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RESUMO

BATISTA MOSCHEN, ANA CAROLINE, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, agosto
de 2022. Soroprevaléncia da Toxoplasmose em Cées Atendidos no Hospital
Veterinario da UVV-ES. Orientador: Hélio Langoni.

A toxoplasmose é uma das coccidioses mais importantes e tem ampla distribuicédo
geografica, facilitando assim o seu contato com o ser humano e com os animais. Por
conta de ser uma zoonose e ter ampla distribuicdo, os animais também acabam tendo
um maior contato com o parasito, estreitando os lagos do ciclo homem-parasito. Os
felinos tem um papel importante no ciclo de vida dessa Zoonose, porém o cdo vem
aparecendo como o sentinela desta enfermidade, mas, o que todos ndo sabem, € que
0 cao apenas age como um agente condutor, ndo causando mal nenhum para a
populacdo, mostrando assim o seu valor, que é de sentinela desta doenca. O objetivo
do presente estudo foi realizar a pesquisa sorolégica em caes, para anticorpos da
classe IgG anti Toxoplasma gondii atendidos no Hospital Veterinario da UVV, no
periodo de janeiro de 2022 a marco de 2022, a partir de amostras de soro
pertencentes ao banco de soros estocadas no Laboratorio Clinico Veterinario. Foram
avaliados os titulos de anticorpos igG obtidos pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta-RIFI, comparando-se os resultados obtidos de acordo com a idade, raca e
sexo dos animais. Das150 amostras avaliadas, 16 (10,66%) foram reagentes com
titulos variaveis entre 16 e 256 Ul. Quanto ao sexo 9 (56,25%) eram femeas, sendo
sete (77,7%) sem raca definida (SRD) e duas da raca Poodle, e sete machos, dois
(28,57%) SRD, e outros cinco de diferentes racas. Quanto a idade, variou de trés a 15
anos, sendo que os animais com idades entre 10 a 12 anos, apresentaram titulacéo
mais elevada, de 256 Ul. Com base nos resultados obtidos pode-se concluir pela
dispersédo do T. gondii, na regido, e os riscos de transmissao da toxoplasmose para a

populacao local.

Palavras chaves: caes sentinela; toxoplasmose; zoonose.
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ABSTRACT

BATISTA MOSCHEN, ANA CAROLINE, M.Sc, University of Vila Velha — ES, August
2022. Seroprevalence of Toxoplasmosis in Dogs Attended at the Veterinary
Hospital of UVV-ES. Advisor: Hélio Langoni.

Toxoplasmosis is one of the most important coccidiosis and has a wide geographic
distribution, thus facilitating contact with humans and animals. Because it is a zoonosis
and has a wide distribution, animals also end up having greater contact with the
parasite, strengthening the bonds of the human-parasite cycle. The felines play an
important role in the life cycle of this zoonosis, but the dog has been appearing as the
sentinel of this disease, but what everyone does not know is that the dog only acts as
a conductive agent, causing no harm to the population, thus showing its value, which
is the sentinel of this disease. The objective of the present study was to carry out
serological research in dogs for IgG class antibodies against Toxoplasma gondii
treated at the Veterinary Hospital of UVV, from January 2022 to March 2022, from
serum samples belonging to the serum bank. stored in the Veterinary Clinical
Laboratory. The titers of IgG antibodies obtained by the indirect immunofluorescence
reaction-IFA were evaluated, comparing the results obtained according to the age,
race and sex of the animals. Of the 150 samples evaluated, 16 (10.66%) were reagents
with titers ranging from 16 to 256 IU. As for sex, 9 (56.25%) were females, seven
(77.7%) were not defined breed (SRD) and two were Poodle, and seven males, two
(28.57%) SRD, and another five of different races. As for age, it ranged from three to
15 years, and animals aged between 10 and 12 years had a higher titer, 256 1U. Based
on the results obtained, it can be concluded that T. gondii is spread in the region and
the risks of transmission of toxoplasmaosis to the local population.

Keywords: sentinel dogs; toxoplasmosis; zoonosis.
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INTRODUCAO

A urbanizacdo cada vez mais crescente, tem transformado os habitos das
pessoas fazendo com que nos domicilios se conviva com mais animais de companhia.
Isso implica na pratica adequada da guarda responsavel, mas sabe-se que nem
sempre essas regras sao respeitadas, principalmente com relacdo ao manejo zoo-
sanitario dos animais, possibilitando a ocorréncia de zoonoses, uma vez que esses
animais podem transmitir agentes infecciosos de carater zoondtico para humanos.
Outro aspecto a ser considerado € o abandono de animais, aumentando a populacéo
de cées errantes nas cidades, o0 que contribui novamente para o aparecimento das
zoonoses (SANTANA e OLIVEIRA, 2006).

Das coccidioses, a toxoplasmose é uma das mais importantes pelo carater
zoonotico, ja que os animais servem de fonte direta ou indireta de infeccéo para o ser
humano, e também acarreta prejuizos nos animais de producéo, por causar aborto e
outros problemas reprodutivos, principalmente em suinos e ovinos (MOURA et al,;
2009). Destaca-se desta forma a importancia da toxoplasmose por interferir nos
aspectos produtivos, nos animais de interesse zootécnico. Enfatiza-se também os
aspectos de saude Unica, relacionados a esta enfermidade por envolver a salde do
ser humano, dos animais e a ambiental.

A toxoplasmose é uma doenca de distribuicdo mundial ocasionada pelo
protozoario coccideo intracelular obrigatério Toxoplasma gondii (DE MOURA et al.,
2015). O ciclo de vida do parasita se alterna entre os hospedeiros intermediarios que
podem ser mamiferos ou aves, e 0s hospedeiros definitivos sao os felideos. (TENTER
e JOHNSON., 1997). Acredita-se que um terco da populagdo mundial esteja infectada,
a partir do contato prévio com o agente, pelas varias possibilidades de contaminacao,
sejam diretas ou indiretas.

Estudos epidemiol6gicos na espécie canina demonstraram que este parasito €
difundido nesta populacao, entretanto, as manifestacdes clinicas da doenca podem
ser confundidas com outras, dificultando o seu diagndstico, principalmente por ser
uma patologia oportunista e estar associada a outras concomitantemente. O convivio
interespecifico intimo e crescente vem exigindo da medicina veterinaria mais estudos
e controle das doencas com carater zoonotico de caes (LEAL e COELHO, 2014).

Salienta-se que os cées sdo considerados animais sentinela para a infecgéo, sendo
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utilizados em inquéritos soroepidemioldgicos para conhecimento do grau de dispersao
do protozoario no meio ambiente (CAMOSSI et al. 2008).

Desta forma, levando-se em considera¢do o contato muito proximo dos caes
com os seres humanos, e da populacao crescente de felinos nos domicilios, ressalta
a importancia de ser estudada a participacdo dos cées na cadeia epidemiolédgica de
transmissdo da toxoplasmose, uma vez que eles sdo importantes hospedeiros
intermediarios. Sabe-se que esta espécie animal apresenta formas infectantes do
parasita na musculatura — os bradizoitas, entretanto, ndo temos no pais, o hébito da
ingestdo de carne canina. Por outro lado, os cédes podem conter no seu pelame,
oocistos de T. gondii, pelo habito de xenosmofilia, ou seja, rolarem na areia, que pode
conter oocistos esporulados, eliminados pelo gato, hospedeiro definitivo do agente. O
ser humano, principalmente criangas ao brincarem com o animal, podem contaminar-
se e desenvolver a doenca.

Considerando-se os aspectos abordados, e a importancia da toxoplasmose
CcOmo zoonose, e o fato de o cado ser considerado animal sentinela para a infeccéao, o
objetivo do presente estudo foi realizar um levantamento da soroprevaléncia da
toxoplasmose em caes atendidos no Hospital Veterinario da UVV, para se avaliar a
dispersdo do agente no meio ambiente, principalmente nos arredores onde vivem o0s

caes avaliados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O PARASITO

O Toxoplasma gondii foi descoberto por Nicolle e Manceaux em 1908 na
Tunisia, encontrando o parasito em um roedor (Ctenodactylus gondii), identificando-o
como Leishmania gondii. Concomitantemente, Alphonso Splendore, no Brasil,
estudando a morte de coelhos com paralisia, acabou encontrando corpusculos
parasitarios cisticos, que ao serem inoculados em caes, desenvolviam a doencga. Este
parasita recebeu o nome de Toxoplasma coniculi (MEIRA, 2010). A descoberta do
parasito em dois continentes e em duas espécies diferentes, quase que
concomitantemente, possibilitou observar a ampla distribuicdo geografica e a
variedade de hospedeiros do novo protozoario no reino animal (AMATO NETO et
al.,1995).

No ano de 1909, Nicolle e Manceaux perceberam que se tratava de um novo
protozoario e trocaram o nome para toxoplasma, do grego “toxon”, que significa arco,
0 que faz mencgéo a forma do parasito (BOA SORTE, et al., 2012). Em 1937 Wolf e
Cowen reconheceram o T. gondii como agente de encefalite em recém nascidos,
fazendo com que a toxoplasmose ganhasse impacto na medicina. Dois anos apds, foi
retratado um caso fatal de uma lactante com encefalite granulomatosa. Estes autores
efetuaram a primeira transmissao da toxoplasmose humana para animais (ROCHA,
2009).

Em 1965 formas do parasito foram encontradas nas fezes de gatos por
Hutchison, e o ciclo biolégico foi determinado por Frenkel, Dubey e Miller em 1970,
nos EUA. Assim foi identificado os estagios sexuais do T. gondii no intestino delgado
de gatos, e a presenca de oocistos nas fezes, tendo se confirmado assim, o gato como
hospedeiro definitivo (SAKATA, 2010).

O T. gondii pertence ao reino Protista, subreino Protozoa, filo Apicomplexa,
classe Sporozoea, subclasse Coccidea, ordem Eucocciidida, subordem Eimeriina,
familia Sarcocystidea, subfamilia Toxoplasmatinae, género Toxoplasma, espécie T.
gondii (MEIRELES, 2001). Um protozoario intracelular obrigatorio, o que significa que
ele precisa de uma célula para sobreviver (KOCHANOWSKY E KOSHY 2018). Pode
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ser encontrado em muitos tecidos e células, e em liquidos organicos, como leite
(colostro), saliva, liquido peritoneal, linfa, urina e sémen (BRESCIANI et al. 2001,
2001; KAWAZOE., 2005; ARANTES et al., 2009).

As trés formas relevantes evolutivas deste protozoario sdo: os taquizoitos, que
representam a forma de multiplicacéo que ocorre na infeccdo aguda; bradizoitos, que
se caracterizam por apresentar multiplicacédo lenta e sédo encontradas nas infecgbes
cronicas ou assintomaticas e, por ultimo os oocistos presentes nas fezes dos felideos,
pois decorrem do ciclo enteroepitelial na familia felidae (ACHA e SZYFRES, 1987,
DUBEY, 2008).

Entre as técnicas existentes utilizadas para o diagnéstico desta patologia, a
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é evidenciada como o padrdo ouro,
podendo ser usada tanto na fase aguda (pesquisa de IgM) ou quanto na fase cronica
(pesquisa de IgG) (CAMARGO, 1973; DUBEY et al., 1988; DUBEY, 2010).

2.1.1 TAQUIZOITOS

Frenkel em 1973 deu o nome a esta forma infectante do parasito por designar
0 estagio de rapida multiplicacdo. Possui forma de lua crescente e mede cerca de 4 a
9 um de comprimento com extremidade posterior arredondada e anterior aguda. Sua
forma de locomocéo é por meio da flexdo, ondulacéo e rotacdo, assim, propagam-se
no organismo dos hospedeiros intermediarios pelo sangue e linfa, replicando-se
assexuadamente no interior das células por endodiogenia. O interesse epidemiologico
desta forma infectante, € pelo fato deles poderem ser transmitidos por via
transplacentaria, sendo assim, um importante agravo para saude publica (DUBEY,
2009).

2.1.2 BRADIZOITOS

Denominado também por Frenkel no ano de 1973. O termo “bradi” significa
lento, organismo que se multiplica lentamente no interior de um cisto tecidual. Apos

adentrarem a célula hospedeira, evoluem de forma mais lentamente, formando os
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bradizoitos que originardo os cistos (MONTOYA e LIESENFELD, 2004). Cada cisto
possui centenas a milhares de bradizoitos e medem cerca de 10 a 100 ym de didmetro
podendo se desenvolver em diversos érgaos como: pulmao, figado, rins, porém, sdo
predominantes nas musculaturas cardiaca e esquelética e também em tecido nervoso,
como cérebro e olhos. Nao € totalmente esclarecido 0 que ocorre com 0S cistos
teciduais, mas acredita-se que possam se romper durante a vida, liberando
bradizoitos que podem ser destruidos pelo sistema imune ou conseguem formar
novos cistos (DUBEY, 2009). Este aspecto deve ser considerado nos casos de
imunossupressao por varios motivos, mas principalmente nos individuos convivendo
com HIV/aids.

2.1.3 OOCISTOS

Os oocistos esporulados possuem seu formato subesférico ou elipticos
medindo de 11 a 13 uym, ja os nao esporulados tem formas esféricas ou subesféricas,
podendo medir de 10 a 12 ym de didmetro (DUBEY et al., 1998). Os oocistos
esporulados contem no seu interior dois esporocistos com quatro esporozoitos cada.
Eles possuem uma morfologia bastante resistente as condi¢cdes ambientais (TENTER
et al., 2000; DUBEY, 2009). Os oocistos que sdo excretados possuem a sua forma
nao esporulada e, sendo assim, ndo tem potencial de infectar. Apés a defecacao, entre
um a cinco dias e de acordo com as condicdes ambientais, ocorre a esporulagéo,
assumindo a sua forma infectante, que contém o esporozoito dentro do oocisto
(DUBEY, 1994).

Em temperaturas de -20°C na agua, 0s oocistos sao capazes de sobreviver por
até 28 dias e, em temperaturas de 37°C podem chegar até a 360 dias de sobrevivéncia
(ALVES et al., 2009). Foi relatado por Martins (2003) que 0s oocistos sdo capazes de
permanecer por até dois anos viaveis no ambiente, no entanto, Araujo et al. (2008)
declaram que os oocistos esporulados podem permanecer até um ano viaveis no meio

ambiente.
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2.2 CICLO DE VIDA

O Toxoplasma gondii possui ciclo de vida heteréxeno facultativo, e as suas trés
formas infectantes sao existentes apenas nos felinos, em especial, 0 gato doméstico,
gue sao os principais hospedeiros definitivos desta zoonose. O parasito detém um
ciclo de vida que se alterna entre um hospedeiro definitivo, onde se realiza a fase
sexuada ou enteroepitelial (felideos), e os hospedeiro intermediarios, nos quais ocorre
a fase assexuada do ciclo de vida (DUBEY, 2009).

Na fase sexuada o parasito é capaz de se replicar dentro de qualquer célula
nucleada de mamiferos ou aves. Esta fase ocorre quando um felideo consome
oocistos ou cistos. Apos a digestdo, 0s esporozoitos ou bradizoitos adentram as
células epiteliais do intestino delgado e depois da esquizogonia, acontece a
diferenciacdo dos gametas, a fecundacédo e a formacao de oocistos (DUBEY, 2009).
Os felideos eliminam em suas fezes os oocistos nao esporulados que em condi¢des
ambientais favoraveis, como temperatura, umidade e oxigenacdo, se tornam
esporulados, assumindo a sua forma infectante. A esporulacao dos oocistos acontece

no ambiente, dentre um a cinco dias apoés a liberacao nas fezes (TENTER et al., 2000).

A fase assexuada tem inicio quando os hospedeiros intermediarios ou felideos
ingerem oocistos ou cistos teciduais. No epitélio intestinal e nos nddulos linfaticos, o
parasito passa de sua forma de esporozoitos ou bradizoitos para taquizoitos,
multiplicando-se rapidamente, ganhando a via sanguinea e linfatica, caracterizando a
fase aguda da infeccdo. Os taquizoitos perfuram a membrada da célula invaginando

o plasma da célula hospedeiro sem rompe-la (DUBEY, 2009).

2.3 TOXOPLASMOSE EM FELINOS

A parasitose pode infectar diversos felideos silvestres, entre eles: as
jaguatiricas, oncas, ledes, tigres, dentre outros, contaminados apos a ingestdo de
carnes cruas contendo cistos teciduais tornando-os hospedeiros definitivos, em
seguida, liberam oocistos em suas fezes passando-os para hospedeiros
intermediarios, como  bovinos, ovinos, caprinos, suinos, entre outras espécies
animais incluindo-se os animais silvestres, as aves e humanos (ANDRADE et al.,

2016; SILVA, 2018). A contaminacdo de felinos domeésticos pelo parasito esta
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associada ao consumo de carnes cruas ou tecidos, e geralmente associado ao habito
de predacédo (RODRIGUES, 2015).

O diagndstico dessa patologia € de suma importancia e entre as diferentes
técnicas recomenda-se a Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), com a qual é
possivel reconhecer dois anticorpos principais, IgG e IgM diagnosticando por meio de
um método analitico os titulos de anticorpos, sendo de alta especificidade e
sensibilidade. A primeira imunoglobulina é utilizada nos inquéritos
soroepidemioldgicos, pois trata-se de anticorpo de fase cronica e a segunda, a IgM de

resposta na infe¢cdo ou doenca aguda (MARCIANO, 2018).

2.4 TOXOPLASMOSE EM CAES

Como esta espécie ndo é considerada como definitiva para Toxoplasma gondii,
0s cdes atestaram a sua importancia como condutor mecénico desse protozodrio,
atuando como sentinelas para a infeccdo. O seu habito carnivoro e de farejar, facilita
esse contato com o parasita, pois sabemos que na natureza os cdes podem se
alimentar de alguns tecidos que podem conter cistos do parasita e o habito de farejar
acaba fazendo com que o animal tenha mais contato com o solo, que pode estar
contaminado (GERMANO et al.,1985; LINDSAY et al.,1997 e LANGONI et al., 2006).

Ao contrario do que acontece com 0s gatos, 0 toxoplasma nao se replica no
intestino de cées (ciclo enteroepitelial), sendo assim, esses animais nao eliminam os
oocistos em suas fezes, mas os caes tem relacdo com esta doenca pelo fato deles
terem habitos de coprofagia e de rolar em ambientes que podem conter fezes de gatos
infectados, e ao ingerirem e rolar em fezes que contenham os oocistos de T. gondii,
0s cées acabam levando em seu pelame a forma infectante, contaminando o ambiente
e possivelmente o ser humano (FRENKEL e PARKER, 1996).

Estudos epidemioldgicos realizados demonstram que este parasito esta
amplamente disseminado na populacéo canina, no entanto, as manifestacdes clinicas
desta doenca e o diagnéstico acabam sendo negligenciados ou até mesmo, acaba
nao sendo reconhecido pelo médico veterinario clinico, contribuindo assim para uma

demora ou auséncia de um diagndstico correto, ja que esta patologia cursa com sinais
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clinicos inespecificos e acaba ocorrendo como oportunista no organismo do animal.
As manifestacdes clinicas nos caes séo variadas e similares a outras enfermidades,
envolvendo varios sistemas e 6rgaos (LEAL e COELHO., 2014). Entre essas doencas,
as coccidioses, que sdo enfermidades sem sintomatologia clinica especifica, podem
apresentar sinais desde uma diarreia, toxemias e/ou neuropatias, e podem também
estar associada a sinais respiratorios (NICOLLE, MANCEAUX, 1908).

2.5 TOXOPLASMOSE EM HUMANOS

A toxoplasmose em humanos pode ocorrer por meio do consumo de carne mal
cozida ou crua, contendo os cistos de T. gondii, ou também pelo consumo de agua ou
alimentos contaminados com oocistos do parasito (RANI e PRADHAN, 2021). Existe
também a transmissao vertical, como abordado anteriormente, que pode acarretar
significativa morbidade e mortalidade fetal, sendo imprescindivel seu diagnéstico e
tratamento precoces para diminuir os danos que esta doenca pode ocasionar durante
a gestacéo (VILAR et al., 2020).

A soroprevaléncia da infeccdo é variavel entre diferentes paises e suas
diversas regides. A prevaléncia do T. gondii € considerada elevada em todo mundo, e
no Brasil, apesar da obrigatoriedade dos exames no pré-natal, as taxas de infeccao,
variam entre 50% a 80% (ZHANG et al.,2016). A ampla distribuicdo e a prevaléncia
da toxoplasmose se devem a algumas caracteristicas que estdo relacionadas ao
parasito: baixa exigéncia metabdlica e alta capacidade de infec¢cdo (JENNES et al.,
2017). Dados dos Estados Unidos apontaram a toxoplasmose como a quarta causa de
hospitalizacdo e a segunda causa de morte entre os 31 principais patégenos de
origem alimentar (RANI e PRADHAN, 2021).

2.6 TOXOPLASMOSE NA GESTACAO

Trata-se de uma doenga grave, que acarreta Vvarios problemas
socioeconémicos de importancia, como a cegueira e o retardo mental nos bebes.
Desta forma varios paises europeus (Franca, Eslovénia, Austria, Suica, Alemanha,

Itdlia e Bélgica) pesquisam a presenca de anticorpos das classes IgM e IgG anti T.
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gondii na mae no pré-natal devido as consequéncias que a toxoplasmose pode

acarretar durante a gravidez (LOGAR et al., 2002).

A toxoplasmose congénita e suas sequelas podem ser evitadas de varias
formas, iniciando pela prevencéo primaria, que é a disseminacao de informacdes para
as gestantes suscetiveis sobre fontes de infeccao; triagem sorolégica pré-natal, que
se baseia no diagndstico mais precoce da toxoplasmose gestacional, seguida por
tratamento adequado para prevenir ou limitar a transmissdo transplacentaria e
diagnoéstico e tratamento fetal, e pela triagem neonatal, seguida pelo tratamento
adequado de recém-nascidos infectados para se evitar complicacées (LAGO et al.,
2007).

Nas gestantes o aspecto social € considerado um fator de risco para a
toxoplasmose congénita, ja que pode existir uma relacdo direta na qualidade do
cuidado pré-natal (VILAR et al., 2020). Rehman et al. (2020) mostraram que a ingestao
de leite ndo pasteurizado de vaca é um fator de risco para as gestantes. Moura et al.
(2019) descreveram as associacdes significativas entre varios fatores de risco para o
acontecimento da toxoplasmose em gestantes: consumo de agua sem tratamento,
contato com gatos, limpeza das fezes do gato, contato com areia e consumo de carne
crua ou mal cozida. Destaca-se as diferentes vias de transmissdo na toxoplasmose.

Apesar da ampla distribuicdo mundial, a toxoplasmose € mais comum em
paises de clima tropical, onde as taxas de infec¢ao estao diretamente ligadas ao nivel
socioeconémico, qualidade de agua, habitos alimentares e condi¢cdes higiénico-
sanitarias da populacdo. Cerca de 25 a 30% da populacdo mundial ja teve contato
com o protozodrio, e no Brasil, estudos em gestantes evidenciam que cerca de 42%
a 90% das gravidas apresentam infeccdo cronica (PESSANHA et al.,2011;
BARTHOLO et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizacéo de inquérito sorologico, em cées atendidos no Hospital Veterinario
da UVV, no periodo de janeiro a marco de 2022, provenientes da grande Vitoria, a fim
de investigar a resposta sorologica de anticorpos da classe IgG anti Toxoplasma

gondii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a soroprevaléncia de acordo com a idade, sexo e raca dos animais.
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4 HIPOTESE

A idade é um fator relevante para ocorréncia da toxoplasmose, pois cades mais
velhos tem maiores chances de contato com as principais vias de transmissao de
contrair da doencga, como pela alimentacdo, 4gua e contato com o meio ambiente
contaminado, principalmente com oocistos esporulados, e também pela caca
predatdria e ingestao de bradizoitos, contidos na musculatura, principalmente no caso
de pequenos roedores e passeriformes. As variaveis avaliadas como a raga, sexo e
idade sé@o importantes do ponto de vista epidemiolégico, quando se avalia os fatores
de risco para a infegéo.
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5 MATERIAL E METODO

Foram utilizadas 150 amostras de conveniéncia, de soro de caes, provenientes
dos atendimentos realizados no Hospital Veterinario da Universidade Vila Velha, nos
meses de janeiro a marco de 2022.

Os animais que sédo atendidos no HV-UVV sdo provenientes da regidao da
Grande Vitoria, que tem uma extensdo territorial de 2.331 km?, e é formada
pelos municipios de Cariacica, Fundado, Guarapari, Serra, Viana, Vila Velha e Vitoria,
sendo sua populacdo composta por 2.006.486 habitantes com uma populacédo de
862.876 cdes segundo o site da g1 IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
no ano de 2015.

Essas amostras foram acondicionadas em temperatura de -30°C e escolhidas
aleatoriamente no Laboratério de Patologia Clinica da Universidade, onde se
encontravam estocadas. ApoOs selecionar o niumero de amostras estabelecido e
necessarias para o estudo, verificou-se a raga, sexo e idade, nas fichas cadastrais

dos respectivos animais.

Com as amostras selecionadas e os dados necessérios identificados foi
realizado, no Servico de Diagnostico de Zoonoses (SDZ) do Departamento de
Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Unesp de Botucatu, a parte experimental da pesquisa, que
foi realizada ap@s treinamento da técnica a ser empregada, acompanhada por médico
veterinario Residente da area de Zoonoses e Saude Publica.

Foi utilizada a técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI), de
acordo com Camargo et al (1977). Inicialmente realizou-se a prova de triagem (Figura
1), e nos casos de reacédo positiva, foi realizada a titulacdo, da respectiva amostra de

soro, para avaliacao do titulo final, para a imunoglobulina, da classe IgG anti T. gondii.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Munic%C3%ADpio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cariacica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fund%C3%A3o_(Esp%C3%ADrito_Santo)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Guarapari
https://pt.wikipedia.org/wiki/Serra_(Esp%C3%ADrito_Santo)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Viana_(Esp%C3%ADrito_Santo)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vila_Velha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vit%C3%B3ria_(Esp%C3%ADrito_Santo)
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Figural: Amostras selecio
Fonte: Arquivo pessoal.

Foram utilizadas laminas pré-fixadas, com taquizoitos da cepa RH de T. gondii,
preparadas no Servico de Diagnostico de Zoonoses - SDZ da FMVZ. A solucéo
antigénica é obtida por meio de lavados intraperitoneais de camundongos,
previamente inoculados intraperitonealmente (Figura 2), com 1 ml de suspencéao rica
em taquizoitos de Toxoplasma gondii. Apos obter o lavado, 0 mesmo é transferido
para um tubo de centrifuga (50 ml), adicionando-se, em igual volume solugéo de formol
0,2% (9,8 ml de solucéo salina + 0,2 ml de formol puro). A seguir incuba-se a
temperatura de 37°C por 30 minutos, homogeneizando-se suavemente, por inversao,

a cada 10 minutos.
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Figura 2: Inoculacdo de solugéo rica em taquizoitos de T. gondii, via intraperitoneal, em camundongo,
para obtencao de taquizéitos para a fixagdo das laminas, a serem utilizadas na Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta- RIFI.

Fonte: Arquivo pessoal.

A seguir, centrifuga-se a suspensao antigénica inativada, a 3000 rpm por 10
minutos e descarta-se o0 sobrenadante. Ao sedimento, acrescenta-se 2-3 ml de
solucdo salina tamponada (SST) 0,01M pH 7,2. Homogeneiza-se em vortex e
centrifuga-se novamente a 3000 rpm por 10 minutos. Descarta-se o sobrenadante e
adiciona ao sedimento 1-2 ml de SST 0,01M pH 7,2, observando-se a sua
concentracdo em lamina (Figura 3), de tal forma que a solucéo contenha de 30 a 40
taquizoitos por campo, pipetando-se 50 microlitros em uma lamina, cobrindo-se com

laminula 24x60 mm para proceder a contagem dos taquizoitos.
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Figura 3: Laminas fixadas com solucao rica em taquizoitos de T. gondii.
Fonte: Arquivo pessoal.

As laminas utilizadas na RIFI sdo compostas por duas fileiras de seis poc¢os,
fixada com o antigeno, procedendo-se a adicdo de 10 microlitros em cada poco de
solucédo antigénica, e espera-se de 2-3 minutos para ocorrer a fixagdo dos taquizoitos
na lamina e, em seguida, retira-se 0 excesso por aspiragdo, restando uma camada
fina, como uma pelicula, sobre cada poco ou perfuracdo a ser utilizada na reacao.
Depois de secas a temperatura ambiente, as laminas sao estocadas em caixa de
madeira ou laminarios, e sdo mantidas sob temperatura de congelamento entre — 18°C

a — 20°C, por periodo maximo de dois meses, antes do seu uso.

Com o material para a pesquisa de anticorpos anti- Toxoplasma gondii, utiliza-
se amostras de no minimo 0,5 ml de soro. As amostras estavam devidamente
dessoradas e acondicionadas em eppendorfs identificados, mantidas sob temperatura

de congelamento até o seu processamento.

No momento de realizar o exame a amostra de soro foi diluida em SST 0,01M
pH 7,2 nas diluicbes de 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 e 1:4096, e em quantas diluicbes
fossem necessarias, para se avaliar o titulo final de cada amostra. Em microplacas
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devidamente identificadas, pipetou-se 150 microlitros de SST 0,01M pH 7,2, nas suas
perfuracdes, formando-se uma fileira. O nimero de perfuracdes preenchidas € de

acordo com o numero de diluicbes a serem testadas.

No primeiro poco é adicionado o soro teste, 10 microlitros de soro para obter a
diluicdo 1:16. Apds homogeneizacdo, transferiu-se 50 microlitros dessa primeira
diluicdo para o segundo poco, obtendo-se a diluicdo 1:64. Procedeu-se assim para 0s
demais pocgos, obtendo-se diluigbes em quadruplicata. No final, apés
homogeneizacgéo, desprezou-se 50 microlitros, referente a ultima diluicdo testada. Na
mesma microplaca, procede-se da mesma maneira para 0S Soros controles positivos

e negativos, pipetando 10 microlitros de soro sabidamente positivo e negativo.

Na lamina previamente fixada com antigeno, pipetou-se 10 microlitros de cada
diluicdo do soro em cada poco, em fileira, ordenados em forma crescente de dilui¢éo,

pipetando inversamente, ou seja, da maior diluicdo para a menor.

As laminas que foram usadas para realizar os testes foram incubadas a 37°C por
30 minutos, e a seguir realizaram-se duas lavagens com o SST 0,01M pH 7,2 (Figura
4), por 10 minutos cada. A seguir, o contetdo da cuba, onde estavam as laminas foi
desprezado, preenchendo-se novamente com a solu¢cdo, mantendo-se as laminas por

mais 10 minutos, na solucao de lavagem.
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Figura 4: LAminas em banho na solu¢do SST 0,01M pH 7,2.
Fonte: Arquivo pessoal.

Em seguida acrescentou-se a rea¢do o conjugado que nada mais é do que o
anticorpo anti-lgG especifica para a espécie pesquisada (no caso dessa pesquisa foi
utilizado o de céo), conjugado com o isotiocianato de fluoresceina, diluido de acordo
com seu titulo, previamente estabelecido, em solugéo de Evans a 20 mg% (Figura 5),
também previamente preparada, que no momento do uso deve ser diluida a 1:5 ou
seja, 1 ml de azul de Evans mais 4 ml de SST 0,01M pH 7,2.
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Figura 5- Solucao de azul de Evans 2% juntamente com o conjugado.
Fonte: Arquivo pessoal.

O conjugado é adicionado no volume de 10 microlitros em cada uma das
diluicbes. A lamina é incubada a 37°C, em camera umida por 30 minutos e a seguir é
lavada em SST 0,01M pH 7,2 duas vezes durante 10 minutos cada, adotando-se o

mesmo procedimento descrito anteriormente.

Apobs secagem das laminas foram colocadas duas gotas de solucao glicerinada
pH 8,5, sobre a lamina, cobrindo-se com laminula. Procedeu-se a leitura em
microscépio de imunofluorescéncia, com objetiva de 40X e ocular de 10X. Apos
analisar os controles, a leitura foi procedida, nas amostras em teste, considerando o
ponto final da reacdo a maior diluicdo do soro, em que ainda havia fluorescéncia
completa e intensa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos, sendo este entéo o
titulo de anticorpo que o animal apresenta e que € expresso em Ul, por exemplo 64
Ul
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6 RESULTADOS

Das 150 amostras analisadas, 16 amostras (10,66%) foram reagentes na RIFI,

com titulos variaveis. As demais, 134 amostras (89,34%) foram nédo reagentes.

Das amostras positivas, 15 (93,75%) apresentaram titulo 16 Ul, 11 (68,75%)
titulo 64 e 3 (18,75%) titulo 256 UI.

Em relacdo ao sexo, das 16 amostras positivas, 9 (56,25%) eram fémeas e 0s
demais 7 (43,75%) machos. Dessas 9 fémeas, 7 (77,77%) eram SRD (sem raca
definida) e as outras duas restantes eram da raca Poodle. Dos 7 machos, apenas 2
(28,57%) eram SRD e os outros 5 animais (71,43%) eram das racas Golden Retriever,

Husky Siberiano, Poodle, Basset Hound e Bulldog.

As idades dos animais reagentes, variavam de trés até 15 anos de idade. Os que
apresentaram titulacdo mais elevada, 256 Ul tinham idade de 10 e 12 anos. Na tabela

1, sdo apresentados os dados referentes aos animais sororreagentes.



NUMERO RG DO ANIMAL ESPECIE, RACA, IDADE DATA DA
SEXO COLETA
1 31651/22 - Canina, fémea, 10 anos 26.01.22
Monaliza SRD
2 28772/21- Maya | Canina, fémea, 4 anos 06.01.22
poodle
3 31611/22-Teo Canina, macho, | 2 anos 20.01.22
SRD
4 10558/13- Alef Canina, macho, | 12 anos 25.01.22
Golden
5 30399/21- Lisa Canina, fémea, 9 anos 31.01.22
SRD
6 31924/22- Eros Canina, macho, | 3 anos 23.02.22
Husky
7 31744/22- Canina, fémea, 12 anos 04.02.22
Coxinha SRD
8 23188/19- Raika | Canina, fémea, 15 anos 25.02.22
SRD
9 23446/19-Maya | Canina, fémea, 12 anos 24.02.22
SRD
10 31676/22- Canina, macho, 12 anos 29.03.22
Negao SRD
11 32203/22-Cleilin | Canina, macho, | 6 anos 23.03.22
Basset Hound
12 32150/22- Canina, fémea, 14 anos 18.03.22
Neguinha Poodle
13 32154/22-Thor | Canina, macho, | 7 anos 22.03.22
Bulldog
14 32028/22- Canina, fémea, 7 anos 10.03.22
Dayse SRD
15 31752/22- Canina, fémea, 4 anos 18.03.22
Catarina SRD
16 32297/22- Pipo | Canina, macho, 10 anos 31.03.22
Poodle

Tabela 1: Tabela demonstrando os animais positivos para T. gondii, onde sdo apontadas a raca,
sexo, idade e data da coleta. Todos os animais tinham um nimero de cadastro no HV-UVV.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, foi obtivo uma porcentagem de 10,66% de animais
soropositivos para T.gondii, demonstrando assim uma similaridade com o estudo
realizado por Dantas et al. (2014), onde testaram 476 caes, e 55 deles foram positivos,
demonstrando assim, uma porcentagem de 11,5% bem proxima ao estudo realizado
nos animais atendidos no HV-UVV . A frequéncia observada no presente estudo &
baixa quando comparada com resultados obtidos em outros estados brasileiros, como
em Rondénia, 76,4% (CANON-FRANCO et al., 2004) e Paraiba 45,1% (AZEVEDO et
al., 2005). Salienta-se que estes resultados podem ser devido ao nimero de amostras
testadas, teste diagndstico utilizado, periodo de realizacao do estudo, e caracteristicas

individuais da populacdo canina estudada.

Coiro et al (2011), obtiveram resultados diferentes aos encontrados na presente
pesquisa, com 20,8% de animais soropositivos para T. gondii, em 302 amostras de
soro canino, na regido de Botucatu-SP. Consideramos que estes inquéritos séo
importantes para se se avaliar, nas diferentes regibes, ndo somente a
soroprevaléncia, mas também os resultados sorol6gicos com a relacdo aos titulos

obtidos da infeccao toxoplasmica.

No presente estudo, os titulos com maior frequéncia foram 16 Ul e 64 UlI,
concordando com os resultados obtidos por Paz et al (2019). No estudo citado, foram
encontrados 38,0% de animais sororreagentes para anticorpos da classe IgG anti-T.
gondii, uma porcentagem maior do que a obtida no presente estudo. Novamente,
destaca-se o numero de amostras avaliadas, e a procedéncia diferente dos animais,
nos dois estudos. Estes fatores devem ser avaliados e interpretados cuidadosamente
com os resultados obtidos nas diferentes pesquisas, ndo somente no que se refere a
toxoplasmose, mas também com relacéo a outras enfermidades, principalmente as

enfermidades infecciosas.

Pode-se notar que tanto no trabalho realizado por Coiro et al (2011) quanto no
presente estudo, as fémeas tiveram mais chances de infeccdo que os machos.
Considerando-se que a toxoplasmose € um problema de saude Unica, especula-se a

importancia da pesquisa de oocistos presentes no entorno de onde vivem estes
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animais, para poder se avaliar melhor os fatores de risco, relacionados a
contaminacdo ambiental, claro, que independente do sexo dos animais, mas no
presente estudo seria intrigante, a avaliacdo da participagdo do meio ambiente,
fechando-se o ciclo de infec¢do no caso destas fémeas positivas.

No presente estudo, os titulos obtidos com maior frequéncia foram 16 Ul e 64 Ul,
concordando com Paz et al (2019). Apesar de titulos baixos, se comparados a outros
estudos sobre a soroprevaléncia da toxoplasmose canina, nas diferentes regides do
pais, e também no exterior, enfatiza-se 0 contagio prévio desses animais
sororreagentes com o agente infeccioso, indicando o possivel risco de infeccéo para
o ser humano, uma vez que eles convivem nos mesmos ambientes, e estdo expostos

aos mesmos fatores de risco.

A idade é considerada um fator de risco para a infeccdo por T.gondii, € no
presente estudo, verificou-se que 0s caes soropositivos apresentavam idade superior
aos 48 meses, com maior chance de serem soropositivos, em comparagao com caes
de 3 a 12 meses de idade. Este, resultado corrobora com os descritos por CANON-
FRANCO et al. (2004) e AZEVEDO et al. (2005), que obtiveram soroprevaléncia maior
nos animais com idade mais avangada, evidenciando a maior possibilidade de acesso
as fontes de infeccdo e vias de transmissdo com o passar da idade. Tal fato, pode
ocorrer na infeccdo por outros patégenos, considerando-se que 0S animais mais
velhos tém maiores chances de se expor aos agentes infecciosos, seja pelo contato
com outros animais, e também pelo contdgio com o agente presente no meio

ambiente.

Como néo sabemos a procedéncia dos caes que utilizamos para o estudo, por
tratar-se de amostras de conveniéncia, obtidas no banco de soro do Laboratorio
Clinico do HV da UVV, apesar do cadastro, e possivelmente serem animais que vivem
com seus tutores, sendo assim, domesticados, podemos inferir, e de acordo com Paz
et al (2019), que os caes domésticos apresentam uma menor soroprevaléncia, para
toxoplasmose devido as menores chances de contato com outros animais. No caso
especifico da doenca estudada, enfatizamos que os gatos sdo os hospedeiros
definitivos na toxoplasmose, contaminando o meio ambiente, a partir da eliminagao
de oocistos esporulados, e havendo a menor chance de contato com estes animais,

espera-se um menor risco de infecao.
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Outras variaveis como a alimentacéo, acesso a rua, convivio com outros animais,
convivio com felinos domeésticos, tipo de agua que consomem, dentre outras variaveis
importantes, devem ser avaliadas como fatores de risco. No presente estudo n&o era
objetivo avaliar e cruzar os resultados frente a essas variaveis, sendo este um aspecto
limitante do mesmo. Sugere-se, entretanto novos estudos, avaliando-se um maior
namero de amostras, aplicando-se aos tutores dos animais, questionario
epidemioldgico estruturado, para poder se avaliar os fatores de risco da toxoplasmose
canina em animais da regido metropolitana da Grande Vitéria. Salienta-se, também,
que contribuiram para os aspectos levantados, o pouco tempo disponivel para a

realizacdo do estudo e ainda os efeitos nefastos da pandemia do COVID 19.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos que abordem os cdes como sentinelas para a toxoplasmose e o seu
devido papel na participacdo desta doenca de carater zoonotico sdo de extrema
importancia, pois sabemos que a populacao de caes é grande e o convivo do animal
com os seres humanos s6 tem crescido, aumentado assim os riscos de infec¢ao e
doenca aos humanos. Apesar de ser uma zoonose, ainda requer novos estudos
guanto ao papel dos caes no ciclo epidemiolégico de transmisséo da doenca, sendo

estimulados novos estudos, na regido e no Estado do Espirito Santo.

Apesar das limitacdes elencadas, consideramos relevantes os resultados
obtidos, reforcando a importancia do cdo, como animal sentinela na toxoplasmose
especificamente, no presente estudo, e que o agente estudado esta presente no
entorno onde vivem esses cdes, com riscos de transmissdo desta zoonose,

principalmente para gestantes, que é o principal problema relacionado a esta

enfermidade, quanto a saude publica.

A realizacdo desta pesquisa, foi importante sim, pelos resultados obtidos, e
também pela possibilidade de ter realizado a parte experimental do estudo na FMVZ,
UNESP de Botucatu, e ter conhecido outras pessoas, nova realidade, e ter de fato
realizado juntamente com a equipe do meu orientador, a analise das amostras pela

técnica de imunofluorescéncia indireta-RIFI.
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