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RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose na qual, mamiferos e aves podem participar do seu ciclo
como hospedeiros intermediarios e os felideos como hospedeiros definitivos. O Felis catus é
reconhecido como o principal responsavel pela contaminacdo ambiental por oocistos de
Toxoplasma gondii. O diagnostico sorolégico pouco revela sobre a eliminacdo de tal fase no
ambiente, o que representa o0 real impacto daquela espécie na Saude Publica frente a
toxoplasmose. S8o escassos os dados da frequéncia da toxoplasmose felina no Estado de
Goias. Assim sendo, objetivou-se com esta pesquisa avaliar a frequéncia da infeccdo da
toxoplasmose em gatos domésticos e o seu potencial papel na sua transmissdo, através da
eliminacdo de oocistos no ambiente e dos respectivos fatores associados a infec¢do. Para isto,
foram coletadas 102 amostras de sangue e 98 amostras fecais, de 102 gatos provenientes de
Goiania-Goias. Os animais foram divididos em grupos de acordo com a faixa etaria, género e
livre acesso a rua ou ndo. Foi realizada a hemaglutingéo indireta para a determinacéo do nivel
de anticorpos anti-T. gondii e o ELISA indireto para a deteccdo da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia felina (FIV). Para a pesquisa e detecgdo da eliminacdo de oocistos de T.
gondii nas fezes dos gatos foi feita a centrifugo-flutuacdo em solucdo de Sheather, posterior
extracdo de DNA e realizacdo da PCR convencional. Os resultados revelaram que 18,63%
(19/102) dos gatos foram positivos para o T. gondii, com titulos variando entre 1:32 a 1:8.192,
sendo que nenhuma das amostras fecais foi positiva na PCR. A frequéncia de positivos para o
FIV foi de 55,91% (52/93), com coinfeccdo de 18,28% (17/93). Com a regressdo logistica
multivariada verificou-se que os fatores associados foram os mesmos para as duas infeccoes,
porém uma nao interferiu diretamente na outra. Os fatores associados para a infeccdo pelo T.
gondii e pelo virus da imunodeficiéncia felina foram a vida livre e a idade igual ou superior a
seis meses, ja 0 género ndo apresentou relagédo estatistica com nenhuma das enfermidades.

Palavras-chave: AIDS felina, ELISA indireto, hemaglutinacdo indireta, oocisto, PCR
convencional, toxoplasmose.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonotic disease in which mammals and birds can join the cycle as
intermediate hosts, and felids as definitive hosts. Felis catus is recognized as the main
responsible for the environmental contamination by Toxoplasma gondii oocysts. Serological
diagnosis reveals little about the elimination of oocysts of T. gondii into the environment,
principally by F. catus, which plays an important role in Public Health. There are few data on
the frequency of feline toxoplasmosis in the State of Goias. Therefore, the aim of this research
was to evaluate the frequency of toxoplasmosis infection in domestic cats and their potential
role in its transmission through the oocyst elimination into the environment and the respective
factors associated with the infection. For this, we collected 102 blood samples and 98 fecal
samples from 102 cats from Goiania, State of Goias. The animals were divided into groups
according to age, gender and free access to the street or not. Indirect hemagglutination test
was performed to determine the level of anti-T. gondii and indirect ELISA for the detection of
infection by feline immunodeficiency virus (FIV). For search and detection of T. gondii
oocysts elimination in the feces of cats we performed a centrifugal-flotation with Sheather's
solution, subsequently we extracted DNA and used conventional PCR. The results showed
that 18.63% (19/102) of the cats were positive for T. gondii, with titers ranging from 1:32 to
1: 8.192, while none of the fecal samples were positive in the PCR. The frequency of positive
animals for FIV was 55.91% (52/93), and 18.28% (17/93) presented coinfection. By
multivariate logistic regression we found the associated factors were the same for both
infections, but one did not interfere with another. The factors associated with infection by T.
gondii and feline immunodeficiency virus were free life and age under six months, since the
sex was not statistically related to any of the illnesses.

Key words: conventional PCR, feline AIDS, indirect ELISA, indirect hemagglutination,
oocyst, toxoplasmosis



1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita, causada pelo Toxoplasma gondii,
protozoario intracelular obrigatério, capaz de infectar e se replicar em qualquer célula
nucleada dos seus hospedeiros intermediarios, mamiferos e aves. Seus hospedeiros definitivos
s80 os membros da familia dos felideos, como o gato doméstico (Felis catus)®.

Destacando-se tanto na medicina quanto na Medicina Veterinaria, a
toxoplasmose, pode causar aborto ou doenca congénita em seus hospedeiros intermediarios.
Devido a sua grande importancia como agente causador de zoonose, 0 T. gondii tem sido,
dentre os coccideos, 0 mais intensamente estudado®.

A infeccdo estd difundida nos animais em todo o mundo, estima-se que 90% dos
animais domésticos e silvestres brasileiros apresentem anticorpos para o protozoario®. Dubey
et al.®, em sua revisdo sobre a toxoplasmose, realizada no Brasil, destacou que pouco se sabe
sobre a frequéncia deste patdgeno em gatos no pais.

Por serem hospedeiros definitivos desse protozoario, os gatos, na maioria das
vezes sdo assintomaticos. Ressalta-se que o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), um agente
imunossupressor, em conjunto com a toxoplasmose pode levar o Felis catus a desenvolver
sintomas clinicos, como pneumonia e ocasionar o 6bito’.

Por outro lado, felinos duplamente infectados por T. gondii e FIV apresentam
soroprevaléncia mais elevada para toxoplasmose, além do desenvolvimento agudo da doenca
com possivel reeliminacdo de oocistos nas fezes dos hospedeiros definitivos. Este fendmeno é
raro em gatos naturalmente infectados, pois poucos séo os relatos de toxoplasmose fulminante
em gatos com FIV™.

Ja foram avaliados como outros fatores associados a infec¢do da toxoplasmose em
gatos domeésticos a idade, género e vida livre. Por conseguinte, quanto maior o nimero de
gatos infectados por bradizoitos presentes em roedores e aves, maior a chance de eliminacao
de oocistos, que quando esporulados podem contaminar alimentos e agua, 0 que aumenta a
chance da infeccdo humana pelo T. gondii™.

Diante disto, objetivou-se com a realizacdo deste trabalho avaliar a frequéncia de
anticorpos anti-T. gondii, bem como a coinfec¢do pelo virus da imunodeficiéncia felina em
gatos domésticos (Felis catus) do municipio de Goiénia-Goiés e avaliar os possiveis fatores
associados as infecgdes e verificar a possibilidade de eliminacdo de oocistos do T. gondii nas

fezes destes animais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em roedores, em 1908, na
Tunisia, Africa, e no mesmo ano foi encontrado em S&o Paulo, Brasil. Seu nome é derivado
da sua morfologia, toxo = arco, plasma = forma e por ter sido descoberto em um roedor da
regido do Gundi®. E pertencente ao filo Apicomplexa, subfamilia Toxoplasmatinae, género
Toxoplasma, sendo o Unico representante deste™.

Em humanos, a descricdo do T. gondii ocorreu em 1923°. Porém, somente em
1942, a toxoplasmose foi detectada em gatos e em 1967, foi demonstrado que o protozoario,
pode ser contraido pela ingestdo de oocistos eliminados nas fezes dos felideos. A descoberta
destes como hospedeiros definitivos, em 1970, levou a elucidacdo do ciclo bioldgico
completo da toxoplasmose. Assim, o T. gondii é um coccideo que tem os felideos como

hospedeiros definitivos e os animais de sangue quente como hospedeiros intermediarios®.

2.1.1. Ciclo bioldgico

Tal protozoario possui ciclo de vida heteroxeno (figura 1), apresenta fase
assexuada de desenvolvimento em varios tecidos dos carnivoros, herbivoros, onivoros; e a
fase de desenvolvimento sexuada ocorre no intestino de felideos.

Trés fases distintas e infecciosas para ambos os tipos de hospedeiros estéo
presentes: taquizoitos, bradizoitos (cistos tissulares) e esporozoitos (oocistos)®. Os
hospedeiros podem adquirir a toxoplasmose por diferentes vias, como a horizontal, por
ingestdo oral de oocistos esporulados no ambiente, que podem contaminar agua, vegetais,
frutas e ja foi demonstrada a transmiss&o por vetores mecanicos'.

A transmissdo também pode ocorrer pela ingestdo de cistos tissulares presentes
na carne crua ou mal cozida;, ou verticalmente, por transmissdo transplacentaria de
taquizoitos. Estes ainda podem ser transmitidos pelo leite, da mée para o filho, ou por
transplante de sangue ou 6rgdos. Quando hospedeiros definitivos contaminam-se apds a
ingestdo de qualquer uma das trés fases, a forma infectante penetra no epitélio intestinal e se
multiplica por endodiogenia e s&o originados varios merozoitos".

Os merozoitos se formam no interior de vacuolos parasitéforos, podendo romper
as células epiteliais e infectar outra de mesma origem. No epitélio intestinal os merozoitos

originardo as formas sexuais, 0S microgametas e 0s macrogametas, caracterizando a fase
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sexuada do ciclo enteroepitelial. Sendo que os microgametas abandonam a célula de origem

e fecundam os macrogametas no interior de uma célula epitelial, originando o zigoto™.

Ainda no epitélio, o zigoto evolui para oocisto, este é liberado imaturo junto com
as fezes. No meio ambiente, entre um a cinco dias, em condi¢des adequadas de temperatura
e pressdo, 0 oocisto esporula-se sofrendo maturacao, sendo entéo infeccioso aos hospedeiros
e contendo em seu interior dois esporocistos com quatro esporozoitos cada, 0s quais sao
infectantes’.

A fase assexuada ocorre quando hospedeiros intermediarios suscetiveis se
infectam com qualquer uma das trés fases mencionadas®. Apés a esporulacdo dos oocistos
no ambiente, caso sejam ingeridos, ocorrera a excistacdo, na presenca de sais biliares e da
tripsina, o que leva a ruptura dos esporocistos e liberacdo dos esporozoitos, 0s quais
penetram nos enterdcitos e a partir daf s&o denominados de taquizoitos>.

Os taquizoitos podem invadir varios tipos de células do organismo formando um
vacuolo parasitoforo e se multiplicarem rapidamente por endodiogenia nas diferentes células
nucleadas do hospedeiro, 0 que caracteriza a fase aguda da infeccdo. A Ultima geracdo de
taquizoitos forma os bradizoitos, os quais também se reproduzem por endodiogenia s6 que

se desenvolvem lentamente em cistos tissulares, o que caracteriza a doenca cronica’.

HOSPEDEIRO }

DEFINITIVO Oocistosnio

esporulados nas
fezes

Hospedeira
ingere cocistos
presertes

Taquizntos
transmitidos %
pela placenta

i} Contaminagdo
de alimentos &
dgua

Ry Oocisto

espotulado

Infecgdo do feto HOSPEDEIROS INTERMEDIARIO/

FIGURA 1 - Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii.
Fonte: Adaptado de Dubey".



2.1.2. Patogenia

Caso 0s esporozoitos dos oocistos esporulados sejam ingeridos ou haja ingestdo
de carne crua ou mal passada contendo taquizoitos ou bradizoitos, ocorrera a penetracdo do
parasita pelos enterdcitos, atingindo a corrente sanguinea e posterior infeccdo de qualquer
célula nucleada. Nesta ocorre a multiplicacdo da fase infectante do parasita, o que leva a
destruicao celular, o que caracteriza a fase proliferativa ou aguda da toxoplasmose™.

Os taquizoitos possuem tropismo por tecidos do sistema nervoso central, como o
ocular, bem como mdsculos cardiacos e esqueléticos, onde podem se alojar e
transformarem-se em bradizoitos, dentro dos vacuolos parasitoforos. No entanto, estes
podem ser encontrados em 6rgaos viscerais, como pulmdes, figado e rins™.

Quando a infeccdo ocorre em humanos geralmente é assintomatica, mas podem
ocorrer sinais clinicos como linfadenopatia e alteragdes oculares, levando & cegueira’. A
toxoplasmose adquirida apds o nascimento é, geralmente, menos grave do que a infecgdo
pré-natal. Entretanto, caso a infeccdo materna seja adquirida antes da gestacao, ha pouco ou
nenhum risco para o feto®.

Na toxoplasmose congénita, que pode ocorrer quando a mulher torna-se
infectada durante a gravidez, a parasitemia provoca placentite seguida por propagacao de
taquizoitos para o feto®, caracterizando a transmissdo vertical’. Destaca-se que quando
mulheres, ja gestantes, sdo infectadas pela primeira vez pelo T. gondii, a chance do filho
desenvolver a toxoplasmose congénita clinica é aumentada. Ja a infecgdo subclinica dessa
enfermidade, em recém-nascidos, pode passar despercebida ou o bebé desenvolvera
hidrocefalia ou microcefalia®.

Ainda, em contraste com a evolucdo favoravel da infeccdo pelo T. gondii na
maioria dos individuos, a situacdo pode ser fatal naqueles que estdo imunocomprometidos,
como no caso de pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Destaca-
se que nestes, a toxoplasmose quase sempre ocorre como resultado da reativacdo da infeccao
crbnica, sendo que o sistema nervoso central é o local mais comumente afetado pela
infeccéo®.

Quando animais sdo infectados pelo T. gondii, podem ser observadas alteracGes
reprodutivas como abortos ou natimortos; alteracbes neuromusculares e oculares, até
cegueira’®. Contudo, no Felis catus a doenca clinica é rara, pois o ciclo enteroepitelial
habitualmente ndo leva a sinais clinicos*’. Mas, quando coinfectados com outros patgenos,

como virus imunossupressores, poderdo desenvolver a toxoplasmose aguda®.
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Desta forma os gatos podem ir a 6bito em decorréncia da toxoplasmose, sendo

que qualquer 6rgdo pode ser acometido, destacando-se a pneumonia como a alteragdo clinica
1

mais comum Entretanto, a transmissdo congénita em felinos é rara, mas filhotes

congenitamente infectados poderéo eliminar oocistos™.

2.1.3. Aspectos epidemioldgicos

Por ser um agente causador de zoonose e por seus impactos a Saude Publica, o
T. gondii tem sido o mais estudado, dentre os coccideos®. Contudo, os papéis das varias
fontes potenciais de infeccdo ndo sdo totalmente conhecidos e variam nas diferentes
regides™.

Anticorpos para o T. gondii sdo detectados em humanos por todo o mundo e
estima-se que um terco, ou mais, da populacdo mundial esteja cronicamente infectada,
desenvolvendo titulos sorolégicos detectaveis para o parasita’. Os indices de
soropositividade sdo variados e dependentes de fatores climaticos, socioeconémicos,
culturais™, regido geografica e habito alimentar?.

Assim, a prevaléncia de anticorpos para 0 protozoario em humanos pode variar
consideravelmente nas diferentes popula¢bes, sendo que em trés décadas de estudo a
variacdo foi de 0 até 100% em adultos®. Diversos fatores podem estar envolvidos na
infeccdo humana como: consumo de carnes cruas ou mal cozidas'; faixa etaria, renda per
capita e grau de escolaridade do paciente; presenca de gatos peridomiciliados; habito de
ingerir verduras e legumes crus™; agua potavel ndo originaria de abastecimento publico;
habito de lidar com terra ou areia™.

Outro fator associado a infeccdo € a gravidez, pois esta aumenta a chance do

desenvolvimento da infeccdo, como demonstrado por Avelino et al."’

, 0S quais detectaram
em seu estudo que as gestantes avaliadas apresentaram 2,2 vezes mais chances de
desenvolver a toxoplasmose quando comparadas a ndo gestantes.

Além da infeccdo humana, o T. gondii estda amplamente difundido nos animais
em todo 0 mundo. Dubey et al. relataram que no Brasil a frequéncia desse protozoario em
animais domésticos e silvestres pode chegar 90%.

Dentre os animais domésticos destacam-se 0s cées, pela proximidade com o
homem. Tais animais podem ser soropositivos para o T. gondii, porém s&o raros os relatos
da toxoplasmose clinica, por isso sdo considerados sentinelas desta infeccdo. No entanto, o

cachorro pode carrear oocistos mecanicamente na pelagem’.
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Ressalta-se a importancia dos animais de producdo na epidemiologia da

enfermidade, pois sdo importantes fontes de infeccdo para os seres humanos. Dentre as
diversas espécies animais, 0s caprinos, ovinos e suinos sdo mais sensiveis a infeccéo pelo T.
gondii quando comparados aos bovinos, equinos e aves, 0S quais raramente apresentam

sintomatologia®®.

a) Ocorréncia em gatos domésticos (Felis catus)

Dentre os felideos, o gato doméstico (Felis catus) apresenta elevada
importancia, pois é considerado animal de companhia, 0 que proporcionou o aumento de sua
populacdo nos domicilios brasileiros, chegando a 22,1 milhdes, em 2013". Contudo, o
potencial zoonético de tal espécie é desconhecido pela maioria das pessoas. Desta forma,
varios proprietarios permitem que seus animais circulem livremente pelas ruas, podendo
ingerir presas contaminadas com o T. gondii, com consequente possibilidade de eliminacdo
de oocistos no ambiente®.

Tal condigdo podera levar a contaminagdo dos alimentos, agua, terra e outros
animais, fazendo com que o0s oocistos esporulados sejam de grande importancia na infec¢ao
para os hospedeiros intermediarios®. Por conseguinte, alguns autores associam 0 nimero de
gatos infectados na regi&o, & chance dos hospedeiros se contaminarem®.

O que faz com que o Felis catus seja considerado o principal responsavel pela
perpetuacdo da toxoplasmose nos grandes centros, pois é o representante doméstico dos
hospedeiros definitivos?*. Assim, a infeccdo pelo T. gondii em gatos apresenta grande
importancia na vigilancia epidemiolégica®.

Por isso, diversos trabalhos tém buscado associar os resultados soroldgicos
nesses animais ao risco dos hospedeiros se contaminarem com 0s oocistos do protozoario.
Em gatos domésticos, anticorpos contra T. gondii ja foram detectados, sendo que a
soroprevaléncia nestes animais € elevada, dependendo, entre outros fatores, o tipo de
alimentagéo e acesso & rua®.

No Brasil, diversos autores estudaram a soropositividade do T. gondii em Felis
catus, sendo que diferentes testes foram utilizados e vérios fatores associados a infecgdo por
tal protozoario. Os resultados encontrados estdo distribuidos no quadro 1, os quais variaram
de 5,6% a 57,14%.
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QUADRO 1 - Resultados soroldgicos encontrados em Felis catus de diferentes cidades
brasileiras e possiveis fatores associados a infeccdo pelo Toxoplasma gondii

em cada populacdo pesquisada.

Regido (%) Teste Fatores associados a infeccdo
g ¢
Porto Alegre - RS* 37% (HAI) Idade

Niteroi - RI? 21,95%(HAI) N/O

Curitiba - PR* 17,2% (IFI) Idade
Aracatuba - SP** 22,8%(HAI) L

Eldorado - MS® 57,14%(MAT) N/O

Porto Alegre - RS*® 37,9%(IFI) Acesso a rua e idade
Lages - SC*’ 14,33%(IF1) Acesso & rua e idade
Curitiba - PR?® 16, 3%(IFI) N/O

Niterdi - RJ* 10,3%(HAI) Alimentacio

S&o Luis - MA™ 50,7%(IF1) L

Vitdria - ES* 15,2%(ELISA) Sexo

Rio de Janeiro™ 5,6%(HAI) N/O

N/O: ndo observou relagdo estatistica com nenhum fator associado a infeccdo pelo
Toxoplasma gondii.

As razles para essas variagdes sdo muitas, uma delas deve-se as populacdes de
aves e roedores na area, 0s quais podem estar contaminados com o T. gondii e serem
predados, porém quando ocorre o controle destes animais e o fornecimento de racdo, o que
diminui a chance de contaminacdo por bradizoitos e taquizoitos, a prevaléncia em gatos
tende aser reduzida’.

Estudos relatam que gatos mais velhos apresentam maior chance de se
apresentarem positivos para a toxoplasmose®®, entretanto, alguns autores ndo encontraram

diferenca significativa entre as faixas etarias dos gatos positivos %,

b) Importancia epidemiol6gica dos oocistos

Em condi¢bes experimentais ideais gatos podem eliminar oocistos apds a
ingestdo de poucos bradizoitos, por um periodo que varia de uma a trés semanas, e acredita-
se que a imunidade impossibilite a reeliminacdo de tal fase do protozoario®. Contudo,
estudos experimentais demonstraram que ap6s imunossupressdo com acetato de

metilprednisolona®; ou um periodo de seis anos da infecgdo priméria®; ainda posterior a



8
sucessivas infecgBes com diferentes cepas do T. gondii*’, tal fase de desenvolvimento do

protozoario poderia ser lancada no ambiente novamente. Mas, a reeliminacdo de oocistos na
natureza ainda néo foi comprovada.

Destaca-se que o0 periodo pré-patente da infeccdo depende da fase infecciosa do
protozoario, pois caso cistos tissulares sejam ingeridos, o tempo até a eliminagdo de oocistos
seré de trés a dez dias, 18 dias ap6s a ingestdo dos oocistos e 13 dias para taquizoitos®. Desta
forma, os felideos podem eliminar milhdes de oocistos apds a ingestdo de qualquer uma das
trés fases do T. gondii'. Entretanto, a detec¢do de oocistos nas fezes de gatos é relativamente
rara, pois a frequéncia é de aproximadamente 1% dos animais estudados™.

Todavia, menos de 50% dos gatos lancam oocistos no ambiente ap6s a ingestédo
de taquizoitos ou oocistos, ao passo que quase todos 0s hospedeiros definitivos os eliminam
apos a ingestdo de cistos presentes nos tecidos. Isto demonstra que tal protozoario esta
adaptado a ser transmitido pelo carnivorismo em gatos, sendo a transmissao pelos oocistos
esporulados mais eficiente nos hospedeiros intermediérios, tanto mamiferos como aves®.

Destaca-se que a veiculacdo de oocistos esporulados pode ocorrer pela agua,
solo e por vegetais crus e frutas. A inalacdo de aerossdis com particulas de poeira contendo
essa fase de desenvolvimento também tem sido considerada como meio de transmiss&o®.

A infeccdo induzida por oocistos em humanos é clinicamente mais grave do que
infeccBes por cistos presentes na carne crua®. Por isso, seu impacto na epidemiologia da
toxoplasmose deve ser melhor investigado, pois sdo suspeitos de estarem associados as altas
soroprevaléncias em humanos®, pois, pela ingestdo de um Unico oocisto os hospedeiros
intermediérios podem se contaminar®.

Ressalta-se que o oocisto esporulado pode ser destruido quando submetido a
temperatura de 60°C por um a dois minutos, mas, resiste a degradacdo fisica, quimica e
sobrevive em ambientes adversos, 0 que proporciona elevada chances de perpetuacdo na
natureza’.

Desta forma, a deteccdo de oocistos € importante para a vigilancia
epidemioldgica e consequentemente para a Saude Publica. Contudo, resultados sorolégicos
de gatos ndo identificam a eliminagdo dos oocistos, pois estes depois de infectados terdo
titulos de anticorpos detectaveis somente 14 a 21 dias apds a infec¢do, sendo este o periodo
em que 0s oocistos estardo sendo eliminados. Ou seja, durante o langamento de oocistos no

ambiente os niveis de anticorpos sdo baixos®.
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Mesmo assim pesquisas epidemioldgicas buscam fazer tal associacdo, entretanto

os resultados soroldgicos normalmente séo superiores a detec¢do de oocistos, isso significa
que a prevaléncia de excre¢do de oocistos nas fezes € muito menor do que a soroprevaléncia

encontrada (quadro 2).

QUADRO 2 - Resultados soroldgicos encontrados em Felis catus positivos para o
Toxoplasma gondii e a frequéncia de oocistos deste protozoério em suas

fezes.
Regiéo Sorologia (%) Oocistos (%0)
Brasil* MAT (35,4%) Bioensaio (1,7%)
Brasil* IFI (17,2%) Microscopia (0,00%)
Israel* L PCR (9%)
EUA® L Microscopia (0,9%)
Caribe™ MAT (73,9%) Bioensaio (0,00%)
Suica™ L PCR (0,4%)
Canada™ MAT (29,8%) Microscopia (1,3%)
Brasil*® HAI (10,3%) Microscopia (0,00%)
Peru® HAI (11%) Microscopia (0,00%)
Etiopia®’ MAT (91,6%) Bioensaio (19,4%)
EUA® _ PCR (6%)
Brasil* HAI (5,6%) Microscopia (0,00%)
Portugal® MAT (20,5%) PCR (35,6%)

2.1.6. Diagnostico
Por ser uma zoonose, o diagnéstico laboratorial da toxoplasmose tem grande

importancia para vigilancia epidemiolégica e Saude Publica. Para diagnostica-la,
inicialmente usa-se a sorologia, que busca demonstrar niveis de anticorpos especificos ao T.
gondii, sendo que os titulos mantém-se elevados durante meses a anos. O método sorol6gico
é eficiente para indicar o contato com o protozoario e em qual fase da infeccdo este se
encontra™.

Contudo, em gatos, durante o periodo de liberacdo de oocistos os titulos de
anticorpos sdo baixos*?, o que faz com que neste periodo a pesquisa sorolégica tenha pouca
validade, em felideos, devendo-se entdo associar os exames sorologicos a métodos de

deteccdo de oocisto nas fezes.
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c) Diagnostico soroldgico

Apbés a infeccdo pelo T. gondii inicia-se a soroconversdo, sendo as
imunoglobulinas M (IgM) as primeiras a se elevar, mas logo diminuem, chegando a titulos
ndo detectaveis, passando o animal a ter as imunoglobulinas G (IgG) como protegéo”.
Portanto, os estudos sorologicos devem detectar a IgM em gatos e associa la ao periodo de
eliminacdo de oocistos, pois estes estdo relacionados a infeccdo recente, conhecida como
aguda, enquanto a IgG é caracteristica da fase cronica.

Assim, a pesquisa de diferentes classes de imunoglobulinas anti - T. gondii
constitui o principal método laboratorial para o diagnostico da doenca em animais e
humanos, pois permite a analise de perfis soroldgicos, seja de infeccdo recente, em fase
aguda, ou de infecgdo cronica’.

Diversas técnicas soroldgicas tém sido empregadas para diagnosticar a
toxoplasmose em felideos, como a aglutinacdo modificada (MAT), hemaglutinacdo indireta
(HAI), reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Porém, o IFI possui como desvantagens a necessidade de um microscopio de fluorescéncia e
conjungados especificos por espécie. Ja 0 ELISA requer leitor para quantificar a cor da
reacdo’.

O MAT é um teste de aglutinacéo direta e simples e € amplamente utilizado para
0 diagndstico da toxoplasmose em animais, porém a mesma néo faz diferenciagdo entre as
imuniglobulinas de fase aguda ou cronica’. J& o HAI, apresenta elevada sensibilidade,
simplicidade de execucdo, baixo custo® e é capaz de diferenciar 1gG e IgM?°. Destaca-se
que trabalho realizado por Silva® demonstrou resultados iguais para deteccdo por HAI e

MAT em felideos silvestres.

d) Diagnostico para a detec¢do de oocistos
Em gatos, durante o periodo de liberagcdo de oocistos os titulos de anticorpos sdo
baixos, podendo ndo ser detectados pelos testes sorologicos, o que faz com que neste
periodo a pesquisa sorolégica possua pouca validade™.
Pode-se entdo realizar os exames coproparasitologico seguido de microscopia.
Contudo, os oocistos detectados serdo os ndo esporulados, de dificil diferenciacdo visual
entre oocistos de outras espécies de protozoarios, como Besnoitia darlingi, B. wallacei, B.

neotomofelis, B. oryctofelisi®®, Isospora felis, 1. rivolta, Hammondia hammondi, Sarcocystis
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muris (figura 2), os quais podem estar presentes nas fezes do gato, mas ndo parasitam o

homem?.

rivolta (B) e Toxoplasma gondii (C), em comparacdo com
esporocisto esporulado de Sarcocystis muris (D). Ampliacédo
de 1600 x.

Fonte: Dubey".

Outra opgdo é a diferenciacdo dos oocistos apés a esporulacdo’, todavia nesta
situacdo ha risco de infeccdo aos hospedeiros intermediarios, desta forma tal procedimento
sO deve ser realizado em laboratdrios altamente tecnificados.

Pode-se entdo realizar o bioensaio em camundongos, que possui elevada
sensibilidade e detecta até mesmo alguns oocistos viaveis de T. gondii** *’. No entanto, tal
método representa risco bioldgico, é oneroso e pode demorar a apresentar resultados
satisfatorios. Tais caracteristicas tornam este método impréprio para ser utlizado em grande
escala™.

1.*2 utilizando a

Em contrapartida, uma técnica desenvolvida por Salant et a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), possibilitou maior seguranca e correspondente
sensibilidade quando comparado ao bioensaio em camundongos para a detec¢do de oocistos
nas fezes de gatos™.

A técnica baseia-se em flotacdo de material fecal em solucdo de Sheather,
seguida de ruptura mecanica em nitrogénio liquido, posterior extracdo de DNA do extrato
proveniente das fezes e por fim andlise do material pela PCR convencional, o que

proporciona a deteccdo de um a dois oocistos de T. gondii provenientes das fezes de gatos*.
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2.1.7. Controle e prevencéo da toxoplasmose felina

Buscando diminuir a contaminacdo dos gatos pelo T. gondii e consequente
eliminacdo de oocistos no meio ambiente, minimas a¢Ges podem resultar na prevencdo da
toxoplasmose, como por exemplo: os proprietarios de gatos devem ser orientados a
manterem seus animais dentro de casa, sem acesso a rua; devem ensinar o seu animal a
utilizar a caixa de areia, fornecer racdo e agua fresca e recolher as fezes diariamente. Devem
ser promovidas orientacdes para a guarda responsavel, bem como campanhas de castracao,
com o objetivo de reduzir a superpopulacdo e 0 nimero de gatos livres, 0s quais representam
risco a Saude Publica. Além, da orientacdo quanto a higiene rigorosa das maos,

principalmente apés a jardinagem ou contato com o solo?.

2.2. Virus da imunodeficiéncia felina

Sabe-se que a infeccdo simultdnea do T. gondii em felinos com outros
patogenos, por exemplo, o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), pode pré dispor o
desenvolvimento agudo da toxoplasmose’. O FIV é um lentivirus da familia Retroviridae
que pode estabelecer infeccdo persistente em felideos silvestres como também em gatos
domésticos (Felis catus)®. Devido ao seu tropismo por células linfoides do sistema imune,
tal agente infeccioso pode resultar em desregulacdo da imunidade celular, por isso esta
associado as sindromes de imunossupressao®®.

E reconhecido como modelo excelente modelo para estudos do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e da AIDS, resultante da infecgdo como o virus da
imunodeficiéncia humana do tipo HIV-1. Assim, sabe-se que aguele causa em gatos uma
enfermidade bastante similar & observada em paciente com AIDS>>.

Como outros retrovirus, sua estrutura gendémica é constituida, além de genes
acessorios, por trés genes principias: o gag, que codifica a proteina de capsideo p-24; o pol,
responsavel por codificar proteases, integrases e proteinas de transcriptase reversa e 0 env
que codifica a glicoproteina viral (gp120 ) e a proteina transmembranar (gp41)*®.

Estudos prévios baseados na diversidade genética do gene env demonstraram a
ocorréncia de cinco subtipos diferentes do virus, designados de A, B, C, D e E, sendo que
tais cepas estdo presentes em felideos por todo mundo®’. No Brasil, pouco se conhece sobre

858, 59

a diversidade genética do FIV, porém ja foi isolado e identificado o subtipo , 0 qual

apresenta baixa viruléncia®’.
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2.2.1. Epidemiologia

A distribuicdo do FIV é cosmopolita, sendo considerado o patégeno mais
comum entre as doencas infecciosas de gatos domésticos, pequenos felideos e gatos
silvestres. Esta associado a alta densidade populacional, além de aumentar o risco a
infeccBes oportunistas, por ser imunossupressor.

Altas taxas de infeccdo sdo encontradas em gatos adultos com livre acesso a rua,
0s quais frequentemente apresentam comportamento agressivo>. Desta forma, o FIV esta
associado principalmente a vida livre e mordeduras decorrentes de lutas por territério, por
conseguinte, a transmissdo é baixa em gatos socialmente bem adaptados™.

Assim, o0 agente apresenta prevaléncia variada segundo as regides geograficas e
fatores associados & infeccdo como: género masculino, idade adulta, acesso ao exterior®,
comportamento agressivo e animais doentes®, 0s quais S&0 mais propensos a apresentaram-
se positivos para tal enfermidade.

Portanto, diferentes prevaléncias sdo encontradas pelo mundo, variando em
estudos de 1 a 44%>®, porém até o momento na América do Sul o maior resultado registrado
foi de 34,6%, encontrado na Argentina®. No Brasil, poucos sdo os grupos cientificos que
estudam tal patégeno e que quando ocorre, a maioria ndo avalia os fatores associados a
infeccdo pelo FIV, sendo que as pesquisas concentram-se na regido sul e sudeste e somente

um trabalho realizado no Distrito Federal foi encontrado na literatura consultada (quadro 3).

QUADRO 3 - Resultados encontrados em Felis catus de diferentes regides do Brasil, com
variados testes e fatores associados a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia.

Estado

Resultado (%0)

Fatores associados a infeccdo

Minas Gerais>

PCR (4,14%)

Minas Gerais®

PCR (9,4%)

Rio Grande do Sul®

PCR + ELISA (21,5%)

Acesso a rua

Minas Gerais™ PCR + ELISA (3,85%) N/O
S&o Paulo®™ ELISA (5,63%) Idade e sexo
Parand® ELISA (3%) L
Distrito Federal®’ ELISA (2,77%) L
Parana® ELISA (8,33%) L
Rio Grande do Sul® PCR (15,7%) Idade

Rio de Janeiro®

PCR + ELISA (4,47%)
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N/O: ndo observou relacédo estatistica com nenhum fator associado a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia felina.

2.2.2. Transmissdo, patogenia e sinais clinicos

A forma primaria de transmissdo natural do FIV é por meio da saliva em
mordidas infligidas por animais infectados. A transmissdo intrauterina, perinatal, pelo
colostro, leite, ou pelo sémen de machos soropositivos também pode ocorrer”. Desta forma,
o FIV é transmitido principalmente pela mordedura, assim animais machos ndo castrados e
que se envolvem em brigas possuem maiores chances de se contaminarem com o virus>>.

Quando invade o organismo o virus infecta principalmente linfocitos T CD4 e
CD8, mas também pode se replicar em linfocitos B e macréfagos. Consequentemente, ha a
diminuicdo dos linfécitos T CD4, ao mesmo tempo, os linfocitos T CD8 aumentam
gradativamente, resultando na inversdo na taxa de linfécitos T CD4 / T CDS,
comprometendo a resposta imune do animal*.

Desta forma, a infeccdo é caracterizada pelo declinio progressivo de células T
CD4 circulantes, o que propicia a imunodeficiéncia, aumentando o risco de desenvolvimento
de infeccBes oportunistas. Mas, 0 préprio virus ndo causa sinais clinicos graves, e 0s gatos
infectados podem viver por muitos anos®™.

Clinicamente, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida dos felinos pode ser
caracterizada por cinco estagios da doenca: aguda, com doencas passageiras, apresentando
neutropenia, linfoadenopatia e febre; assintomatica, podendo ndo ocorrer, sendo que a
infeccdo pode permanecer inaparente por periodos prolongados; linfadenopatia persistente
generalizada, caracterizada pelo aumento de nddulos linfaticos e vagos sinais clinicos, como
febre recorrente, mas sem infecgdes graves™.

A quarta fase € o complexo relacionado com AIDS (CRA), conjunto de sintomas
e sinais inespecificos de intensidade variavel, além de processos oportunistas de menor
gravidade. Pode durar meses a anos, com o animal apresentando linfoadenopatia
generalizada, febre recorrente, apatia, leucopenia, anemia, anorexia, perda de peso e
estomatite crénica (figura 3). Desordens neurologicas, renais e neoplasias sdo0 menos
frequentes. A maioria dos animais em CRA progride para a quinta fase, conhecida como
AIDS felina, na qual ocorrem os sintomas da ARC mais infec¢Ges oportunistas, neoplasias e

anormalidades neurolégicas™.



15

FIGURA 3 — Gengivite (seta pequena) e estomatite (setas
grandes) em gato positivo para o virus da
imunodeficiéncia felina.

Fonte: Alves e Reis>®.

2.2.3. Diagnostico

A imunodeficiéncia provocada pelo FIV ndo cursa com sintomas clinicos
patognomonicos. Portanto, o diagndstico definitivo deve ser realizado em conjunto com
exames complementares como a detec¢do direta, com isolamento viral e testes moleculares
como a PCR, e métodos de deteccdo indireta, testes imunolégicos para deteccdo de
anticorpos como o ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunocromatografia e o Western blot.
Este dltimo é considerado padrdo-ouro para o diagnostico soroldgico do virus, porém ndo é
utilizado na rotina clinica™.

Em contraste com a maioria das viroses, a simples demonstracdo de anticorpos
anti- FIV no soro pode ser considerada adequada para o diagnostico de uma infeccdo, ja que
ocorre a persisténcia da infecgdo viral, mesmo diante de resposta imunoldgica adequada do
hospedeiro®.

Desta forma, os testes utilizados na rotina clinica, como o ELISA e ou a
imunocromatografia, se baseiam na deteccdo de anticorpos que reconhecem as proteinas

estruturais do virus (como a p-24 e p-15) e uma das glicoproteinas do envelope viral, gp-



16
41%°. No entanto, em um estudo realizado por Alves® padronizou o teste r-p24 ELISA, ou

ELISA indireto, o qual se demonstrou sensivel, especifico e podendo assim ser aplicado para
o0 diagnostico de rotina e ou em pesquisa da infec¢do pelo virus, pois apresenta baixo custo
guando comparado aos testes comerciais.

Contudo, os resultados das diversas técnicas complementares para o diagnostico
do FIV devem ser interpretados cuidadosamente, pois podem ocorrer falsos-positivos,
independentemente do método soroldgico utilizado, pois geralmente os testes sdo altamente
sensiveis. Assim, quando encontrado um resultado positivo em um animal com baixo risco
de infeccdo, por exemplo, gato sem historico de acesso a rua, o resultado deve ser
confirmado por novos testes. Resultado positivo em um gato pertencente a um grupo de
risco (gato macho, adulto, com acesso a rua) tem um valor preditivo positivo alto.
Resultados falsos negativos podem ser encontrados na fase terminal da doenca em animais
com baixos titulos de anticorpos™.

A presenca de anticorpos maternos em filhotes nascidos de maes positivas ao
FIV pode resultar em testes positivos, portanto, os exames devem ser realizados apos 16
semanas de idade. A reacdo em cadeia da polimerase, PCR, neste caso constitui-se em uma
excelente ferramenta, levando-se em consideracdo a necessidade de realizar o teste também

na mée para a identificacdo correta da cepa infectante envolvida®.

2.2.4. Controle e prevencéo

O FIV ndo sobrevive por muito tempo fora do hospedeiro e é facilmente
inativado por desinfetantes, aquecimento e secagem, desta forma deve-se manter a adequada
higiene do ambiente dos gatos infectados. No entanto, a identificacdo e a segregacdo de
gatos contaminandos é a forma mais eficaz de prevenir novas infecgdes®.

Assim, € importante isolar o animal diagnosticado com o FIV e manté-lo em
bom estado de salde, com diagnoéstico rapido e preciso de quaisquer doencas secundarias.
Gatos positivos devem ser castrados para reduzir agressividade e o risco de contaminacao
durante a luta e cépula, pois no Brasil ainda ndo existem vacinas para tal virus®.

Ressalta-se que gatos positivos ndo devem ser sacrificados, pois estes podem ter
uma longa vida. No entanto, devem ser levados regularmente ao veterinario para realizagdo
de check up. Mas, a eutanasia deve ser considerada quando problemas clinicos estdo ligados

a fase avancada da infeccdo™.
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2.3. Gatos coinfectados pelo Toxoplasma gondii e pelo virus da imunodeficiéncia felina

A toxoplasmose em conjunto com a infeccdo pelo FIV, que é uma das mais
importantes retroviroses dentre a clinica de felinos, pode apresentar manifestacGes clinicas
graves1’. Isso devido ao declinio progressivo de células T CD4 circulantes, o que propicia a
imunodeficiéncia, aumentando o risco de desenvolvimento de infec¢Ges oportunistas, como
a toxoplasmose aguda em gatos domésticos’.

Em geral, a infecgdo pelo FIV pode favorecer a proliferacdo do T. gondii em
felideos. Todavia, estudo realizado por Lin et al.”* demonstrou que o estabelecimento da
toxoplasmose pode aumentar a imunodeficiéncia induzida pelo virus e provocar uma
progressdo da doenca mais rapida do que a infeccdo provocada somente pelo FIV.

Desta forma, um ndmero significante de gatos com suspeita clinica de
toxoplasmose pode estar infectado concomitantemente pelo FIV. Contudo, néo se sabe qual
patdgeno foi responsavel pela infeccdo primaria, pois, o T. gondii pode ser um oportunista
infectando o animal apds a contaminacgdo com o FIV, ou o animal infectado de primeira com
0 protozoario, apos infeccdo com o virus pode desencadear a forma generalizada da
toxoplasmose’.

Ressalta-se que felinos duplamente infectados por tais patdgenos apresentam
soroprevaléncia mais elevada para toxoplasmose®. Pelo fato da imunossupressdo induzida
levar a reeliminacéo de oocistos no ambiente®, acredita-se que a coinfeccéo pelo FIV possa
reativar o0 protozodrio e consequentemente levar a um segundo periodo de derramamento
daquela forma infectante no meio-ambiente”, assim a interagdo desses agentes pode resultar
na reativacéo da toxoplasmose nos felideos’.

A infeccdo pelo FIV pode levar seus hospedeiros definitivos e soropositivos para
o T. gondii, os quais ndo representavam mais risco a Saude Publica em relacdo a
toxoplasmose, a atuarem novamente como eventuais fontes de infec¢do. Entretanto, sdo
poucos os trabalhos que buscam determinar a ocorréncia simultanea destes dois agentes
infecciosos, como pode ser observado no quadro 4, bem como a eliminacao de oocistos do

protozoario nas fezes dos animais coinfectados.
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QUADRO 4 - Resultados encontrados para o Toxoplasma gondii e o virus da
imunodeficiéncia em Felis catus de diferentes regides do mundo, com
possivel coinfeccdo entre os patdgenos e a eliminacdo de oocistos nas
fezes dos animais avaliados.

Regido T. gondii (%) FIV (%) T. gondii +FIV | Oocistos (%)
Bélgica’ MAT (70,2%) | ELISA (11,3%) 9,5% .

Brasil® IFI (50%) PCR (9,4%) 2,2% L
Caribe’’ MAT (30,6%) | ELISA (15,9%) L .
Ira™ MAT (32,1%) | ELISA (19,2%) 25,71% L

Canadd™ MAT (29,8%) ELISA (5,2%) L Micro (1,3%)
Brasil™® IFI (20,32%) ELISA (5,63%) 2,79% .
Tailandia” MAT (10,1%) | ELISA (20,1%) 3,2% L
Etiopia™ MAT (85,4%) N/P L L

Micro=microscopia.
N/P= N&o encontrou gatos soropositivos para o virus da imunodeficiéncia.

Somente um trabalho foi encontrado na literatura com o objetivo de demonstrar
a ocorréncia das duas infeccdes e a possivel eliminacdo de oocistos no ambiente, porém o
Unico animal deste estudo em que foi identificado a presenca do oocisto nas fezes foi
negativo para o FIV*®. Assim, destaca-se que a maioria das pesquisas encontradas ndo
analisaram as amostras fecais dos gatos, 0 que impossibilitou obter informacdes sobre o

efeito dessa coinfeccdo e o langamento de oocistos no ambiente.




19
3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar a frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em gatos domésticos (Felis
catus) de Goiania-GO e a presenca de oocistos de T. gondii nas fezes destes animais, bem

como possiveis fatores associados a infecgéo.

3.2. Objetivos especificos
e Avaliar a presenca de anticorpos anti -T. gondii em gatos de Goiania-GO.
e Determinar o perfil soroldgico de gatos de Goiania-Go frente ao T. gondii.
e Utilizar a PCR convencional para a deteccdo de DNA de T. gondii provenientes de
possiveis oocistos encontrados nas amostras fecais dos gatos de Goiania-GO.
e Comparar a especificidade e sensibilidade das técnicas de sorologia para toxoplasmose e
PCR convencional para o T. gondii.
e Avaliar a presenca de anticorpos anti-FIV em gatos de Goiania-GO.
e Avaliar os possiveis fatores associados a infec¢do pelo T. gondii como: idade, género,

estilo de vida e coinfec¢do com o FIV.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e periodo de realizacao

A pesquisa foi realizada na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias (EVZ/UFG), sendo parte no Laboratdrio de Retroviroses, do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais (DMVP/EV/UFMG). O periodo de coletas e analises de amostras, bem como a

avaliacdo estatistica dos resultados foi de agosto de 2014 a junho de 2015.

4.2. Grupo de gatos utilizados no estudo

Para a realizacdo da pesquisa foram obtidas amostras de sangue venoso de 102
gatos, dentre os quais foram coletadas e analisadas 98 amostras fecais. Os animais que
fizeram parte da pesquisa foram divididos de acordo com o estilo de vida: os que eram de vida
livre, ou que tinham acesso a rua, e 0s que nao tinham vida livre, ou sem historico de acesso a
rua.

Para compor o nimero total de animais foram coletadas amostras de gatos de
diferentes procedéncias, como: Campus Samambaia/UFG, bem como os animais presentes no
Departamento de Vigilancia e Controle de Zoonoses (DVCZ) de Goiania-GO. Também
fizeram parte do estudo gatos de proprietarios que passavam por atendimento no Hospital
Veterinario (HV) da EVZ/UFG e os mantidos por duas Organiza¢cdes Nao Governamentais
(ONG’s) de Goiania-GO.

O grupo total de animais foi dividido também de acordo com a idade e o género.
Para os animais de vida livre a definicdo da idade foi feita pela avaliacdo da denticdo,
conforme demonstrado na figura 4 e seguindo o apresentado por Gorrel®. Desta forma, os
animais foram divididos em dois grupos: idade inferior a seis meses, com a perceptivel troca
dos dentes e auséncia de dentes molares; e os com idade igual ou superior a seis meses, nos
quais se notava a presenca de dentes molares. Para 0s animais de proprietario e 0s que eram

mantidos por ONG’s, a idade foi definida de acordo com o informado pelos tutores.
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FIGURA 4 - Avaliagdo da denticdo de gatos para a estimativa da
idade. A. Destaque para a troca dos dentes incisivos
(setas pequenas), demonstrava idade média de trés
meses. B. Presenca de dentes molares (seta grande),
animal classificado com idade igual ou superior a seis
meses.

4.3. Coleta de material

Foram coletadas amostras sanguineas e fecais, bem como dados referentes a
idade, estilo de vida e género, possibilitando a realizacdo de testes laboratoriais em 102
amostras de soro, bem como a PCR em 98 amostras fecais.

Para os animais do Campus Samambaia/UFG, a coleta de sangue e fezes foi
realizada apds a captura dos mesmos. Posteriormente, os gatos foram pesados, identificados e
mantidos de um a dois dias em gaiolas com &gua, racdo e caixa de areia, 0 que proporcionou a
coleta de fezes com a respectiva identificagéo de cada animal (figura 5).

Para a manipulacdo, bem como para coleta de sangue e avaliacdo dentéria, 0s
animais foram sedados com cetamina (10mg/kg) e midazolam (0,2mg/kg) Apds a coleta de
material, 0 gato era vacinado com a antirrabica cedida pelo DVCZ e quando recuperado
totalmente era solto no local da captura. Ressalta-se que alguns gatos foram castrados no
HV/EVZ/UFG, sendo que os ferais foram soltos e os ddceis foram doados depois de realizada

triagem.
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FIGURA 5 - Captura e manutencdo de gato oriundo do Campus
Samambaia/UFG. A. Gato capturado com gatoeira. B. Gato
mantido em gaiola com agua, racao e caixa de areia, destaque
para a identificacdo numérica, com data da captura e
indicacdo do peso corporal, no canto inferior direito.

Os animais presentes no DVCZ foram mantidos em gaiolas separadas, o que
proporcionou a identificagdo dos mesmos e a coleta de fezes. A avaliagdo da denticdo e a
coleta sanguinea ocorreram apos a sedagdo com o protocolo utilizado no local. J& para os
animais de ONG’s e de proprietarios a coleta de sangue foi realizada ap0s a adequada
contencdo e o material fecal foi recolhido por cada tutor apds a defecacdo espontanea.

Assim, de cada animal foram obtidos até 3mL de sangue, por meio da punc¢do da
veia femoral com o uso de escalpe 21G (Lamedide®) e seringa de 3mL (Descarpack®), outro
acesso utilizado foi a veia jugular com agulhas 40x8 (BD®) e seringa de 3mL (Descarpack®).
Apobs a coleta, o material foi identificado, mantido em tubo esterilizado sem EDTA (Labor
Import®), acondicionado em caixas isotérmicas com gelo até o momento da separacdo do soro
pela centrifugacdo a 1.000g por dez minutos. Posteriormente, o material foi separado em
microtubos de 500uL e as amostras mantidas a -20°C até a realizagdo dos exames.

As amostras fecais foram coletadas ap0s a defecacdo espontdnea, o material
armazenado em frascos previamente identificados, acondicionados em caixas isotérmicas com
gelo até a chegada ao Laboratorio de Doencas Parasitarias do Departamento de Medicina
Veterinaria (DMV)/EVZ/UFG. Neste, os frascos eram mantidos em refrigerador com
temperatura de 4 a 10°C, por no maximo dois dias. Apos este periodo cada amostra de fezes

passou pelo processo de lavagem, recuperacdo de oocistos e extracdo de DNA de acordo com
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. ** e o material obtido apés este processo foi mantido a -20°C até a realizacdo das

Salant et a
PCR’s.

4.4. Hemaglutinacao indireta para deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

A analise soroldgica para verificacdo da presenca de anticorpos anti-T. gondii foi
realizada em 102 amostras. Os testes foram feitos no Laboratério de Doencas Parasitarias do
DMV/EVZ/UFG e foi utilizada a técnica de hemaglutinacdo indireta (HAI) por meio do kit
Toxotest HAI do Laboratério Wiener Lab® o qual permite avaliagbes quantitativas e
qualitativas.

O método foi realizado de acordo com as normas do fabricante, sendo
consideradas como positivas as amostras que reagiram a partir da diluicdo de 1:16. Todas as
amostras séricas foram tituladas até 1:64 e as positivas passaram por sucessivas titulagdes até
apresentarem-se negativas.

Todas as amostras positivas na titulacdo de 1:16 passaram pela diluicdo com o 2-
mercaptoetanol (2-ME), com o objetivo de diferenciagdo indireta da fase da doenga,
considerando a presenca de anticorpos IgG como indicacéo de doenca crénica e IgM para fase

aguda da toxoplasmose.

4.5. ELISA indireto para o diagndstico do virus da imunodeficiéncia felina

A analise soroldgica para verificagdo da coinfec¢do pelo FIV foi realizada em 100
amostras e o teste utilizado foi o ELISA indireto, com 90% de sensibilidade e 96,55% de
especificidade. Tal técnica permite avaliacbes qualitativas por densidade O6ptica e foi
padronizada® e realizada pelo Laboratdrio de Retroviroses do DMVP/EV/UFMG.

4.6. Preparacao do material fecal e extracdo de DNA

Para a recuperacdo de possiveis oocistos do T. gondii presentes nas fezes dos
gatos avaliados, foi utilizado o protocolo descrito por Salant et al.*3, com a seguinte
modificagdo: uso do kit PureLink™ Genominc DNA Mini Kit — 50 preps (Invitrogen®) para
extracdo de DNA em vez do QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen®). O processamento das
amostras foi realizado no Laboratorio de Doencas Parasitarias DMV/EVZ/UFG, no
Departamento de Reproducdo Animal/EVZ/UFG, sendo a extracdo de DNA no Laboratorio
de Diagndstico Molecular do DMV/EVZ/UFG.
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Assim, de cada amostra fecal foi retirado 1g de fezes que foi misturado a 10mL de

agua bidestilada. O conteudo foi centrifugado a 2.000g por 10min, o sobrenadante descartado
e 0 volume foi preenchido até completar 10mL, e realizada uma nova centrifugacdo, com a
repeticdo do processo por mais duas vezes.

Apos a terceira lavagem, o sobrenadante era descartado, até restar cerca de 1mL
de material fecal, e ao residuo era acrescentado 1mL de solugdo de Sheather (106 g de acUcar,
100mL de &gua bidestilada, 0.8 mL fenol, GE=1,26) e a mistura era centrifugada a 1.000g por
10min. Depois da centrifugacdo 1mL do sobrenadante era transferido para tubos de ensaio,
era adicionado 9mL de agua bidestilada, e a mistura centrifugada a 2.500g por 10 min.

Com o processo descrito, o material filtrado era concentrado no fundo do tubo de
ensaio, e apos retirado o volume total de agua bidestilada, era misturado ao concentrado:
200uL do tamp&o ASL (Buffer ASL for Stool Lysis Buffer, Qiagen®) mais pérolas de vidro
totalizando o volume de 400ulL. Esta mistura passava por agitacdo, com intermitentes
congelar em nitrogénio liquido e descongelar em banho-maria, a 60°C, por cerca de 1 min,
com intervalos de 10 min, com trés repeticdes.

Depois do processo de ruptura, o material era centrifugado a 1.000g por 10min e
eram retirados 200uL do sobrenadante da mistura (figura 6), esta quantidade passava pela
extracdo de DNA, com a modificacdo de que a incubacdo com proteinase K a 60°C era
realizada por uma hora e néo por 10 minutos, como proposto por Salant et al.*’. O eluato

combinado obtido, 100uL por amostra, era dividido em trés aliquotas e armazenado a -20°C

até ser examinada pela PCR.

FIGURA 6 - Extratos fecais de diferentes amostras, ap0s 0s processos de lavagem, flutuacéo
e rompimento em nitrogénio liquido, os quais foram submetidos a extracdo de
DNA.
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Apos o processo descrito, foi realizada a quantificacdo de DNA do material que

passou pela extracdo. Por ser um teste que envolve reagentes de elevado custo foram
selecionadas, por amostragem, somente quatro amostras dentre as 98. Para este processo foi
utilizado o aparelho de quantificacdo de DNA Qubit® 2.0 Fluorometer e o protocolo utilizado

foi o recomendado pelo fabricante.

4.7. Ensaios da reacdo em cadeia da polimerase

Os ensaios da reacdo em cadeia da polimerases foram realizados no Laboratério
de Diagndstico Molecular do DMV/EVZ/UFG. A preparacdo do mix de reacdo de PCR foi
estabelecida a partir do protocolo descrito em Silveira Neto®. Dessa forma foi estabelecido o
volume de 50 pL para o mix de rea¢do, composto por 35,75 plL de agua ultra-pura
(Invitrogen®), 5 puL de Tampao para PCR 10X (Invitrogen®), 2,0 uL de Cloreto de Magnésio
(MgCI2) 50nM (Invitrogen®); 1 uL de dNTP Mix 10 mM (Invitrogen®); 0,5 pL (10pM) do
iniciador foward, 0,5 pL (10 pM) do iniciador reverse; 0,25 pL de Taq 5 U/uL (Invitrogen®) e
5 uL do DNA gendmico da amostra.

Para a deteccdo do DNA de T. gondii foi usado um par de primers correspondente
ao fragmento de 193 pares de bases (bp) do gene B1: 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG -
3’ ¢ ’TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC - 3’. A mistura para a reacdo de PCR foi submetida
ao processo de amplificagdo, em termociclador (Mastercycler Personal, Eppendorf®),
previamente programado a um numero de ciclos e temperaturas: um ciclo inicial de
desnaturacdo de 94 °C por trinta segundos, seguido de 40 ciclos repetidos com as
temperaturas de 94 °C por 20 segundos, 60 °C por 25 segundos e 72 °C por 25 segundos,
finalizando a reacdo com uma fase de extensao adicional a 72 °C por cinco minutos.

Em todas as reacOes realizadas foram incluidos controles positivo e negativo.
Como controle positivo nas reacgdes foi utilizado DNA genémico de T. gondii (cepa RH)
proveniente do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica/UFG. Como controle negativo

foi utilizada 4gua ultra pura esterilizada (Invitrogen®).

4.8. Leitura e documentacao das reag0es em cadeia da polimerase
Os produtos de DNA amplificado foram posteriormente aplicados em gel de
agarose a 2% (UltraPure™ Agarose - Invitrogen®) em tampdo TBE1X. O volume de 10uL

dos produtos de PCR, homogeneizados em 2uL de corante de corrida (DNA Gel Loading Dye
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(6X) - Invitrogen® — azul de bromofenol 0,125%, xileno cianol FF 0,125%, glicerol 30% em

agua ultra pura) foi aplicado em cada poco do gel.

Como marcador de massa molecular foi empregado o marcador de peso molecular
DNA Ladder 100pb (Invitrogen®). As eletroforeses foram conduzidas em cuba (Horizon
11.14, Life Technologies®), a 90 V, durante 60 minutos. Apds as corridas os géis foram
corados por imersao em solucao de brometo de etidio (0,6 mg/mL). A visualizagdo foi feita no
aparelho transiluminador de UV (Electronic UV Transilluminator, Ultra-Lum®), em ambiente

escuro.

4.9. Andlise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi realizada empregando os teste de qui-
quadrado (X?), odds Ratio (OR) e a regressio logistica multivariada, os quais foram obtidos

por meio do Software R Core Team (2015)%.



27
5. RESULTADOS

Dos 102 animais avaliados, 52 (50,98%) apresentavam idade inferior a seis meses
e 50 (49,02%) idade igual ou superior a seis meses no momento da coleta de material. De
acordo com o género, o0 numero e a frequéncia entre machos e fémeas foram de 49 (48,09%) e
53 (51,96%), respectivamente, e entre o total de animais avaliados 48 (47,06%) eram de vida
livre e 54 (52,94%) nao.

Para a determinacdo da frequéncia de anticorpos anti-T. gondii foi feita a
avaliacdo sorologica qualitativa e quantitativa das 102 amostras, utilizando o método HAI
(tabela 1). Foi verificado que o numero total dos positivos foi de 19 (18,63%) animais, porém,

todos foram negativos para o anticorpo IgM.

TABELA 1 - Frequéncia encontrada pelo método de hemaglutinacdo indireta para anticorpos
anti-Toxoplasma gondii em gatos da microrregido de Goiania-Goids e sua
distribuicdo de acordo com a idade, género e estilo de vida dos animais.

OR
Variavel Categoria Positivos Valor de p Total de positivos
(IC 95%)
Idade < 6 meses 2/102 (3,70%) .
0,0001°
>6meses 17/102 (16,67%) 12 (3-85)
Género Fémea 8/102 (7,84%) b _
0,5899 19/102 (18,63%)
Macho  11/102 (10,78%) 2 (0,6-5)
Estilo de Né&o livre 3/102 (2,94%) .
) o 0,0008°
vida Vida livre  16/102 (15,69%) 8 (2-38)
X**=14,8335
X?°=0,2905
X*°= 11,1682

Como registrado na tabela 1 entre os gatos com idade inferior a seis meses
somente dois foram positivos, o0 que representou 3,70% do total de gatos. Ja entre os com
idade igual ou superior, 16,67% foram positivos. Tal diferenca foi estatisticamente
significativa neste estudo, assim a idade igual ou superior a seis meses foi considerada um
fator associado a infeccdo pelo T. gondii em gatos, a qual aumentou em 12 [OR (3-85)] vezes
a chance de o animal apresentar anticorpos para tal protozoario.

Dos 102 animais avaliados 10,78% dos machos foram positivos, ja a frequéncia
de fémeas positivas foi de 7,84%, como demonstrado na tabela 1. N&o se constatou

significancia estatistica para deteccao de anticorpos anti-T. gondii em relacéo a género.
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Dentre os animais positivos, os de vida livre apresentaram a frequéncia de

15,69%, ja os gatos que ndo tinham acesso a rua representaram 2,94% dos positivos. Tal
distribuicdo foi estaticamente significativa neste estudo, o que demonstra que animais que
vivem soltos estdo mais propensos a ter contato com o protozoario e consequentemente
apresentar anticorpos para 0 mesmo. De acordo com a odds ratio calculada o estilo de vida
livre aumentou em oito [OR (2-38)] vezes a chance de o gato ser positivo para tal protozoario.

O perfil soroldgico dos positivos, obtido pela titulagdo na HAI, esta apresentado
na figura 7, sendo que a menor titulacdo foi de 1:32 e a maior foi de 1:8.192. As titulacGes de
1:128, 1:256: e 1:512 foram as mais detectadas, sendo que cada uma apresentou quatro

animais positivos.
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FIGURA 7 - Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em Felis catus de
Goiania-Goias frente a hemaglutinacdo indireta, 2015.

De acordo com o género e a idade a distribuicdo da titulacdo apresentou-se como
demonstrado na figura 8, tendo sido constatado que os filhotes correspondem aos animais

com idade inferior a seis meses e os adultos aos com idade igual ou superior a seis meses.
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FIGURA 8 - Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em Felis catus de
Goiania-Goiés, obtidos com o teste de hemaglutinacéo indireta, de acordo com o
género e a idade, 2015.

O grupo de machos adultos apresentou 0 maior nimero de animais positivos, com
titulos de 1:128, 1:256 e 1:256, detectando-se que nenhum macho filhote foi positivo. Ja as
fémeas adultas apresentaram titulos de 1:32 a 1:8.192, sendo que as fémeas filhotes
apresentaram titulos de 1:128 e 1:1.024.

De acordo com o estilo de vida, a distribuicdo dos titulos variou de 1:32 a 1:4.096
entre 0s animais que viviam livres. J& para os gatos que nao tinham acesso os titulos foram de
1:128 e 1:8.192 (figura 9).
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FIGURA 9 - Distribuigdo dos titulos de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em Felis catus
de Goiania-Goias, obtidos com o teste de hemaglutinacdo indireta, de acordo
com o estilo de vida livre e 0 néo livre, 2015.
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Das 100 amostras avaliadas pelo ELISA indireto para deteccdo do FIV, sete

apresentaram resultado como indeterminado, assim somente 93 possibilitaram avaliagdes

fidedignas, das quais 52 (55,91%) foram positivas (tabela 2).

TABELA 2 - Frequéncia de gatos de Goiania-Goias positivos frente ao ELISA indireto para o
virus da imunodeficiéncia felina, e sua distribuicdo de acordo com a idade,
género e estilo de vida dos animais.

Variavel Categoria Positivos Valor de p Total de positivos
(1C 95%)
Idade < 6 meses 13/93 (13,98%) _
0,0001°
> 6 meses 39/93 (41,94%) 16 (6-53)
Género Fémea 28/93 (30,11%) b _
0,9999 52/93 (55,91%)
Macho 24/93 (25,81%) 1(0,43-2)
Estilo de N&o livre 19/93 (20,43%) _
_ o 0,0001°
vida Vida livre 33/93 (35,48%) 6 (2-16)
X**= 31,0767
X**=0,0001
X*°= 14,3180

Entre os 93 gatos, 13 (13,98%) com idade inferior a seis meses foram positivos,
enquanto 39 (41,94%) dos que apresentavam idade igual ou superior a seis meses foram
positivos. De acordo com a odds ratio calculada, este fator aumentou em 16 [OR (6-53)]
vezes a chance de os gatos se apresentarem positivos frente ao ELISA indireto.

Entre machos e fémeas a distribuicdo entre os positivos foi 24 (25,81%) e 28
(41,94%), respectivamente, o que nao apresentou diferenca estatistica. Assim, neste estudo 0s
machos ndo foram mais propensos a apresentarem-se positivos para o virus.

Porém, o estilo de vida livre foi estatisticamente significativo para que os animais
apresentassem-se positivos, pois 35,48% dos gatos positivos tinham acesso a rua ou eram de
vida livre, o que aumentou em seis [OR (2-16)] vezes a chance de os gatos serem positivos
frente ao ELISA.

Dos 52 animais positivos frente ao ELISA indireto, 17 também foram positivos no
HAI, o que representa 18,28% do total de positivos para o FIV. Somente dois animais, um de
dois meses de idade e titulagdo de 1:128, outro de seis meses com 1:512, foram positivos na
sorologia para o T. gondii e ndo apresentaram anticorpos para FIV. Todos 0s outros positivos

para os dois testes apresentavam titulos de 1:32 a 1:8.192.
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De acordo com o apresentado na tabela 3, os resultados dos dois testes utilizados

nesta pesquisa foram estatisticamente significativos, quando avaliados pelo qui-quadrado,
sendo que a odds ratio calculada foi de 16 [OR (3-419)].

TABELA 3 - Numero de gatos de Goiania-Goias positivos e negativos para os testes de
hemaglutinacdo indireta para o Toxoplasma gondii e ELISA indireto para o
virus da imunodeficiéncia felina e a avaliagdo estatistica pelo qui-quadrado e a

odds ratio.
FIvV P-valor OR (IC 95%)
T. gondii + - TOTAL
- 35 40 75 0,0006 .
TOTAL 52 41 93

X?=11,5741.

Com os resultados obtidos foi realizada a regressao logistica, a qual busca avaliar
quanto e quais varidveis interferem na infeccdo e se as duas doencas realmente tém
interferéncia entre si (tabela 4).

Tais fatores associados a infeccdo aumentaram as chances da deteccdo de
anticorpos para os dois agentes, sendo que para o T. gondii a vida livre aumentou em 11 [OR
(3- 73)] e a idade igual ou superior a seis meses em oito [OR (2-58)] vezes a chance de
soropositividade. Ja para o FIV o estilo de vida livre aumentou em quatro [OR (1-12)] vezes e
a idade igual ou maior a seis meses em 13 [OR (5- 43)] vezes a chance do animal ser positivo
frente ao ELISA indireto.

TABELA 4 - Avaliacdo estatistica, pela regressdo logistica
multivariada, entre os resultados da hemaglutinacéo
indireta para o Toxoplasma gondii e do ELISA
indireto para o virus da imunodeficiéncia felina, com
resultados apresentados pela odds ratio para as
variaveis: vida livre e idade igual ou superior a seis

meses.
Teste utilizado Variaveis OR (IC 95%)
- Vida livre 11 (3-73)
T. gondii
Idade > 6 meses 8 (2-58)
Vida livre 4 (1-12)
FIV

Idade > 6 meses 13 (5- 43)
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Todas as amostras fecais que passaram pela técnica de PCR foram negativas,

assim 100% dos gatos avaliados ndo estavam eliminando oocistos de T. gondii no momento
da coleta de fezes. Ressalta-se que as amostras avaliadas pelo DNA Qubit® 2.0 Fluorometer
apresentaram quantidade significativa de material genético: 1,17ng/ulL, 1,44ng/uL,
7,25ng/uL, 7,79ng/uL.
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6. DISCUSSAO

A inclusdo de animais de diversas localidades do municipio de Goiania-GO, bem
como géneros, idades e formas de vida diferentes, permitiu a avaliar de maneira relevante a
atual situacédo da infeccdo por T. gondii e por FIV em gatos desta regiéo.

O estudo revelou que a frequéncia determinada pela HAI para o T. gondii foi de
18,63% (19/102), sendo todos soronegativos para IgM, o que pode ser indicativo de infeccéo
antiga, uma vez que ap6s a primo-infeccdo ha soroconversdao desta imunoglobulina, que se
mantém elevada durante o periodo de eliminagdo de oocistos, que dura até 21 dias. Apds este
periodo, na maioria dos casos, ocorre a diminuicdo dos titulos soroldgicos de tal anticorpo e
elevacdo de IgG?.

122 avaliaram

No Brasil, utilizando o mesmo teste soroldgico, Araljo et a
pacientes do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
de Porto Alegre-RS e encontraram frequéncia de 37% superior a do presente estudo, e Bastos
et al.*® por meio de amostras sanguineas obtidas de gatos de programa de castracdo gratuito
no Rio de Janeiro encontraram frequéncia inferior, de 5,6%. Tais resultados demonstraram
que mesmo utilizando-se as mesmas técnicas, resultados variados sdo detectados em gatos do
pais, indicando diferentes aspectos epidemioldgicos nas populages felinas e regides.

A ndo positividade para IgM e a deteccdo de soropositivos somente para IgG
apresenta correspondéncia com a ndo deteccdo de DNA do parasita nas fezes dos felinos
avaliados, pois 100% das amostras foram negativas ao PCR.

Essa ndo deteccdo de T. gondii nas amostras fecais sinalizou para duas situagoes
distintas. A primeira seria a possibilidade de ja ter sido finalizado o periodo de eliminacao de
oocistos, que pode se estender por no maximo trés semanas ap6s a primo-infeccdo®, tempo
suficiente para que a IgM diminua a titulos ndo detectaveis?'.

A segunda pode ser atribuida a condicao de que apds a primo-infeccdo menos de
50% dos gatos que se alimentaram com oocistos ou taquizoitos de T. gondii terdo o
desenvolvimento da fase sexuada do ciclo de vida em seu intestino, o que faz com que o gato
desenvolva imunidade contra o protozoario, mas néo elimine oocistos nas fezes®.

Por outro lado a quase totalidade dos animais que se alimentam com bradizoitos
apresentaré eliminacéo de oocistos’. Portanto, ha possibilidade dos animais desta pesquisa néo
terem se infectado com cistos tissulares, apesar de terem sido avaliados animais de vida livre

que, provavelmente, devem fazer predacdo. Considerando qualquer uma das hipdteses,
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registra-se que nenhum animal da pesquisa representava risco para a Saude Publica, frente a

toxoplasmose, no momento da coleta de fezes.

Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito por Temoche?®, que pelo
HAI determinou que 10,3% dos gatos do Rio de Janeiro-RJ eram sorologicamente positivos
para o T. gondii, no entanto 12% destes apresentaram IgM. E como neste estudo, nas amostras
fecais desses gatos ndo foram detectados oocistos por métodos parasitoldgicos. Tal resultado,
embora utilizando outro método e trabalhado com animais em outra fase da infecgdo, foi
semelhante ao encontrado nesta pesquisa, demonstrando que gatos podem ser soropositivos e
ndo apresentarem oocistos do protozoario em suas fezes™.

Os resultados da presente pesquisa foram diferentes dos mecionados por
Rezende®, que determinou positividade de 64% dos animais provenientes do DVCZ de
Goiania-GO, avaliados pelo MAT para o T. gondii. Neste mesmo estudo 18,27% das amostras
fecais avaliadas, pelos métodos parasitoldgicos, continham oocistos daquele protozoario,
resultado este que pode ter sido superestimado, uma vez que 0 método parasitologico nédo
permite a diferenciacdo visual de oocistos ndo esporulados de T. gondii dos de outros
protozoérios que também podem parasitar o gato doméstico™.

Assim, para aumentar a fidedignidade dos resultados faz-se necessario o uso de
técnicas de diagndstico com maior limiar de sensibilidade analitica e especificidade a
deteccdo dos oocistos do protozoario pesquisado, como o diagnostico molecular empregado
no presente estudo. Desta forma, diversos trabalhos tém buscado detectar oocistos
provenientes de fezes por meio das diferentes técnicas de PCR, as quais fazem uso de

marcadores moleculares especificos, como o gene B1**#°

, aqui utilizado.

Todavia, ao avaliarem amostras fecais, Lilly e Wortham*®, descreveram que ainda
que fazendo uso de diagndstico molecular, ocorreram falsos positivos, que segundo 0s
autores, seriam decorrentes da grande quantidade de DNA de bactérias presentes nas
amostras. Desta forma, para evitar tal condicdo, é aconselhavel o uso da técnica utilizada

nesta pesquisa, que foi desenvolvida por Salant et al.*?

e que busca purificar a amostra,
selecionar e romper a parede dos oocistos de T. gondii.

Estudos que buscam detectar oocistos desse protozoario sdo importantes na Saude
Publica, pois esta fase de desenvolvimento é fundamental na epidemiologia da toxoplasmose,
pois quando esporulados, se ingeridos, podem contaminar os hospedeiros intermediarios e
definitivos. Assim, os felideos sdo os responsaveis por tal forma de infeccdo, pois sdo 0s

(nicos capazes de liberarem-na e dar continuidade ao ciclo do T. gondii®.
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Os oocistos sdo liberados pelos gatos apos a ingestdo de qualquer uma das trés

fases de vida *, ressaltando-se que reduzido niimero de bradizoitos ou cistos tissulares é capaz
de levar & elevada soroconversio em Felis catus*. Como ja citado, apesar de ser uma
importante condicdo relatada na literatura, a maioria dos positivos detectados apresentava
vida livre, o que favoreceria a ingestdo de cistos ou bradizoitos presentes em presas, como
aves ou roedores. Isso pode explicar os elevados titulos detectados neste estudo, chegando a
1:8.192, superior aos titulos ja citados em outros estudos avaliados que utilizaram a HAI em
soro de gato®*. Outro fato que pode proporcionado titulos elevados foi a idade dos animais, ja
que a maioria era jovem, com idade média de 12 meses, 0 que determina um periodo curto
entre a contaminagdo e a avaliacdo soroldgica. No entanto, era de se esperar, como ja
registrado, eliminagéo de oocistos por estes animais, 0 que ndo ocorreu.

Como mencionado na literatura, para prevenir a contaminacdo dos gatos, e assim,
reduzir a eliminacdo de oocistos, devem-se conhecer os fatores associados a infeccéo pelo T.
gondii®™. Nesta pesquisa, os fatores que favoreceram a positividade para o T. gondii foram
idade e estilo de vida livre, sendo que a primeira chegou a aumentar em 12 [OR (2-85)] vezes
a chance do animal se infectar com o protozoério, e enquanto a vida livre aumentou em 8 [OR
(2-58)] vezes, ndo tendo sido verificadas diferencas estatisticas entre os grupos macho e
fémea.

Tais resultados estdo de acordo com o encontrado por Opsteegh et al.*®, na
Holanda, que por meio do ELISA indireto, verificaram 18,6%, de positivos e determinaram
que a idade e 0 acesso a rua foram importantes fatores associados a infecg¢do de gatos pelo T.
gondii, porém ndo constataram relacéo entre 0 género e a infeccdo. Ja Akhtardanesh et al.”
verificaram no Ird, por meio do MAT, frequéncia de 32,1% para o T. gondii em gatos errantes
e determinaram que animais mais velhos apresentavam 2,57 vezes mais chances de
positividade. Estudo realizado por Moura et al.®* em Lages-SC demonstrou que 35,5% dos
gatos testados pelo IFI eram positivos, resultado que apresentou correlacdo significativa com
a idade igual ou maior a 13 meses.

Desta forma, diferentes prevaléncias, atingindo até 95,5% tém sido relatadas para
toxoplasmose felina pelo método MAT®’. Deve ser observado, que além da diferenca nos
testes utilizados, o fator idade também tem grande influéncia na variacdo da frequéncia na

mesma regido, como demonstrado por Opsteegh et al®®

, ha Alemanha, que encontraram
frequéncia de 18,6%, o que diferiu de 49%, detectada 17 anos antes na mesma regido, 0s

autores associaram essas diferencas ao niumero de animais amostrados e a diferenca de idade


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akhtardanesh%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20362315
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dos animais das duas pesquisas, bem como as caracteristicas especificas das populacbes ao

longo do tempo.

Esses resultados podem explicar as diferencas entre as frequéncias da infecgéo
encontrada em gatos do DVCZ do municipio de Goiania, por Rezende®, de 64%, e a 18,63%,
deste estudo. Como ja abordado, a frequéncia encontrada no presente estudo foi relativamente
baixa quando comparada ao primeiro, o que pode ser explicado pelo nimero de gatos com
idade inferior a seis meses deste, 0s quais representaram 50,98% da populacdo estudada, e
pode ter levado a uma sub-representacédo da real situagdo da populagéo frente ao T. gondii.

A positividade para o FIV foi avaliada quanto a resposta sorologica simultanea
para o T. gondii. Assim, foi verificado que a infeccdo por este virus esta amplamente
distribuida nos gatos amostrados na pesquisa, com frequéncia de 55,91% (52/93) de positivos
sendo elevada quando comparada com o detectado por Montafio® de 5,6% e o por Silva®,
que encontrou 21,5% de positivos. A frequéncia de coinfectados encontrada neste trabalho foi
de 18,28% (17/93), que também é elevada quando comparada aos resultados de Rivetti Jr®?,
de 2,2%, e de Dorny et al.”®, 9,5%.

A elevada frequéncia encontrada para o FIV nesta pesquisa pode ser explicada

pela presenga de animais de vida livre, como foi observado por Al-Kappany et al.¥

que
registraram 33,9% dos gatos de vida livre soropositivos no ELISA. Destaca-se também que a
alta sensibilidade do teste ELISA indireto possa ter influenciado, apresentando falsos
positivos. Outra hipotese é de que a infeccdo esteja se difundindo pelo Brasil ao longo do
tempo, devido a falta de vacina para FIV no Brasil ou a eventual transmissdo por alguma
variante do virus ainda nao descrita e ndo detectavel nos testes de diagndstico comercialmente
utilizados, ressaltando-se que s@o escassas as informacdes sobre as cepas presentes do virus
no pais>" .

Além da elevada sensibilidade do teste, também podem ter sido detectados
anticorpos maternos nos filhotes que apresentavam idade inferior a quatro meses no momento
da coleta de amostras, tanto para o FIV>® como para o T. gondii'. Para o Gnico filhote de
proprietario que se encontrou nesta situacdo, para o protozoario em questdo, foi solicitada
uma posterior avaliagdo soroldgica. Entretanto, para todos 0s positivos para o FIV e 0s quais
poderiam passar por uma nova coleta de material, foi solicitado um novo exame para
confirmacéo do diagnostico.

Porém, como ndo foram encontrados dados de pesquisas anteriores realizadas no

estado de Goiéas para tal retrovirus, a frequéncia de 55,91% pode ser representativa. Por outro
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lado, deve-se ressaltar que os animais ndo foram avaliados clinicamente, mesmo que alguns

sintomas como diarréia e caquexia tenham sido observados, ndo se podendo afirmar que a
doenga clinica relacionada ao FIV ou ao T. gondii estivesse presente na populagéo estudada.

Destaca-se que a frequéncia de 37,6% de soronegativos para o T. gondii, mas
positivos para o FIV, indicou que o grupo de risco entre 0s animais da pesquisa pode ser
expressivo, pois, tais animais podem vir a desenvolver a toxoplasmose clinica, caso venham
se contaminar com o protozoario. Esta condicdo ja foi demonstrada em alguns trabalhos, que
destacaram que em gatos coinfectados, os sinais clinicos da toxoplasmose sdo acentuados’ .
Porém, poucos sdo os relatos da toxoplasmose clinica em animais infectados por aquele
retrovirus’. Desta forma em caso de animal que seja soropositivo para o T. gondii e que
apresente sinais clinicos desta infeccédo, deve-se pesquisar o FIV.

Deve-se entdo conhecer os fatores associados a infeccdo para esse retrovirus, que
pode levar a imunossupressdo e ao desenvolvimento da toxoplasmose clinica nos felinos. Para
0s animais desta pesquisa o estilo de vida livre chegou aumentar em seis [OR (2-16)] vezes a
chance de o animal ser positivo para o FIV. Ressalta-se que a idade igual ou superior a seis
meses apresentou maior relagdo, aumentando em 16 [OR (6- 53)] vezes a chance de
soropositivo no ELISA indireto.

Talvez em funcdo do nimero de animais amostrados e de particularidades da
populacdo amostrada também, em relacdo a infeccdo pelo FIV, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos macho e fémea avaliados. Estes resultados diferiram
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dos de Montafio et al. **, os quais apontaram que gatos machos, na faixa etaria entre um e oito

anos, e Com acesso a rua, apresentaram maior infeccdo pelo retrovirus. J& Sobrinho et al.®,
verificaram predominio da imunodeficiéncia em gatos machos e com idade variando entre um

e trés anos. Complementando, Akhtardanesh et al.”

citaram que gatos adultos apresentaram
1,84 chances de serem positivos a cada ano a mais de vida e que machos tiveram 4,91 vezes
mais chances de infeccdo pelo FIV.

Mesmo com elevados numeros de postivos para o FIV neste estudo, nao foi
verificada relacéo estatisca entre as duas infeccdes, como observada em outros trabalhos’™ .
Todavia, deve ser destacado que quando os fatores associados idade elevada e vida livre estéo
presentes concomitantemente aumenta-se em 16 [OR(3-419)] vezes a chance de se detectar as
duas doencas no mesmo animal.

Desta forma, os resultados encontrados nesta pesquisa demonstraram que uma

infeccdo ndo esteve associada a outra. Contudo, os fatores associados, idade igual ou superior


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akhtardanesh%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20362315
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a seis meses e estilo de vida livre, foram os mesmos para ambas e por isso quando os dois

estavam presentes a chance de se detectar as duas infec¢des foi aumentada.

Adverte-se que 66,6% dos animais de vida livre foram soronegativos na HAI para
T. gondii e, portanto podem vir a representar risco a Saude Puablica em relagdo a
toxoplasmose, pois caso venham a ingerir presas com bradizoitos, potencialmente
apresentardo eliminagdo de oocistos nas fezes'. Assim, medidas de controle e prevenco
devem ser tomadas como fornecimento de racdo e restricdo de acesso a rua pelos animais,
buscando reduzir as chances de tal risco, contribuindo para a salde ambiental e preservando
consequentemente a salde humana e animal.

Finalizando, registra-se que 0s animais positivos para o FIV representam grande
importancia na clinica veterinaria e na Satde Publica, pois sendo um agente imunossupressor
diversas doengas oportunistas podem acometer tais individuos, além de que 0s positivos sdo
responsaveis pela manutencao da infeccdo na regido.

Os resultados aqui apresentados demonstram que animais em idade reprodutiva
estdo mais propensos a adquirir o FIV, desta forma, medidas de controle e prevencdo devem
ser executadas, como a castragéo, tal medida visa contribuir para o controle populacional e
amenizar a agressividade dos animais, o que favorecerd a diminuicdo de brigas e
consequentemente a incidéncia de infectados pelo retrovirus.

Ressalta-se que este foi o primeiro trabalho a avaliar a frequéncia do FIV no
Estado de Goias e a elevada frequéncia detectada, superior as ja descritas na literatura
consultada, demonstrou que o agente deve ser mais estudado na regiéo.

Como informacdo complementar, registra-se que, visando resguardar a salde
animal e contribuir para a Saude Publica, foram aplicadas doses de vacina antirrabica em 50
gatos, de vida livre ou ndo; 16 animais foram castrados no HV/EVZ/UFG: quatro eram
adultos e de proprietario; trés fémeas e um macho, ferais, os quais foram soltos apds a
recuperacdo da cirurgia; e oito filhotes doceis que se encontravam no Campus
Samambaia/UFG e que foram doados, tais atividades visaram contribuir para a guarda

responsavel e consequentemente com a Salde Publica.
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7. CONCLUSOES

e A infeccdo pelo Toxoplasma gondii e pelo virus da imunodeficiéncia felina esta
presente em gatos domésticos oriundos do municipio de Goiania-GO.

e Foi identificada coinfeccdo entre o T. gondii e o FIV.

e O perfil soroldgico dos gatos de Goiania-GO frente ao T. gondii, detectado pela
hemaglutinacéo indireta, foi variado, atingindo titulos elevados.

e Nao foi detectado DNA de T. gondii nas fezes por meio da PCR convencional.

e Os fatores associados as duas infec¢des foram idade igual ou superior a seis meses

e estilo de vida livre.
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