomédica | Especialisna %ﬁfﬁ&’é‘ﬁ“&.’?ﬁ;ﬁ
$$£ﬂ911551ﬂ51-3ﬂﬁu TPISETFC | Biomatica | Doutorado fﬁiﬁ?ﬁmcm .

O Adedico Veterinario Responsavel: Everton Hort Kamp Femandas {CEM GO 3137)
0 Unidade onde sera realizado: Instinaio da Patologia Tropical & Saide Pablica — Universidede Federal de (rodzs,
O Data de apresentacio a CEUA: 22/03/2016
O Data de Apresentacio do Atendimento de Pendéncias: 20005/ 2016
IIT - Objetivos e justificativa do projeto:
O T gomdil, protozodrio de prevaléncia mundizl, wansmitido na forma de gocistos enconwados nnicaments nas feges
dos felideos selvazems e gatos domésticos. Constitui preocupacic em saide poblica, principalmente pelo rizco da
tramsmissio comgsnita. Fecenfes pesquisss, com Enfase no IT gowali, realizedas em Goiiniz e outraz cidades do
Eztado de Goias vém demonstrando qus ha nma alta prevalénciz do parssito nos materizis biologicos estudados, sando
que §4% dos gatos capturados pelo Centro de Zoonoses de Goiinia eram soropositivos para o protozoario, colocando
34 7% das gestamies em risco de sdguiriem a toxoplasmose, tomando, entdo, importants a continuidade dos estudos no
Estado de Goiss. Assim esta pasquizs tem por objetivo geral estudar a epidemiologia molecular da toxoplasmose am
ZElos eITEmtes RO Estado de (Croigs, realizando 3 caracterizagdo molecular de fzolados de T gomdi encontrados em suas
amostras biolosicas. S80 objetivos especificos:
# Idemtificar o T, gomdii em tecidos = fazes de gatos errantes em Goldnia, Go; por meio da reagdo de PCE,
anzlises sorologicas e tacnicas parasitologicas.
» Inocolar e isolar, em camundonzes, cepas de I gondil oriundas de tecidos de gatos.
% Fealizer pala térmica de PCR-BFLP 2 penctipasem de fzolado: de T gomdli obtidos de tecidos (corapdo,
intesting a cershra);
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#  Avalisr 3 scuricia de diferenmtes téonicas imumoldgicas aplicedas na identificacio do T. gondii em =mostras
biologicas de gatos domesticos.
IV - Sumario do projeto:
= Dizcussdo zobre a ndo wtilizacdo de métodos alternativos e necessidade do numero de animais:
MZo ka possibilidade da métodos alternativos que dispensem o wso de animais, haja visto que o isolamento do parasito
Texoplasma gondii @ realizada a partiv de amostras biologicas de gatos, seu hospedeiro definitive. Para a realizagso da
caracterizacio moleculsr & pecassario que haja 4 inocalagio e o isolamento em cammdonges para @ aguisigio das
forrmas taquizcdticas do parasito, que permitem oz estudos moleculares,
= Gram de Invazsividade: GI J
=  Animal utilizado e fonte de obtencio. Deixar explicita a espécie animal, o namero total de animais wtilizados
& 0 numero de animais para cada experimento.
Zerio wilizados um totzl de cinguents (30} gatos domesticos (Felir coavir domeszicus), jovens, de sproximadaments 7
k= sando 25 machos e 15 fomeas. Estes animaiz serdo cedidos pelo Centro de Cortrole de Zoonoses de Guoiinia
comespondsndo 20 nomero de gatos infectados captrados e sacrificados pele CCZ. Para 2 ingculacio & isolamento do
I gonghi, foi estimado um mamero de 3 cammdongos BALE/c por gato, fomecidos pelo Bioterio do IPTSPUFRG,
totalizando 150 cammmdongos de w (1) mes, de aproximadaments 23 gramaz, sando 73 machos e 75 fémeas. 130 serdo
utilizados animsis para reno ol &im projeto pilata.
2 Descricio das instalagies utilizadas & nomere de amimaiz/area’qualidade do ambiente (ar, temperatura,
umidade), alimentacio/hidratacio:
+ 0= gatos serdo colatados @ mantidos em mstalagdes do proprio Cenwo de Controle de Zoonoses
* Oz camundongos serdo mantidos nas instalages do Bioterio do IPTESPUFSG, em madosmbiente com
termperztura de 12 T, umidads de 33% e luminosidade conrolada em cicle circadiano de 12 horas claro e 12
borss escuro. O microsmbiente sera em gaiolas ds polipropilens com cama de maravalhs e com enrignecimento
ambisntal de papel picado, cano de FVC & rolinhos de papel. Serdo acondicionados 3 anfmaiz por caixa, onde

terdo 2zua s alimentzcdo 3 vontade
O Procedimento: experimentais do projefo de pesguisza.
-Uso de farmacos anestesicos:

Para amestesia & entandsiz dos gatos: 1) Tiopental sadico - Dose (Ul ou mg'ks) 23meEg; Via de administracdo:
imtranmscular; 2) Injecdo intracardizca de cloreto de potassio.

- Uso de farmacos analgesicos: Mao.

- Cirurgias Malkiplas: Mio

- Pas-Opesatario: Mao.

O Metodos utilizado: para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animaiz antes, durante & apos &
pesquiza. Pontos Finais Humanitaries.

A pesquisa pretende evitar sofrimento e dor aos animais. Cammmdongoes serSo manipulados & cbservados por
pesquisadores experientes 2 um medico veterinirio. Também havera um monitoramsnto da temperstora, wmidade,
slimentzacio & peceszidades suasu, como viver em grupo. Caso 03 animsis de wma ceins mormam restando apenas mm
camurdopse, 0 mesmo serd trapsferido para uma caixa transpsrente parz gue ele posza observar ouiros animsis da
mesmia especie. Assim que o3 camundonzos imfectados apresentzremn sintomnatologia especifica da dosncz, 0 mesmo
sera etanasiado.

2 Rizcos oz professorex'alunos (fisicos, biologicos, psicologicos e sociaiz).

A pesguizadorz informa que todos os pesguisadores e ahumos envolvidos mo estudo estardo sujeitos 2 riscos de
contaminscio pelams utilizagio de EPlz. Tambem evidencia o risco psicologico peloz procedimentos de eutanssiz gus
03 animais 530 submetidos. Parz minimizar esses rizcos, haver: uwm coawole guanto ao risco dos ERl: e
scompanbzmenty guanty 208 procedimentos de ewutanssiz, sendo estes realizados pelos ahmos mexperisntss, apenzs
quendo s& senfiTesn S2EUTOS.

O Descricao do metodo de euftanasia (cazo se apligue) & destino doz animaiz apo: a aula pratica.

Comissdo de Ltira ns Uso de Animain CELY
Pro-Reitoria de Pesguisa e InovagaoBRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Pradio da Redtoria, Piso 1, Campus Samembaia (Campus I7) -
CER:T4001-470, Goidria — Goizs, Fone: (35-62) 3311-1876.
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= atos zerdo submetidos 3 ansstesia inramuscular com Hopentsl sodico 23 meke, zepuide de injegio inracardiace de

clorsto de potazzio. Apos 2 ewtandsiz e retiradas doz orgdos ja descritos, 2= carcagas serdo emviadss 2o sterro sanitario ds

(oiniz. A eutzmasiz dos cammmdonzos ocomrera por deslocamento cervical Az carcacas dos cammndonsos sardo

incineradss no crematgrio da EVZURG.

V — Comentarios do relator frente 33 orientacoes da CETTA:

d Quanto a documentos: O protocolo & composto pela Ficha de Protocolo do Projeto (p. 01-I1), pelo Tearmo
Fesponsabilidade zssinzdos por todos o pesquizadores (p. 22), pela Ceartidfio de Ata (p. 23), pelo Tenmo de
Comsentiments de Uilizacio da Arimaiz em Projeto de Peagoisa, emitido pelo CCZ (p. 24) e por um CD com todos
05 itenz do protocols fsico = declzraches pravedos em midia digital

V1 - Parecer da CETTA:
Apos aprecizgio dos esclarecimantos sobra a5 disnensdes daz caixas de scondicionamento dos camundoneos, do volms

de sanmme gue sara colstado dos gztos, de quais materiais biologicos serio extraidos, do periodo de reslizacio ds
pesquisz & do tipo de papel que sera utilizado para enriquecimento smbients], considaramos o projeto AFROVADND.

Informacio aos peaguizadores:

Peiteramos 2 importincia deste Parscer Consabstanciade, e lembramos que 2 pesquizadorz responsivel devers
encaminhar 3 CEUA-PRERI-UFG o Eeloiorio Final bassado nz coacluzio do esmdo e ma incidénciz de publicacbes
decaorrantes dasts, de scordo com o dizposto na Lai v° 11704 de 027102008, & Fesolucio Mommativa n°. 01, ds
02907/2010 do Comselho MNarionzl de Conwole de Experimentsgio Amimal-CONCEA O prazo pars entrezz do
Felatorio & de zta 30 dizs apos 0 encerramento dz pesguiss, 2 qual estd prevists parz finalizar snzs apdes @tz 20 ds
Aszpsto de 2018,

VII - Diata da reunido: 11072016
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i Al ¥ CLE P
Dra. Marima Pacheco Miguel
Coord ora da CEUATRPLUFG

Comissde de Bica ne Uso de Animais CELUA
Ero-Pleitoria de Pesguisa e Inovacdo PRPI-UFG, Caiza Postal: 131, Pradio da Reitoria, Piso 1, Campuos Sameambaia (Campus IT) -
CEP:74001-970, Goidmia — Goizz, Fome: (33-62) 3311-1876
Email: ceua ufz@zmail com

67



