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Resumo

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario parasita intracelular obrigatorio de elevada
importancia em saude publica, sendo a toxoplasmose uma das zoonoses mais frequentes
no globo terrestre. Este parasita tem como hospedeiro definitivo os felideos e como
hospedeiros intermedidrios todos os animais homeotérmicos. A infeccdo pode estar
associada ao aborto e doenga congénita nos hospedeiros intermediarios. O objectivo do
nosso trabalho foi determinar a seroprevaléncia e possiveis factores de risco associados
a infeccdo em ovinos, suinos e canideos, em varias zonas de Tras-os-Montes ¢ Alto
Douro. Recolheram-se 154 amostras de sangue de cdes provenientes dos concelhos de
Lamego (n=133), Braganca (n=12), Vila Real (n=3), Vinhais (n=3), Mogadouro (n=1) e
Vimioso (n=1). Em relagdo aos ovinos, foram recolhidas 46 amostras de sangue na linha
de abate de alguns matadouros: Matadouro de Resende; Matadouro Industrial do
Cachdo e Matadouro de Carne de Vinhais, provenientes dos concelhos de Lamego
(n=18), Vinhais (n=13), Moimenta da Beira (n=4), Chaves (n=2), Vila Flor (n=2) e
Macedo de Cavaleiros (n=1). Foram também incluidos no estudo 132 amostras de
sangue de suinos recolhidas no Matadouro Industrial do Cachdo e no Matadouro
Herdeiros de Jos¢ Morais & Borges, Lda, oriundos dos concelhos de Mirandela (n=21)
e Chaves (n=112). Foi utilizado o teste de aglutinagdo directa modificado (MAT) para a
pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e considerado como resultado positivo a
aglutina¢ao para uma diluicdo de 1/20. Obtivemos uma seroprevaléncia nos ovinos de
56,5% (26/46), 29,9% (46/154) nos caes e de 0% (0/132) nos suinos. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas em caes adultos (>1 ano), em ovinos de sexo
feminino, adultos e criados em regime extensivo. Desta forma, face a estes resultados
podemos concluir que o cdo e os ovinos sdo espécies vulneraveis a infecgdo e

representam um factor de risco para a saude publica.
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I — Revisao da Literatura




1. Introducio

A espécie Toxoplasma gondii encontra-se em quase todas as areas do Mundo,
infectando cerca de 20% da populacdo humana tendo grande importincia a nivel médico

e econdmico (Tenter et al., 2000; Bhopale, 2003; Barragan e Sibley, 2003).

Reconhecida pela primeira vez na década de 1930, a distribuicdo e as elevadas
seroprevaléncias de infec¢do por 7. gondii s6 foram conhecidas nos anos 50 ¢ 60, com

os avangos dos testes serologicos e da microscopia (Tenter et al., 2000).

No final dos anos 60 foi determinado o ciclo de vida do parasita, com a
clarificagdo da fase assexuada e sexuada (Buxton et al, 1997; Tenter et al., 2000).
Recentemente, através da utilizacdo de técnicas de sequenciacdo genética foram
descobertas estirpes diferentes de 7. gondii, com diferentes viruléncias (Ajzenberg et

al., 2004).

O gato, hospedeiro definitivo do parasita, possui um papel importante nesta
zoonose; além disso, a infeccdo em animais para consumo humano provoca grandes
perdas economicas, por diminui¢do da comercializacdo das carnes, e uma fonte

constante de infec¢@o para os seres humanos (Lopes, 2007a).

A prevaléncia de infeccdo pode ser mais elevada em algumas espécies animais,
exemplo disso s30 0s ovinos, 0s caprinos, os suinos € os marsupiais; em contraste, os
bovinos e 0s equinos aparecem relativamente menos infectados (Buxton e Innes, 1995;

Tenter et al., 2000; Hill e Dubey, 2002).

Desta forma, ¢ elevada a importancia do conhecimento profundo da etiologia da
toxoplasmose para a saude publica, o que justifica o desenvolvimento de trabalhos de
pesquisa que permitam a descoberta de formas de diminuicdo ou eliminagdo do perigo

de infec¢do para o Homem.




2. Toxoplasma gondii

2.1. Taxonomia

Segundo Levine et al. (1980), a espécie Toxoplasma gondii (Nicolle e
Manceaux, 1908), pertence ao reino Protista (Haeckel, 1866); sub-reino Protozoa
(Golffuss, 1918 e Von Siebold, 1845); filo Apicomplexa (Levine, 1970); classe
Sporozoa (Leukart, 1879); ordem FEucocidia (Léger e Duboscq, 1910); sub-ordem
Eimeriina (Léger, 1911); familia Sarcocystidae (Poche, 1913); sub-familia

Toxoplasmatinae (Biocca, 1956) e género Toxoplasma.

2.2. Formas infectantes de Toxoplasma gondii

O protozoario T. gondii possui trés estadios infectantes para os hospedeiros
intermediarios (HI) e para os hospedeiros definitivos (HD), o esporozoito (no interior de
oocistos) e os taquizoitos e bradizoitos (no interior de quistos tecidulares), a Figura 1

ilustra as formas infectantes do protozoario.

2.2.1. Oocistos

Os membros da familia Felidae, incluindo o gato doméstico, sdo os unicos
hospedeiros definitivos conhecidos, em que ocorre a formacao e elimina¢do, durante um
intervalo de tempo limitado, de milhdes de oocistos ndo esporulados (10 x 12 pm de
diametro) com as fezes. Apos esporulagdo no meio ambiente, cada oocisto contém 2

esporocistos cada um deles com 4 esporozoitos (Montoya e Lisenfeld, 2004).

2.2.2. Taquizoitos

Os taquizoitos ( 2-4 um de largura e 4-8 pm de comprimento) sdo ovais € s3o a

forma de multiplicagdo rapida do parasita (Carvalho, 2006).




2.2.3. Bradizoitos

Os bradizoitos encontram-se no interior de quistos e representam a forma latente
ou cronica do parasita durante a vida do hospedeiro. Sao morfologicamente idénticos
aos taquizoitos, mas multiplicam-se mais lentamente. Os quistos podem conter centenas
de milhares de bradizoitos, localizando-se preferencialmente no cérebro e no musculo
esquelético e cardiaco. Em hospedeiros imunodeprimidos os bradizoitos podem
transformar-se novamente em taquizoitos causando uma nova infec¢do. (Montoya e

Lisenfeld, 2004).

Figura 1. Estadios do 7. gondii. (A) Taquizoitos (setas), taquizoitos em divisdo (ponta
da seta); (B) Quistos em corte histolégico de musculo esquelético: parede fina do quisto
(seta), bradizoitos (cabegas de seta); (C) Quisto isolado de cérebro infectado: parede do
quisto (seta), bradizoitos (cabegas das setas); (D) Esquizonte com taquizoitos (cabecas
de seta) presentes no intestino de gato infectado; (E) Gameta masculino com dois
flagelos (setas) presente no intestino de um gato infectado; (F) Oocisto nao esporulado;
(G) oocisto esporulado, com dois esporocistos (Hill e Dubey, 2002).




2.3. Ciclo biologico

O Toxoplasma gondii ¢ um parasita heteroxeno, podendo infectar practicamente
todos os animais homeotérmicos, como aves € mamiferos incluindo os seres humanos.
Os hospedeiros intermediarios podem ser todos os animais de sangue quente incluindo

os felideos (Tenter, ef al., 2000; Dubey et al., 2004a).

Como ilustra a Figura 2, quando o quisto ¢ ingerido pelo hospedeiro definitivo,
ocorre a libertacdo dos bradizoitos por ac¢cdo de enzimas gastricas proteoliticas, os quais
penetram na ldmina propria do intestino dando origem a uma fase assexuada
(esquizogonia) e outra sexuada (gametogenia), com a formagdo de microgametas e
macrogametas e posterior formagdo de oocistos. Os oocistos eliminados com as fezes
ndo se encontram esporulados, ocorrendo a esporulacio fora do felideo no meio
ambiente sob condi¢des ambientais favoraveis de humidade, temperatura e arejamento,

a esporulagdo demora entre 1 ¢ 5 dias (Dubey et al., 1998; Tenter et al., 2000).

HOSPEDEIRO
DEFINITIVO Oocistos ndo esporulados
Gat liberados juntamente com
alo : . as fezes
quistos ingeridos N
pelo gato f
quistos em tecidos
= @ g
- Ingestao b o> -~
— A de quistos
na carne - w
infectada *
crua ou P
Taquizoitas mal-cozida
transmitidos
através da @
placenta
Hospedeiros

intermediarios
ingerem
oocistos
- q‘—
em alimentos
ou
agua
- ou
solo

HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS Oocisto esporulado

"

Contaminacao
de alimentos
e agua

Infecgéo do feto

Figura 2. Ciclo biolégico (adaptado de Hill e Dubey, 2002).




Quando hospedeiros intermediarios, incluindo os felideos, consomem tecidos
contendo quistos, por carnivorismo, ou agua contendo oocistos esporulados, podem
adquirir a infec¢do. Por ingestdo de alimentos, os bradizoitos, libertados dos quistos, ou
os esporozoitos, libertados dos oocistos, penetram nas células do intestino,
transformam-se em taquizoitos, os quais apos multiplicacdes locais, disseminam-se por
via sanguinea e linfatica para varios orgdos, com posterior formagdao de quistos
contendo bradizoitos (Dubey, 2004). Nos hospedeiros intermedidrios, os taquizoitos
invadem varios tipos de células e multiplicam-se por endodiogenia, levando a ruptura
das células-hospedeiras, ocorrendo libertacdo dos taquizoitos, os quais vao infectar
novas células, iniciando-se novo ciclo de multiplicagdo. Desta forma, os taquizoitos
infectam varios tecidos do hospedeiro, com especial afinidade para o cérebro e musculo

(Montoya e Lisenfeld, 2004).

Quando os taquizoitos entram activamente nas células hospedeiras forma-se um

vacuolo parasitéforo, que os protege dos mecanismos imunologicos (Dubey, 2004).

Apo6s varias multiplicagdes dos taquizoitos, ocorre a formacdo de quistos
tecidulares com bradizoitos. Os quistos podem permanecer nos hospedeiros
intermediarios durante toda a vida e representam a forma crdonica da doenca. Estudos
realizados por Dubey (1998) sugerem que, a determinada altura, possa haver
reactivagdo dos quistos e a produg¢do de novos taquizoitos e posterior formacdo de

novos quistos contendo bradizoitos.

2.4. Genotipos de Toxoplasma gondii

De uma forma geral, 7 gondii possui uma extrutura populacional do tipo clonal,

existindo 3 genotipos principais: os tipo I, II e III (Carruthers e Suzuki, 2007).

A maior parte dos genotipos isolados de doentes com a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) sdao do tipo II. O tipo I e tipo II t€m sido
predominantemente encontrados em doentes com toxoplasmose congénita, enquanto
que a maior parte de isolados de animais pertence ao genoétipo tipo III (Montoya e

Lisenfeld, 2004).




O gendtipo tipo I compreende estirpes altamente virulentas para murganhos. O
genotipo tipo II e tipo III possui estirpes com viruléncia intermédia e estirpes

avirulentas, respectivamente (Sibley, 2003).

As diferengas entre as diversas linhas foram efectivamente confirmadas nos
estudos realizados por Sibley e Boothroyd (1992), através da andlise “restriction

fragment length polymorphisms” (RFLP) do DNA gendmico.

Uma das diferengas entre as linhas genéticas de 7. gondii ¢ a viruléncia. Com
efeito, foi descoberto que as estirpes virulentas tinham um antigénio 23 kilodaltons
(KD) nas membranas, enquanto que as ndo virulentas possuiam antigénio 27 KD

(Carruthers e Suzuki, 2007).

A reproducdo sexuada entre duas linhas clonais distintas e competitivas de 7.
gondii provoca a evolugdo natural da viruléncia. A capacidade de infec¢cdo oral directa

foi uma mudanga recente que possibilitou a expansao deste protozoario (Sibley, 2003).

Num estudo recente, Carruthers e Suzuki (2007) demonstraram a possibilidade
de Toxoplasma gondii estar envolvido na ocorréncia de esquizofrenia. Desta forma,
como os tipos II e III s3o menos agressivos que o tipo I, o tipo II pode estar envolvido

na etiologia da doenca e o tipo I parece contribuir para o seu desenvolvimento.

3. Resposta imunitaria

Em hospedeiros imuncompetentes, as respostas celulares e humorais sdo
importantes no controlo da infec¢do (Bophale, 2003). A imunidade a infec¢do é uma
batalha continua entre o agente patogénico e os mecanismos de defesa do hospedeiro,
em que o parasita usa todas as estratégias possiveis para desencadear um processo de

infec¢cdo (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

3.1. Imunidade humoral

A imunidade humoral induzida por 7. gondii ¢ principalmente dirigida contra os

taquizoitos, uma vez que os anticorpos impedem a adesdo do parasita a célula
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hospedeira. Individuos com infeccdo cronica sdo geralmente resistentes a uma re-
infeccdo devido a existéncia de imunoglobinas (Ig), que podem ser produzidas no

sangue ou nos tecidos infectados (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

A IgG corresponde a maior classe de imunoglobinas envolvidas na resposta
imunitaria contra 7. gondii (Ronday et al., 1999). Apds 1 a 2 meses da infeccdo ter
ocorrido a IgG aparece e os seus niveis vao aumentando até cerca de 6-14 meses depois.
Em infecgdes recentes a afinidade funcional das IgG aos antigénios ¢ mais baixa (avidez
baixa), a medida que a infeccdo avanca, a sua quantidade diminui mas a sua avidez
aumenta; desta forma a presenga de IgG de alta avidez exclui a possibilidade de uma

infec¢do recente (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

A IgM esta associada a infecgdes recentes, contudo, permanecem mais tempo
em circulagdo em comparag@o com as IgA. Desta forma, niveis persistentes de IgM na
auséncia de IgA indicam uma infeccao antiga. Estes anticorpos podem ser detectados
numa fase inicial da infec¢do, aumentando gradualmente e possuindo um pico pelos 1-2
meses, diminuindo depois até niveis ndo detectaveis por volta dos 8 meses pos-infeccao.
IgM detectadas no sangue de um recém-nascido sdo indicativas de infec¢do congénita,
pois esta classe de Ig ndo possui a capacidade de atravessar a placenta (Hegab e Al-

Mutawa, 2003).

Por sua vez, a IgA ¢ produzida quando os linfécitos localizados na lamina
propria sdo sensibilizados pelo parasita (Hegab e Al-Mutawa, 2003). Este tipo de
anticorpos apenas ¢ observado durante a fase aguda de primo-infec¢do, sendo

importante para determinar uma infec¢ao recente (Bophale, 2003).

3.2. Imunidade celular

A imunidade mediada por células desempenha a defesa principal no controlo da

multiplicagdo e disseminacao de 7. gondii (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

Os taquizoitos podem infectar todo o tipo de células nucleadas, disseminando-se
por todo o organismo (Denkers e Gazzinelli, 1998). A indug¢do de uma resposta
imunitaria mediada pelas células T ¢ importante, uma vez que permite a sobrevivéncia

do parasita e do hospedeiro intermedidrio (Denkers e Gazzinelli, 1998). Segundo
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Denkers e Gazzinelli (1998), a resposta imunitaria influéncia a presenca de taquizoitos

ou de bradizoitos, podendo induzir a conversao de taquizoitos em bradizoitos.

Os macrofagos, através da produgdo de mediadores imunoldgicos, apresentam
um papel bastante importante na regulagdo da resposta imunitaria celular (Bophale,
2003). Os macrofagos produzem interleucina 12 (IL-12), que por sua vez activa as
células “natural killer” (NK) e as células T ocorrendo a produgdo de interferdo-y (IFN-
Y), sendo esta a citoquina mais importante envolvido no controlo de 7. gondii

(Gazzinelli et al..,1993).

O IFN-y e o factor a de necrose dos tumores (TNF-a) actuam em conjunto
mediando a eliminagdo dos taquizoitos pelos macrofagos. A combinacdo destas duas
citoquinas provoca a produ¢do de radicais livres e oxido nitrico (NO), ambos eficazes

na eliminacao do parasita (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

As células T “helper” (Th) CD4+ e T citotdoxicos CD8+ actuam em conjunto
para a protec¢do do individuo contra o parasita. Dentro da populagdo de linfocitos, os
CD8+ sdo considerados os principais responsaveis pela protecgdo contra o parasita, com
os CD4+ a desempenharem um papel sinérgico produzindo IFN-y e IL-2 que activam
sinalizadores para outras células como as NK (Denkers e Gazinelli, 1998; Bhophale,
2003; Hegab ¢ Al-Mutawa, 2003). Uma falha na regulag¢do da producao de IFN-y, pode

provocar uma resposta inflamatéria no individuo (Bophale, 2003).

Os tecidos ocular e cerebral sdo locais imunologicamente privilegiados, onde a
resposta imunitaria local ¢ controlada para evitar a destruicdo dos tecidos. Em
circunstancias normais, o fluido intra-ocular possui citoquinas com efeito
imunossupressor (Bophale, 2003). No cérebro as células da micréglia possuem um
papel importante no controle da resposta imunologica (Bophale, 2003; Carruthers e

Suzuki, 2007).

4. Patogenia da toxoplasmose

Sabe-se, com a ajuda dos trabalhos desenvolvidos por Carruthers e Suzuki

(2007), que bradizoitos, esporozoitos e taquizoitos apresentam diferengas na expressao




genética, capacidade de invasdo e na taxa de multiplicagdo. O desenvolvimento de
doenca e as manifestacoes clinicas parecem ser directamente influenciadas pelo estadio
do parasita que provoca a infec¢do; além disso, os sinais clinicos dependem da altura

em que ocorre a infec¢do, ou seja, antes ou depois do nascimento.

Apoés a primo-infeccdo, a disseminagdo e multiplicagdo dos taquizoitos ocorre
em Orgaos especificos, provocando morte celular e necrose tecidular (Davidson, 2000).
Uma infeccdo primaria pode ser fatal, especialmente em animais jovens ou
imunocomprometidos; contudo, na maioria das vezes as infecgdes sao assintomaticas. A
razdo pela qual apenas alguns animais desenvolvem a doenca, ainda ndo ¢ muito bem

compreendida (Davidson, 2000).

Toxoplasma gondii ¢ capaz de infectar todo o tipo de células nucleadas e
ultrapassar diversas barreiras de importancia biologica. Apds infeccdo oral, o parasita
atravessa o epitélio intestinal e propaga-se para tecidos mais profundos, atravessando
barreiras bioldgicas importantes como a placenta ou a barreira hemato-encefalica, com a
finalidade de alcancar locais sensiveis do ponto de vista imunoldgico (Barragan e

Sibley, 2003).

O primeiro passo para que ocorra invasdo por parte do protozodrio ¢ o
reconhecimento e ligagcdo a célula-alvo, na qual o parasita ird percorrer a membrana
celular até encontrar o ponto de jungao reconhecido pelo podlo apical. Neste processo
dois tipos de organelos parecem possuir um papel importante: as roptrias e o0s

micronemas (Bhopale, 2003).

Segundo Carvalho (2006) o processo de invasdo celular pelo parasita pode ser resumido

em trés etapas ou fases.

1) A adesdo inicial do parasita 4 célula hospedeira ocorre sem orientagao especial e
envolve antigénios imunodominantes da superficie do parasita. Apos a adesdo
inicial, os parasitas posicionam-se para a extor¢do do conoide, seguindo-se a
formacdo do vacuolo parasitoforo, onde varias proteinas especificas de 7. gondii
sdo sintetizadas. As adesinas, secretadas pelos micronemas, sdo responsaveis
pela espessa zona de adesdo e formagdo da juncdo de movimento, que
juntamente com o citoesqueleto do parasita, for¢a-o para o interior do vacuolo

parasitéforo em formagao.
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2) Exocitose de proteinas de roptrias para o interior do vacuolo parasitoforo, as
quais formam através das suas membranas uma associagdo com organelos da
célula hospedeira, para que mitocondrias e reticulo endoplasmatico sejam
posicionados adjacentes ao vactolo parasitoforo.

3) Proteinas dos granulos densos sdo exocitadas e modificam a membrana do
vacuolo parasitoforo, contribuindo para a remodelagdo e maturacao deste, com a
formac¢ao de uma rede de maturacao intravacuolar metabolicamente activa para a

reproducdo e desenvolvimento do parasita.

A membrana do vactiolo parasitdforo ¢ formada por cerca de 80% da membrana da

célula hospedeira e 20% da membrana fornecida pelo parasita (Carvalho, 2006).

A grande mobilidade de 7. gondii, importante na invasdo, tem também especial
importancia na capacidade do parasita em se disseminar pelos tecidos. A capacidade de
atravessar barreiras bioldgicas permite-lhe atingir locais importantes do ponto de vista

imunoldgico, como o sistema nervoso central e o feto em desenvolvimento.

O estudo e a compreensao dos processos de migragdo podem ser importantes no

desenvolvimento de novas terapias (Barragan e Sibley, 2003).

5. A infec¢ao no gato

Os gatos desempenham um papel primordial no ciclo biolégico de 7. gondii,
uma vez que sendo hospedeiros definitivos excretam oocistos resistentes para o meio
ambiente (Dubey e Beattlie, 1988). Os oocistos esporulados desempenham um
importante papel na epidemiologia da infeccdo zoondtica como fonte directa ou
indirecta de infeccao para os seres humanos (Lopes, 2007a).

Desta forma, estudos epidemioldgicos que permitam compreender os riscos para
as populagdes, sdo importantes para tomar medidas preventivas, e estudar formas de

controlar a contaminacdo ambiental, além da utilidade cientifica.
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5.1. Transmissao ao gato

Segundo Hill et al. (2007) o gato pode adquirir a infec¢do através da
ingestao de:

- oocistos nas fezes do proprio ou de outro gato.

- taquizoitos, por carnivorismo.

- quistos com bradizoitos, por carnivorismo, sendo esta a forma mais frequente.

Gatos com acesso ao exterior das habitagdes t€m uma maior probabilidade de
adquirirem a infecgdo (Tenter et al., 2000). Os gatos também podem adquirir a infecg@o
por via transplacentaria (Dubey et al., 1996) ou por via galactéfora pelo consumo de
leite materno infectado (Powell et al., 2001). A concentragdo em enzimas proteoliticas
no tubo digestivo dos gatinhos ¢ geralmente inferior tornando-os mais sensiveis que os
adultos a infecgdo pela ingestdo de taquizoitos (Tenter et. al., 2000). Contudo, de acordo
com Dubey et al. (1977), estes dois tipos de transmissdo tém pouca importancia em
condi¢des naturais.

A dinamica da transmissao do parasita num determinado ambiente deve ser
investigada considerando-se todos os elementos relevantes, incluindo as caracteristicas
fisicas, a presenca de eventuais hospedeiros intermediarios e a propria estrutura das
populacdes dos gatos (Afonso et al., 2006).

A maioria dos gatos que vivem em liberdade infectam-se muito jovens, através
da ingestdo de tecidos infectados de hospedeiros intermedidrios como pequenos
roedores e aves (Tenter et al., 2000).

Segundo Lopes (2007a), os gatinhos podem adquirir a infeccdo a partir de
irmaos infectados que eliminem oocistos. Contudo os gatos apresentam uma resisténcia
natural aos oocistos, sendo necessario uma grande quantidade dos mesmos para que
ocorra a infeccdo. Além disso, os grandes cuidados higiénicos maternos na limpeza das

fezes, tornam a transmissao directa entre irmaos pouco provavel.

5.2. Distribuicio e prevaléncia da infec¢do em gatos

Para estudos epidemioldgicos, os valores de seroprevaléncias sao mas uteis que
os resultados obtidos por exame coproldgico, porque gatos seropositivos possuem uma
maior probabilidade de terem excretados oocistos para o exterior, funcionando como

indicadores de contaminag¢ao ambiental (Dubey e Frenkel, 1972).
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Estudos seroldgicos demonstram que a seroprevaléncia varia entre 0 ¢ 100%
dependendo do método utilizado, do nimero de animais testados e da area geografica
(Dubey e Beattie, 1988). No Anexo | encontram-se valores de seroprevaléncias

encontrados em gatos de varios paises.

5.3. Lesoes e sinais clinicos

Embora a infec¢do seja bastante prevalente, a toxoplasmose como afeccdo em
gatos ¢ na maioria dos casos pouco frequente. Quando a doenga ocorre, as
manifestagdes clinicas mais frequentes sdo: hepatite, efusdo peritoneal, encefalite,
lesdes perivasculares e degenerativas do sistema nervoso central (SNC), ataxia, pirexia,
entre outras. Na maioria dos casos, a toxoplasmose ¢ um achado post-mortem, nao
existindo desta forma muita informagao acerca da sintomatologia que um gato infectado
pode apresentar. Foram descritos casos com febre, anorexia, letargia, sintomas
respiratorios, vomitos, diarreia, coriorretinite e uveite anterior, com que 75% dos gatos
infectados a apresentarem algum tipo de lesdo ocular ( Meunier et al., 2006; Dubey e
Jones, 2008).

Os sinais clinicos podem persistir durante dias ou até meses. Teoricamente,
qualquer orgdo pode ser infectado, o que resulta na inexisténcia de sinais clinicos
patognomoénicos em gatos com toxoplasmose, embora se considere ser muito pouco
frequentes as infec¢des generalizadas nos gatos. Por outro lado, a toxoplasmose ¢ muito
mais grave em gatinhos infectados por via transplacentaria. Animais infectados podem

morrer algumas horas apds o nascimento (Campillo et al., 1999).

6. A infeccao no Homem

O protozoario 7. gondii encontra-se distribuido mundialmente, sendo um dos
agentes infecciosos mais prevalentes em seres humanos (Lappalainen ¢ Hedman, 2004).
A toxoplasmose ¢ uma das zoonoses mais comuns, uma vez que cerca de 1/3 da

populacao mundial j& esteve exposta ao parasita (Tenter et al., 2000).
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Em individuos com sistema imunitario debilitado, como os doentes portadores
de virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pode ocorrer reactivagdo do parasita e

posterior doenca (Thjodleifsson et al., 2006).

6.1. Transmissao ao Homem

Segundo Carvalho (2006) os seres humanos podem ser infectados pelas

seguintes vias:

- Ingestdo de carne crua ou mal passada contendo quistos tecidulares com
bradizoitos, principalmente de suino, ovino e caprino;

- Ingestdo de dgua e/ou alimentos contaminados com oocistos esporulados;

- Transmissao congénita, por transferéncia de taquizoitos da mae para o feto
através da placenta, principalmente na fase aguda da infeccdo (transmissao
vertical);

- Transplante de 6rgdos principalmente de coragdo, pulmao, figado e rim de
um dador infectado para um receptor seronegativo, ou de um dador
seronegativo para um receptor seropositivo;

- Transfusdo sanguinea de dadores infectados seropositivos;

- Acidentes laboratoriais ou entre profissionais de saude com objectos
perfurantes e/ou cortantes contaminados com taquizoitos, ou acidentes

laboratoriais envolvendo animais infectados.

Nem todos os meios de transmissdo sdo epidemiologicamente importantes, as
fontes de infeccdo podem variar muito entre diferentes grupos étnicos e localizagdes
geograficas. Desta forma o conhecimentos das vias de transmissao mais provaveis ¢ um
pré-requisito para determinar estratégias de controlo e prevencao da infec¢ao nos grupos

de risco (Tenter et al., 2000).

Os taquizoitos possuem o papel mais importante na transmissdao vertical.
Contudo, sdo bastante sensiveis as condigdes ambientais e geralmente perdem a
viabilidade rapidamente fora dos hospedeiros, sendo as transmissdes horizontais por

taquizoitos normalmente pouco frequentes (Tenter et al., 2000).
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A infec¢do durante a gestagdo em mulheres imunodeficientes pode conduzir a
transmissao do parasita ao feto e a toxoplasmose congénita do recém-nascido (Tenter et
al., 2000). O risco de aquisi¢ao da infec¢do intra-uterina e posteriores manifestagdes de
toxoplasmose congénita dependem da altura em que ocorre a infec¢do materna, do
estado imunitario da mae durante a parasitemia, do nimero de parasitas, da viruléncia
da estirpe transmitida e da idade do feto na altura da transmissao (Lopes, 2007a).

Os transplantes de orgdos podem ser complicados devido a infec¢des por T.
gondii, em que taquizoitos e quistos parecem estar envolvidos. Além disso, os
taquizoitos também podem ser transmitidos através de transfusdes sanguineas (Dubey e

Beattie, 1988).

Os quistos de 7. gondii sao também uma importante fonte de transmissio, na
Europa e nos EUA, sendo o consumo de carne de porco e de ovino considerado como
uma das maiores fontes de infec¢do para os seres humanos (Dubey, 1994; Tenter et al.,

2000).

Surtos de toxoplasmose aguda estdo epidemiologicamente ligados a oocistos nas
populagdes em geral (Lopes, 2007a). Os oocistos esporulados presentes no ambiente,
sao também fontes importantes de infeccdo de seres humanos. A importancia
epidemioldgica dos oocistos na transmissdo do parasita ¢ reforcada pela auséncia ou por
um pequeno numero de infec¢des pelo parasita em ilhas onde nunca existiram gatos

(Dubey et al., 1997).

A probabilidade de seres humanos serem infectados por solo contaminado com
fezes de gatos vadios ¢ maior que a probabilidade de ser infectado por fezes
provenientes de gatos domésticos, uma vez que os vadios cagam geralmente pequenos
mamiferos e aves, nos quais o ciclo silvatico de 7. gondii ¢ mantido, ficando os gatos

mais expostos a infec¢ao (Dubey, 1987; Dubey, 1994).
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6.2. Distribuicao e prevaléncia da infec¢io nos seres humanos

A toxoplasmose esta generalizada em seres humanos e a sua prevaléncia varia de
acordo com a localizagdo geografica e aumenta com a idade (Dubey, 2004); ndo varia
muito entre os sexos, sendo mais baixa em regioes frias, quentes e aridas (Montoya e

Lisenfeld, 2004).

Nos EUA e no Reino Unido estima-se que cerca de 16-40% da populagdo esteja
infectada, enquanto que na América Central e do Sul e na Europa a infec¢do atinge os
50-80% (Dubey e Beattie, 1988; Tenter et al., 2000; Jones et al., 2001). Dubey e Jones
(2008), num trabalho realizado nos EUA, determinaram que a seroprevaléncia da
infeccdo por 7. gondii entre africanos nao hispanicos e americanos de descendéncia
mexicana eram maiores relativamente a caucasianos nao hispanicos, concluindo-se, que
o risco de aquisi¢do da infec¢do por 7. gondii era maior entre individuos com baixos
indices educacionais, que viviam em condi¢des de sobrelotacdo e possuiam trabalhos

relacionados com contacto com o solo.

A seroprevaléncia a nivel mundial em mulheres em idade fértil varia entre 4% a
85% (Tenter et al., 2000). Nos EUA aproximadamente 30% das mulheres em idade
fértil possuem anticorpos contra 7. gondii e; portanto, sdo imunes ao desenvolvimento
de toxoplasmose (Dubey e Beattie, 1988; Dubey, 1994).

Paises com baixas prevaléncias (< 20%), incluem a Tailandia (3%), o Japdo e os
EUA. A Australia (23%), o Reino Unido (35%), a Polonia (36%) e a Bélgica (53%),
possuem seroprevaléncias médias (Anexo II).

Estudos realizados em Portugal, por Angelo (1979), determinaram a prevaléncia
de anticorpos anti-7Toxoplasma em varias regides do Pais, e o subsequente risco de
infeccdo para as gravidas. Nesse mesmo estudo, os grupos etdrios mais baixos,
apresentaram indices de seroconversdo mais altos. O distrito de Viana do Castelo foi o
que apresentou maior seroprevaléncia, em contraste com o distrito de Evora onde a
prevaléncia foi mais baixa.

Mais tarde, Machado (2005) verificou uma seroprevaléncia de 25,6%,
constatando uma diminuicdo na seroprevaléncia em comparagdo com o trabalho

realizado por Angelo (1979).
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7. A infeccao em ovinos

A infecgdo por 7. gondii, associa-se importantes implicacdes em saude publica e
veterinaria, sendo os suinos, os gatos, 0s Ovinos € 0s caprinos 0s mais sensiveis &

infec¢do pelo protozodario (Fusco et al., 2007).

A toxoplasmose ovina foi descrita pela primeira vez na Nova Zelandia por
Hartley et al. (1954) e por Hartley e Marshall (1957), sendo depois reconhecida em
varias partes do Mundo. A infec¢do pelo parasita encontra-se entre as causas mais
importantes de aborto em caprinos € em ovinos, particularmente em paises com climas
temperados como Nova Zelandia, Franca, Reino Unido e Noruega onde as condi¢des de

sobrevivéncia e esporolagdo dos oocistos sdo Optimas.

7.1. Transmissao aos ovinos

Ha cerca de 30 anos a contaminagdo por fezes de gatos de pastagens onde ovinos
se alimentavam, revelou-se como causa de aborto de algumas ovelhas (Plant et al.,

1974; Faull et al.,1986).

Skjerve et al. (1998) mostraram uma associagdo entre a presenca de gatos em
exploragdes de ovinos e a exposicdo dos ovinos a 7. gondii. Desta forma, na
transmissdo aos ovinos, tal como em outros animais, a contaminagdo ambiental parece
ser a via de transmissdo mais importante. Kijlstra et al. (2004) concluiram que os
sistemas de producdo de ovinos em que estes tinham acesso ao exterior predispunham-
se a um maior nivel de infec¢ao, ao contrario dos sistemas intensivos, onde os niveis de

positividade eram inferiores.

Estudos recentes demonstram que ovelhas sucessivamente infectadas por 7.
gondii podem transmitir a infec¢@o aos fetos em gravidezes subsequentes (Buxton et al.,
2007). Algumas ragas, como o charolés, sdo mais susceptiveis a infeccdo (Morley et.
al., 2005). Contudo, estudos como o de Rodger et al. (2006) ndo detectaram transmissao

transplacentaria em ovinos.
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7.2. Distribuicao e prevaléncia da infec¢cio em ovinos

Segundo Tenter et al. (2000), animais como ovinos e caprinos mantidos em
pastos com uma elevada contaminagdo ambiental por oocistos, revelaram uma elevada

seroprevaléncia em varias regides do mundo (Anexo III).

A infec¢do em animais por 7. gondii ndo resulta apenas em perdas econémicas e
reprodutivas, mas também possui importantes implicagdes em satde publica
(Jittapalapong et al., 2005). Apesar da dificuldade em definir a incidéncia da
toxoplasmose ovina, Blewett e Trees (1987) concluiram que no Reino Unido, as perdas
anuais devido ao protozoario situam-se entre 1 e os 2 %. Estes dados permitem

pressupor que tal seja idéntico em outros paises da Unido Europeia.

Viérios estudos comparam diferentes testes seroldgicos, de modo a determinar os
mais especificos para a determinagdo das seroprevaléncias em ovinos (Marca et al.,
1996; Oncel et al., 2005; Klun et al., 2006; Shaapan et al., 2008). Klun et al. (2007)
comparam o ensaio imunoenzimatico (ELISA) com o MAT e concluiram que para um
titulo de 100 a sensibilidade do MAT aproximava-se da especificidade do ELISA.
Dubey et al. (2008) apesar de ndo determinarem o titulo ideal para o estudo em ovinos,
e do seu trabalho ndo visar a validagdo do MAT, conseguiram o isolamento de 7. gondii

apos a utilizacdo de um limiar de positividade de 50.

7.3. Lesoes e sinais clinicos

Casos de toxoplasmose em ovinos adultos nunca foram decomentados em

qualquer parte do mundo (Dubey e Jones, 2008).

Quatro dias apds a ingestdo pelo ovino de oocistos esporulados de 7. gondii,
observa-se a multiplicacdo de taquizoitos nos ganglios linfaticos mesentéricos (Dubey,

1984; Buxton, 1998).

Dez dias apds a infeccdo, surge febre e o parasita passa a ser encontrado no

sangue (Dubey e Sharma, 1980; Reid et. al., 1982; Wastling et. al., 1993).
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A infeccdo de ovelhas gestantes, provoca como sinal clinico mais importante o
aborto. Contudo, o nascimento de nados mortos e/ou cordeiros com problemas de
desenvolvimento sdo observados frequentemente assim como mumificacdo fetal e
aparecimento de manchas brancas nas placentas caracteristicas de necrose (Buxton et

al., 2007).

A infeccdo materna no inicio de gestacdo pode provovar morte fetal. A infec¢ao
numa fase tardia de gestacdo, quando o sistema imunitarios do feto ja se encontra mais
desenvolvido, pode nao provocar sinais clinicos, embora os cordeiros fiquem imunes

(Watson e Beverley, 1971; Harley e Moyle, 1974; Blewett et. al., 1982).

8. A infec¢ao no cao

Durante bastante tempo, as espécies Neospora caninum e T. gondii, foram
confundidas, ou seja, o desconhecimento levava muitos investigadores a considerarem
N. caninum, como responsavel por quadros clinicos, que na realidade eram originados
pelo T. gondii, no entanto, hoje conhece-se bem o ciclo de vida destes dois parasitas

Apicomplexa (Dubey ef al., 1988).

8.1. Transmissiao, lesoes e sinais clinicos

O cdo, hospedeiro intermediario no ciclo de vida do 7. gondii (Lindsay et al.,

1997); pode, a semelhanca de outros HI, adquirir a infec¢do através de duas vias:
- ingestdo de oocistos esporulados por ingestao de agua ou alimentos contaminados;

- ingestdo por carnivorismo de quistos com bradizoitos presentes na musculatura ou

visceras de animais infectados.

Segundo Lindsay et al. (1997), a caracterizagdo da infec¢do em canideos ¢
dificil, os autores infectaram caes através de oocistos esporulados de uma estirpe
virulenta; contudo, apesar de se ter registado seropositividade, nao foram detectados
qualquer tipo de sinal clinico que sugerisse a influéncia do parasita. Dubey et al. (1995)
observaram que o titulo de anticorpos anti-Toxoplasma nao era directamente

proporcional a gravidade das lesdes.
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Dubey e Jones (2008) referem o desconhecimento de casos de toxoplasmose
congénita em caes. As infecgdes ligeiras sdo assintomaticas, contudo nas infec¢des mais
intensas os sinais clinicos mais tipicos incluem transtornos respiratorios (50% dos
casos), digestivos (25%) e nervosos (25%), ao contrario do que acontece com 0s gatos,

sdo raros os casos de toxoplasmose canina associada a lesoes oculares (Campillo, 1999).

Os sinais clinicos da toxoplasmose muitas vezes sdo inespecificos e podem
confundir o diagnostico da doenca. Os sintomas mais frequentes sdo os associados ao
sistema respiratorio e digestivo, acompanhados de febre, anorexia, prostragao e secre¢ao
ocular bilateral muco-purulenta. O comprometimento pulmonar ¢ evidenciado pela
tosse, espirros, secrecdo nasal catarro-purulenta e dispneia. Podem ainda ocorrer
hepatite, linfoadenomegalia mesentérica, obstru¢do intestinal pela formagdo de
granulomas, peritonite. Sinais neuroldgicos como depressdo, hiperactividade,
paraplégica, ataxia e hemiparesia podem evidenciar encefalite causada pelo parasita

(Dubey e Lappin, 1998; Dubey e Jones, 2008).

8.2. Distribuicao e prevaléncias de infeccao em caes

As técnicas serologicos sdo as mais indicados no estudo da infec¢do por T.
gondii em cdes. A seroprevaléncia encontrada em caes varia de acordo com os seus
habitos de vida. Caes de caca, estdo mais susceptiveis ao contacto com as fontes de
contamina¢do ambiental, sendo esperados resultados de seropositividade superiores a
animais confinados sem acesso ao exterior (Campillo, 1999). As seroprevaléncias em
caes sao normalmente altas (Anexo IV), indicando uma continua exposi¢do as fontes

ambientais e devido ao efeito cumulativo da idade (Tenter et al., 2000).

Caes inoculados experimentalmente por via oral com oocistos esporulados
excretaram oocistos infectantes juntamente com as fezes (Lindsay et al., 1997). Esta
observacdo sugere que os cdes sdo um vector mecanico que actua na contaminagao
ambiental. Isto assume-se importante para a Saude Publica, que torna os estudos

seroepidemiologicos (Anexo II) importantes para a compreensao da zoonose.
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9. A infec¢cao nos suinos

Entre os miultiplos hospedeiros intermediarios do protozodrio 7. gondii, os
suinos apresentam um papel destacado, do ponto de vista da satde publica, e
constituem, juntamente com os ovinos, a principal fonte de transmissdao ao Homem na
Europa, estimando-se que cerca de 50% da carne de suino esteja parasitada (Campillo,

1999).

Os suinos sdo considerados uma fonte importante de infec¢do em seres humanos
(Dubey e Beattie, 1998), tendo ocorrido casos de toxoplasmose aguda no Homem pelo

consumo de carne crua de porco infectada (Choi et al., 1997).

A infeccdo em suinos encontra-se difundida por todo o Mundo, causando na
maioria dos casos formas subclinicas de infeccdo. Contudo, em animais mais jovens

surgem casos de doenca (Hill et al., 2007).

9.1. Transmissao aos suinos

Existem trés vias pelas quais um suino pode adquirir a infeccao:

- Transmissdo transplacentdria: apesar da toxoplasmose congénita ter sido

descrita em suinos, ndo existem estudos sobre a sua incidéncia.

- ingestdo de carne de outro hospedeiro intermediario infectado ou alimentos

contendo produtos animais infectados.
- ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados.

A maior parte dos suinos utilizados para consumo humano sdo criados
maioritariamente em regimes intensivos, confinados a ambientes sem contacto com o
exterior, havendo desta forma uma prevencao no contacto com roedores e/ou gatos,
preven¢do essa que tem tido efeitos positivos no declinio da seroprevaléncia na ultima

década (Dubey e Jones, 2008).

Meerburg et al. (2006) concluiram que o nimero de gatos presentes em

suiniculturas influenciava directamente a percentagem de suinos seropositivos.
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Contudo, os efeitos da vacinagdo podem levar alguns anos até se tornarem
evidentes, uma vez que os oocistos presentes no solo podem manter-se viaveis durante
bastante tempo. Além disso, a vacinagdo de gatos pode provocar uma diminui¢do de
oocistos presentes no ambiente; mas, ndo influenciar a transmissdo vertical entre

roedores, importantes reservatdrios para a infec¢@o por 7. gondii (Kijlstra et al., 2004).

Isto € corroborado por Dubey et al. (1997) que verificaram numa ilha remota da
Georgia do Sul e ilhas Sandwich, onde ndo existem gatos, a presenga de anticorpos em
11 de 1264 animais estudados (0,9%) enquanto que na ilha principal da Georgia 18%

dos suinos eram seropositivos.

9.2. Distribuicao e prevaléncias de infeccio em suinos

A infec¢do do Homem pode verificar-se pelo consumo de carne de animais
infectados, criados quer em sistema intensivo quer sistema extensivo, o que representa

um grave problema de satde publica (Coutinho ef al., 2005).

A prevaléncia de 7. gondii em suinos ¢ afectada pelo tipo de exploragdo. Em
exploragdes pequenas em que os animais t€ém acesso ao exterior, Dubey e Jones (2008)
obtiveram uma seroprevaléncia de 68%, enquanto que Correa ef al. (2008) observaram

uma seroprevaléncia de 32,1 % nos suinos testados (Anexo V).

De acordo com Dubey e Jones (2008), dependendo do tipo de suinos e da sua

proveniéncia, a percentagem de 7. gondii isolado de suinos varia entre 0,3% e 92,7%.

9.3. Lesoes e sinais clinicos

Como referido anteriormente, a toxoplasmose em suinos ¢ rara (Dubey e Jones,
2008). Os primeiros casos foram identificados por Farrel et al. (1952); os porcos
infectados apresentavam tosse, incoordenagdo motora e diarreia, tendo ocorrido

mortalidade de 50%.

Dubey et al. (1979) descreveram casos de toxoplasmose aguda em leitdes numa

quinta em Indiana (EUA): os leitdes apresentavam necrose do intestino, encefalite e
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pneumonia, e o0s taquizoitos eram visiveis nas lesdes. Alguns desses leitdes
desenvolveram diarreia, 1-2 semanas apOs o nascimento, o que aponta para que 0s
leitdes tenham sido infectados por 7. gondii logo apds o nascimento. A infec¢do pos-
natal ¢ habitualmente subclinica, contudo pode causar febre ligeira, sendo raros os casos
de anorexia, diarreia, dispneia e debilidade dos membros posteriores, mas podendo
ocorrer a morte em animais jovens com estas manifestacoes em 9-15 dias (Dubey e

Weissenbock, 1993; Campillo, 1999).

A primo-infeccdo em porcas gestantes pode originar abortos e partos prematuros,
contudo ¢ dificil reproduzir experimentalmente a transmissdo congénita em suinos,
tendo sido sugerido que o risco de transmissdo ao feto depende da fase da gestagdo. Em
casos de toxoplasmose fatal pode-se observar hipertrofia ganglionar generalizada,
pneumonia intersticial, lesdes necrotico-inflamatorias, com predominio de células
mononucleadas no figado, bago, glandulas supra-renais, intestino delgado, linfonodos e

miocérdio (Campillo, 1999).

10. Diagnostico laboratorial da infeccio

A infeccdo por 7. gondii pode ser diagnosticada através de métodos indirectos
como os métodos serologicos, ou directamente através de reac¢do em cadeia da
polimerase (PCR), isolamento em cultura ou histologia (Montoya e Lisenfeld, 2004).
Deste modo, diversas técnicas tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas com o
objectivo de se obter um diagnostico mais preciso da infeccdo, bem como a

determinagdo da fase da infeccdo em que o individuo se encontra (Carvalho, 2006).

10.1. Deteccio do agente

10.1.1. Imuno-histoquimica

Técnicas de imuno-histoquimica sdo particularmente utilizadas para o
isolamento de taquizoitos em cortes de tecidos ou em liquido provenientes de lavagem
bronco-alveolar, sendo mais sensiveis que as técnicas histologicas convencionais
(Montoya e Lisenfeld, 2004). Os taquizoitos podem ser detectados tanto em infecgdo

aguda como em casos de reactivagdo das infeccdes cronicas (Montoya e Lisenfeld,
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2004). A coloragdo imuno-histoquimica facilita a identificacdo de 7. gondii em secgdes
de tecidos ou de esfregacos, devido ao uso de anticorpos especificos conjugados com
fluoresceina ou peroxidase (Hill e Dubey, 2002). A técnica da imunoperoxidase ¢ a
mais empregue e usa anticorpos monoclonais especificos para 7. gondii. No entanto, a
sensibilidade destas técnicas é relativamente baixa, sendo necessarios bastantes cortes

histoldgicos para se detectar os parasitas (Dubey, 1999).

10.1.2. Inoculac¢ido experimental

O sangue ou o sedimento apds centrifugagdo, dos liquidos cefalorraquidiano,
amniotico, liquido da lavagem bronico-alveolar, suspensdes de triturados de bidpsias ou
de placenta, pode-se inocular por via intraperitoneal em murganhos (Remington et al.

1994).

A sensibilidade do bioensaio em murganhos depende do estadio e do nimero de
organismos infectantes presentes nos tecidos (Gajadhar et al, 1998), Além disso, o
bioensaio nestes animais ¢ pouco pratico para uma grande quantidade de amostras, pois

apenas uma pequena quantidade de tecido pode ser testada (Hill e Dubey, 2002).

Apesar do tempo relativamente elevado para obtencdo de resultados, a alta

sensibilidade do teste permite considera-lo bastante util no diagnéstico do 7. gondii.

10.1.3. Reacc¢do em cadeia da polimerase

A PCR ¢ um método muito sensivel. Em primeiro lugar, extrai-se o material
genético da célula. Depois de extraido o DNA, a este ¢ adicionada uma mistura
(também conhecida como pré-mix) que contém os desoxirribonucleotideos trifosfatos
(dNTPs) que sdo “os tijolos” das novas moléculas, os primers (ou iniciadores) a enzima
Taq DNA polimerase em uma solugcdo tampao. Toda esta mistura ¢ colocada na
maquina de PCR, o termociclador, que faz ciclos de temperatura pré-estabelecidos com

tempos exactos (Tamarin, 2002).
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Desta forma, mesmo que 7. gondii esteja presente em quantidade diminutas, o
parasita pode ser identificado pela detec¢ao de segmentos genéticos especificos, que
apos amplificacdo podem ser sequenciados (Rodrigues, 2006).

A sensibilidade e a especificidade da PCR sdo altas, mas dependem de alguns
factores, tais como as técnicas utilizadas para a extraccdo do material genético da
amostra, as condi¢des de manipula¢dao e armazenamento das amostras, as caracteristicas
da sequencia de DNA escolhida para a amplificagdo e a qualidade do DNA recolhido
(Switaj et al., 2005). A técnica da PCR demonstrou uma boa correlagdo com os
diferentes métodos tradicionais de diagndstico (Steuber et al., 1995).

A principal vantagem da PCR, além da sua alta especificidade e sensibilidade, ¢
a rapidez na obtengdo dos resultados, principalmente pela PCR em tempo real (RT-
PCR), mas a principal desvantagem encontram-se nos altos custos dos equipamentos
necessarios € na falta de “kits” comerciais padronizados (Switaj et al., 2005). Outra
desvantagem, ¢ a impossibilidade de, através da PCR caracterizar a fase de uma
infeccdo como por exemplo um resultado positivo ndo distinguir um paciente com uma
encefalite de origem toxopldsmica de um doente com infec¢do cronica por 7. gondii

mas com outra etiologia.

10.2. Deteccao de anticorpos especificos

Os métodos seroldgicos sdo os mais utilizados para o diagnéstico da infecgao
por T. gondii e sdo baseados na detecgdo de diferentes classes de imunoglobinas (IgG,
IgM, IgA e IgE). A analise desses resultados permite-nos concluir se estamos perante,

uma infecgdo recente ou cronica, em fase de laténcia ou aguda (Contreras et al., 2000).

10.2.1. Teste de Lise (“dye test”-DT)

Este teste, também conhecido como teste do corante de Sabin-Feldman (SFDT),
foi o método serologico classico de diagnostico da toxoplasmose. Foi a primeira prova
de alta sensibilidade a ser desenvolvida, mostrou-se capaz de evidenciar e quantificar,
por diluicdo do soro, anticorpos reactivos as membranas do parasita (Sabin e Feldman,
1948).

O teste tem como fundamento a utilizacdo de taquizoitos vivos que ficam

corados na presenga do corante azul de metileno, enquanto que os parasitas destruidos
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pelo complemento nao coram (Kijlstra er al., 2004). Embora apresente boa
reprodutibilidade e alta sensibilidade, alguns inconvenientes tornam-no pouco utilizado

em varios laboratorios (Carvalho, 2006).

10.2.2. Teste da imunofluorescéncia indirecta — IFAT

Este teste possui boa especificidade e sensibilidade, comparavel ao teste de
Sabin-Feldman. Tem também a vantagem de utilizar taquizoitos preservados e fixados
em laminas microscopicas, tornando-o muito mais pratico num laboratdrio. Por outro
lado, permite a identificacdo de anticorpos segundo as classes de imunoglobinas

(Rodrigues, 2006).

10.2.3. Testes de aglutinacdo ( DAT, MAT e IHAT)

Técnicas de aglutinagdo t€ém sido largamente desenvolvidas para a detecgdo de
anticorpos anti-7. gondii, tais como o teste de aglutinacdo directa (DAT), teste de
aglutinacdo directa modificada (MAT) e teste de hemaglutinacdo indirecta (IHAT).

O DAT utiliza taquizoitos tratados com formalina, que aglutinam na presenca de
anticorpos especificos. O teste de aglutinagdo directa tal como era utilizado até 1980
possuia dois grandes inconvenientes:

- Pouca sensibilidade; o titulo obtido pelo teste de aglutinacdo era geralmente muito
inferior aquele obtido pelo DT ou pela IFAT. Como tal, alguns soros que eram positivos
pelo DT e pela IFAT eram negativos pelo teste de aglutinagao (Desmonts e Remington,
1980).

- Pouca especificidade.

Posteriormente Desmonts ¢ Remington (1980), com a utilizagdo do 2-B-
mercaptoetanol (2-ME), criaram o MAT. A utilizacdo de 2-ME desnatura as IgM
especificas e ndo-especificas, o que permite ao MAT detectar somente IgG anti-T7.
gondii. Este método apresenta alta sensibilidade e especificidade, simplicidade e
versatilidade, podendo ser utilizados para diagndstico em varias espécies animais,
incluindo no Homem.

O MAT ¢ adequado a todos os laboratorios que executam a serologia apenas

ocasionalmente, bem como aos que realizam rastreios em larga escala. Este teste, ¢ um

-26 -



meio simples e pouco dispendioso para a vigilancia de individuos seronegativos durante
a gestacdo e para a deteccdo de seroconversdoes em todos os animais (Desmonts e
Remington, 1980). A técnica tem a vantagem de os seus resultados poderem ser
expressos em unidades internacionais (UI), o que permite eliminar as causas de variagao
inerentes a cada laboratoério, permitindo assim comparagdes de dados obtidos (Lopes,
2007b).

O teste de IHAT foi descrito originalmente por Jacobs e Lunde (1957) e baseia-
se na aglutinacdo passiva de eritrécitos previamente sensibilizados com antigénios
soluveis de 7. gondii na presenga de anticorpos especificos presentes no soro do
paciente. Este teste ndo detecta I[gM ou IgG de baixa avidez, além de sofrer interferéncia
de anticorpos heterdfilos resultando em falsos-positivos. O IHAT pode ser realizado em
amostras de soro tratadas e ndo tratadas com 2-ME, permitindo desta forma a detec¢do

de IgM especificas e o diagnostico de infec¢do recente (Carvalho, 2006).

10.2.4. Ensaio imunoenzimatico — ELISA

Este tipo de teste ¢ actualmente dos mais utilizados na detec¢do de varios tipos
de agentes infecciosos, inclusive 7. gondii, baseando-se na reac¢do do soro com
antigénios adsorvidos em placas de microtitulagdo. O anticorpo especifico presente na
amostra liga-se ao antigénio fixado nas ctpulas das placas, sendo o complexo anticorpo-
antigénio demonstrado pela adicdo de conjugados imunoenzimaticos, seguido pela
reacc¢do da enzima com o seu substrato e tampao cromégeno (Carvalho, 2006).

As principais vantagens do ELISA sdo: obtencao de resultados mais objectivos,
custo econdmico relativamente baixo e possibilidade de testar grandes quantidades de
amostras num curto espago de tempo, tendo larga aplicacdo em estudos de prevaléncias
serologicas. Por outro lado, as principais desvantagens estdo relacionadas com a
reprodutibilidade dos resultados (Carvalho, 2006). O principal ensaio imunoenzimatico
utilizado na deteccao de IgG ¢ o método ELISA indirecto, no qual as placas sdo
sensibilizadas com antigénios de 7. gondii. Este ensaio apresenta uma elevada
sensibilidade e especificidade, sendo muito utilizado em estudos seroepidemiologicos e

existindo mesmo varios “kits” comerciais disponiveis (Montoya e Lisenfeld, 2004).
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11. Profilaxia

A contaminagdo ambiental ¢ elevada existindo elevadas prevaléncias em animais
selvagens, incluindo mamiferos marinhos, provavelmente devido a contaminacdo nas

linhas costeiras (McAllister, 2005).

Durante bastante tempo nao foi dada a devida importancia a este protozoario;
contudo, nas ultimas décadas verificou-se que patologias clinicas causadas por 7. gondii

em individuos imunocompetentes ndo sao raras.

A infeccao por 7. gondii pode influenciar a satide mental, embora sejam
necessarios mais estudos para delinear essa relagdo. Varios estudos demonstram um
papel importante de 7. gondii na esquizofrenia, nas alteragdes comportamentais e na
inteligéncia em ratos. Diversos estudos, demonstram que surtos de toxoplasmose em
seres humanos em varias regidoes do Mundo, varia proporcionalmente as diferentes

culturas e hébitos gastrondmicos ( Tenter et al., 2000).

Hill e Dubey (2002) recomendam que a carne de qualquer animal seja cozinhada
a pelo menos a 67 °C e os utensilios utilizados na sua confec¢ao devem ser lavados com
agua quente e detergente no final da sua utilizacdo. Boas practicas de higiene no local
de confecgdo da comida sdo importante na prevenca da infec¢do. A congelagdo da carne

a temperaturas iguais ou inferiores a -13°C pode tornar os quistos inviaveis.

Portanto, as pessoas em maior risco, como gravidas e individuos
imunocomprometidos devem examinar os seus gatos para a pesquisa de anticorpos anti-
T. gondii, nao sendo exame coproldgico o mais indicado, apesar de rapido e simples,
uma vez que os oocistos sao excretados durante 1 a 2 semanas durante a vida do gato,
ap6s um periodo pré-patente de cerca de 20 dias, existindo muitos falsos negativos

(Tenter et al., 2000),

Um gato seronegativo ¢ susceptivel a infec¢do, e como tal deve ter-se especial
cuidado com a agua e alimentacdo, fornecendo-lhe apenas racdo comercial ou comida
caseira muito bem passada (> 65°C) e reduzir ao maximo a possibilidade de cagar
hospedeiros intermedidrios, como ratos, aves ou invertebrados, evitando-se que tenham

acesso ao exterior (Tenter et al., 2000).
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A caixa de areia do gato deve ser limpa diariamente utilizando luvas, e qualquer
utensilio que entre em contacto com as fezes deve ser limpo com agua quente (> 70°C) e
sabdo, de preferéncia por pessoas que ndo pertencam aos grupos de risco referidos

anteriormente.

O uso de vacinas de forma a controlar a disseminagdo e a gravidade da
toxoplasmose seria desejavel (McAllister, 2005). A Nova Zelandia e alguns paises da
Europa utilizam uma vacina que contém taquizoitos da estirpe S48 e que visa diminuir

os abortos em ovinos provocados pelo parasita (Buxton, 1993).

Outra vacina de grande importancia seria aquela que administrada a gatos
impediria ou diminuiria a excre¢do de oocistos (McAllister, 2005). Uma vacina
contendo bradizoitos vivos da estirpe mutante T-263 foi produzida, e apos
administracdo oral a gatos o ciclo sexual do parasita fica bloqueado, uma vez que
apenas se formava um tipo de gameta, ndo havendo formagao e eliminacao de oocistos
(Dubey, 1996). Para um méaximo de eficacia esta vacina tem de ser mantida congelada,
porque os bradizoitos ndo sobrevivem mais do que algumas horas a temperatura

ambiente.

Infelizmente, os bradizoitos da estirpe T-263 utilizados na vacina s6 poderiam
ser desenvolvidos em ratos, ou seja, o processo de producdo e purificagdo era dificil e

economicamente nao rentavel para o fabricante (McAllister, 2005).

Os estudos recentes estao direccionados para a produgdo de uma vacina capaz de
induzir uma resposta humoral, de forma a dar uma imunidade semelhante & imunidade
adquirida por individuos imunocompetentes quando sujeitos uma infeccdo natural

(Montoya e Lisenfeld, 2004).

A vacina ideal seria aquela aplicavel ao Homem, contudo o desenvolvimento ¢ a
aceitacdo de uma vacina dessas ¢ um processo lento, o que realga a importancia das
medidas de prevencdo ja mencionadas para o controle da infeccdo por 7. gondii

(McAllister, 2005).
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I1 - COMPONENTE EXPERIMENTAL




1. Introducio

Na pesquisa bibliografica realizada nao foram encontrados em Portugal muitos
estudos acerca da seroprevaléncia da infec¢do por Toxoplasma gondii em animais,

nomeadamente em caes.

Em suinos podemos referenciar o trabalho de Coutinho ef al. (2005), com uma
seroprevaléncia de 9,3% em 1026 animais, ¢ o trabalho de Sousa et al. (2006) com uma

seroprevaléncia de 15,8% relativamente a 333 animais.

Antunes (1984) descreve uma seroprevaléncia em gatos de 71,0% e Meireles
(1992) de 53,3%. O unico trabalho conhecido em Tras-os-Montes e Alto Douro ¢ o de
Lopes et al. (2008) que encontraram uma seroprevaléncia de infec¢do felina por T.

gondii de 35,8% (73/204).

Com este trabalho pretende-se determinar a prevaléncia da infec¢do por T.
gondii em ovinos, em cdes ¢ em suinos da regido de Tras-os-Montes e Alto Douro ¢
dessa forma inferir acerca da sua potencial importancia para a epidemiologia da
infeccdo humana, bem como estudar e definir estratégias que permitam diminuir ou

controlar a possibilidade de infecgao.

Utilizou-se a técnica serologica de aglutinagdo directa para a deteccdo de
anticorpos anti-7. gondii, através da realizagdo de um teste disponivel comercialmente

(Toxo-Screen DA®; bioMérieux, Lyon, Franca)

A sua utilizagdo em vérias espécies animais, colocam hoje o teste de aglutinacao
directa modificado (MAT) como o teste mais utilizado nos estudos
seroepidemioldgicos. Da comparagdo de varios testes serologicos, Garcia et al. (2008)
concluiram que o MAT e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) sdo os mais sensiveis.
Quanto a facilidade de execucdo e a capacidade de deteccdo precoce da infeccdo, a

preferéncia recai sobre o MAT.

Em gatos, Ljungstrom et al. (1994) consideram o Toxo-Screen DA®
comparativamente a imunofluorescéncia indirecta (IFAT) o teste mais especifico e

sensivel na deteccdo de anticorpos anti-7. gondii.




O método do Toxo-Screen DA® possui varias vantagens no diagnodstico de
rotina em medicina veterindria: como este teste ndo necessita da preparagao de
imunoglobulinas especificas anti-espécie, 0 mesmo procedimento pode ser utilizado
para todos os tipos de soros; a fiabilidade do teste ¢ verificada por soros controlo
positivo e controlo negativo bem como por um controlo do antigénio. Além disso, a
analise pelo Toxo-Screen DA® ¢ rapida e facil de executar e ndo requer equipamento

sofisticado (Ljungstrom ef al., 1994).

2. Material e Métodos

2.1. Inquéritos realizados

Juntamente com as colheitas de sangue realizadas, foi preenchido um questionario

individual, com base nos dados conhecidos dos animais (Anexos XI e XII).

2.2. Amostras recolhidas

2.2.1. Caes

Foram recolhidos 154 amostras de soro de cdo, consistindo em 38 (24,7%)
fémeas e 116 (75,3%) machos de vérias ragas e idades, compreendidas entre os 3 e os
156 meses. Alguns destes animais foram observados no Hospital Veterinario da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, outros foram observados em clinicas
veterindrias privadas com as quais estabelecemos contacto, € um grande nimero de
amostras foram recolhidas durante a Campanha Nacional de Vacinagao anti-rabica que
acompanhamos pontualmente. Os animais eram provenientes de varios concelhos da
zona de Tras-os-Montes e Alto Douro: Vila Real (n=3); Braganca (n=12); Vimioso
(n=1); Mogadouro (n=1); Vinhais (n=3); Lamego (n=133) e¢ 1 cdo do qual ndo foi
possivel determinar a sua origem.

Cada amostra de sangue foi colhida da veia cefalica ou da veia jugular, para
tubos de plastico com gel estabilizador da coagulacao. O sangue foi deixado coagular a

temperatura ambiente durante 3 horas e depois centrifugado a 1500-2000 rpm durante




10 minutos. As amostras de soro processadas foram conservadas a -20°C até a

realizagdo das analises.

2.2.2. Suinos

Foram obtidas 132 amostras de soro de suino, constituidas por 71 (53,8%)
fémeas e 40 (30,3%) machos e 21 juvenis (leitdes), com idades compreendidas entre os
1 e os 5 meses. A obtencdo dos soros foi realizada durante o processo de abate no
Matadouro Industrial do Cachdo e no Matadouro Herdeiros de José Morais & Borges,

Lda. Os animais eram provenientes dos concelhos de Mirandela (n=21) e de Chaves

(n=112).

2.2.3. Ovinos

O numero total de amostras que estudamos foi de 46. Num total de 34 animais
de que tivemos oportunidade de identificar o sexo, 20 (58,8%) eram fémeas e 14
(41,2%) eram machos. Em 6 animais ndo obtivemos esses dados. Relativamente a
idade, os animais foram divididos em duas classes: jovens (menos de 12 meses) e
adultos (mais de 12 meses). Os soros foram obtidos no momento de abate no Matadouro
Industrial do Cachao; Matadouro Municipal de Resende ¢ Matadouro Carne de Vinhais.
Os diferentes animais eram provenientes dos seguintes concelhos: Lamego (n=18);
Vinhais (n=13); Moimenta da Beira (n=4); Vila Flor (n=2); Chaves (n=2); Macedo de

Cavaleiros (n=1).

2.3. Deteccao de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

Para a pesquisa de IgG anti-Toxoplasma utilizou-se o teste de aglutinacdo directa
modificado (MAT) com base nos procedimentos descritos por Desmonts ¢ Remington

(1980) e por Dubey e Desmonts (1987) e com as alteragdes feitas por Lopes (2007b).

A pesquisa de anticorpos anti-7. gondii foi realizada através do uso de um “kit”
comercial de aglutinacdo directa (Toxo-Screen DA®, bioMérieux, Lyon, Franga). O
limiar de positividade (“cut-off”) escolhido, de forma a maximizar a sensibilidade do

teste nas diferentes espécies testadas, foi de 20, tal como o utilizado por Dubey e

-4 -



Desmonts (1987), Dubey et al. (2004), Lopes et al. (2008) em gatos, Dubey et al.

(2007) em caes e Sousa et al. (2006) em suinos.

Foram utilizados placas de microtitulagdo com cupulas em forma de U e ndo em
cupulas forma de V, uma vez que, segundo Desmonts ¢ Remington (1980), as ctupulas

em U permitem uma leitura mais facil de suspensdes que contenham poucos parasitas.

2.4. Metodologia

Introduzimos 90 pl de PBS nas cupulas referentes a placa de microtitulagao
utilizada para a dilui¢do, de seguida misturamos 10 pl de soro, de forma a obtermos em
cada ctipula uma dilui¢do de 1:10. Nas cupulas F12 e G12 colocamos 10 ul dos soros

controlo positivo e negativo respectivamente. A cipula H12 ¢ deixada vazia.

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12
A =
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Figura 3. Esquema de uma placa de microtitulagao para dilui¢ao (dilui¢ao 1:10).
*. 90 ul PBS + 10 pl soro = 100 ul diluigdo 1:10.

P. 90 pl PBS + 10 pl soro controlo positivo.

N. 90 pl PBS + 10 pl soro controlo negativo.

Seguidamente, retiramos 25 ul de cada cupula com a diluigdo 1:10 e colocamos
numa outra placa de microtitulagdo (placa de leitura), com a mesma disposi¢do dos

soros a testar e dos soros controlo positivo e negativo (Figura 4).

Posteriormente, adicionamos a esta segunda placa de microtitulagdo 25 ul de 2-

ME diluido em PBS em todas as ctpulas, obtendo-se uma dilui¢do final de 1:20.
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Figura 4. Esquema de uma placa de microtitulagao para leitura (dilui¢ao 1:20).

*, 25 ul diluigdo 1:10 + 25 pl 2-ME + 50 ul de antigénio.

Ag. 25 ul de PBS + 25 ul 2-ME + 50 pl antigénio.

P. 25 pl diluigdo 1:10 soro controlo positivo + 25 pl 2-ME +50 ul de antigénio.
N. 25 ul diluigdo 1:10 soro controlo negativo + 25 pl 2-ME +50 ul de antigénio.

Finalmente, pipetamos para cada cupula 50 pl da suspensdo de antigénio
toxoplasmico diluida a 1:5 em solucdo tamponada de acido borico (BABS) (pH 8,95).
Na cupula H12 realizou-se o controlo do antigénio, nas quais se colocou, 25 pul de PBS,
25 ul de 2-ME e 50 pl de suspensdao de antigénio (Figura 4). Nas cupulas F12 e G12

realizamos os controlos dos soros positivo e negativo.

Por ultimo cobrimos as placas com uma folha transparente autocolante (incluida
no “kit”) e agitamos levemente durante 1 minuto. A incuba¢do das placas ocorreu
durante 5 a 18 horas a temperatura ambiente (18-25°C), ao abrigo de vibracdes e de
eventual desidratagdo. A primeira leitura foi efectuada apods 5 horas de incubacdo; se

necessario uma segunda leitura pode ser feita apos 18 horas de incubacgao.

O material e os reagentes utilizados encontram-se descritos no Anexo VI.

2.4.1. Leitura e interpretacio dos resultados

A leitura das placas foi realizada a vista desarmada, com luz natural e seguindo
os pressupostos de leitura e interpretagdo dos resultados descritos por Desmonts e

Remington (1980) e por Ljungstrom et al. (1994) (Anexo VII).




2.5. Analise dos dados

Os valores de seroprevaléncia em grupos independentes foram comparados pelo
teste estatistico do qui-quadrado (y2), utilizando o programa SPSS, versdao 10.0 para
Windows. Uma probabilidade inferior a 0,05 (p < 0,05) foi considerada como sendo
estatisticamente significativa.

A prevaléncia foi definida como a percentagem de amostras com resultados
positivos para os anticorpos anti-7. gondii, tendo sido estimada a partir da proporcao
dos resultados positivos no niimero total de soros examinados, com um intervalo de

confianga binomial (IC) de 95% (Thrusfield, 1995).

3. Resultados

3.1. Inquéritos

O resultado dos inquéritos encontram-se nos Anexos VIII e IX. Os inquéritos

realizados encontram-se nos Anexos X e XI.

3.2. Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

3.2.1. Caes

De um total de 154 caes, 46 foram seropositivos e 108 foram seronegativos para
a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii, o que resultou numa prevaléncia de 29,9%. Em
relacdo, aos concelhos de onde eram provenientes os animais, os resultados das
seroprevaléncias obtidas estdo apresentados na Tabela 1. Os resultados variaram entre

0% e 100%. No concelho de Vimioso nao foram encontrados caes seropositivos.




Tabela 1. Seroprevaléncia de infec¢do canina por Toxoplasma gondii em 6 concelhos da
regido de Tras-os-Montes e Alto Douro.

Concelho Animais Animais Prevaléncia (%)
testados (n) positivos (n)

Braganca 12 6 50

Lamego 133 37 27,8
Mogadouro 1 1 100
Vila Real 3 1 33
Vimioso 1 0 0
Vinhais 3 1 33

Total 153 46 30,1

3.2.2. Ovinos

Num total de 46 animais, 26 apresentaram-se seropositivos para 7. gondii e 20
ovinos demonstraram-se seronegativos para um limiar de positividade de 20, resultando
numa seroprevaléncia de infec¢do de 56,5%. Na Tabela II encontram-se representadas
as varias seroprevaléncias de infec¢dao de acordo com a proveniéncia dos diferentes

animais tendo variado entre 0% e 37%.

Tabela II. Seroprevaléncia de infeccdo em ovinos por Toxoplasma gondii em 6
concelhos da regido de Tras-os-Montes e Alto Douro.

Animais Animais
Concelho Prevaléncia (%)
testados (n) positivos (n)
Chaves 2 0 0
Lamego 18 17 94,4
Macedo de
1 1 100
Cavaleiros
Moimenta da Beira 4 0 0
Vila Flor 2 1 50
Vinhais 13 2 15,4
(sem dados) 6 5 83,3
Total 46 26 56,5




3.2.3. Suinos
Do total de 132 animais testados todos os soros demonstraram ser seronegativos

para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii. Os animais eram provenientes dos

concelhos de Chaves e Mirandela.

3.3. Factores de risco associados a seropositividade

3.3.1. Caes

A prevaléncia nas fémeas foi de 26,3% e nos machos foi de 31,0%, ndo se
verificando diferencas estatisticamente significativas relativamente ao sexo dos animais

(p>0,05) (Tabela IIT).

Tabela III. Seroprevaléncia de infec¢cdo canina por Toxoplasma gondii segundo o sexo
dos animais

Sexo Distribuicao Animais Animais Prevaléncia*
relativa (%) testados (n) positivos (n) (%)
Machos 75,3 116 36 31,0
Fémeas 24,7 38 10 26,3
Total 100 154 46 29,9
*p>0,05

Da comparacdo entre os cdes jovens e os adultos, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05). Apenas 6 dos 36 (16,7%) cdes jovens (<12
meses) apresentaram-se seropositivos, enquanto que 36 dos 104 (34,6%) caes adultos (>

12 meses) foram seropositivos (Tabela IV).




Tabela IV. Seroprevaléncia de infec¢do canina por Toxoplasma em jovens e adultos.

Grupo Distribuicao Animais Animais Prevaléncia*
etario relativa (%) testados (n) positivos (n) (%)
Jovens 25,7 36 6 16,7
(<12 meses) ’ ’
Adultos
(>12 memes) 74,3 104 36 34,6
Total 100 140 42 29,9

*p< 0,05

A Tabela V apresenta os valores de seroprevaléncia de infec¢do canina por 7.
gondii de acordo com os habitos de vida dos animais, ndo sendo estatisticamente
significativa (p>0,05). O valor mais baixo (0,0%) foi verificado em caes que viviam

exclusivamente no interior e o mais elevado (35,0%) em animais com vida exclusiva no

exterior.

Tabela V. Seroprevaléncia de infec¢do canina por Toxoplasma gondii segundo os
habitos de vida dos animais.

Animais Animais

e A e g
Habitos de Vida DIStr.l bulc‘;)ao testados positivos Prevz:)lencla
relativa (%) (%)
(n) (n)

Acesso ao exterior e ao interior 28,6 44 11 33,0
Vida exclusiva no interior 2,6 4 0 0,0
Vida exclusiva no exterior 68,8 106 35 25,0

Total 100 154 46 29,9

*p>0,05

Segundo o acesso ao exterior, ndo se observaram diferengas estatisticamente
significativas entre os animais confinados e os que tinham acesso ao exterior (p>0,05),
sendo a seroprevaléncia de infec¢do por 7.gondii em animais com acesso ao exterior

(29,9%) superior a dos caes confinados (0,0%).
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Tabela VI. Seroprevaléncia de infec¢do canina por Toxoplasma gondii segundo o
acesso ao exterior.

Animais Animais

et A e g
Habitos de vida DIStr.l bui¢ao testados  positivos Prevaléncia
relativa (%) (%)
(n) (n)
Caes confinados 2,6 4 0 0,0
Caes com acesso ao exterior 97.4 150 46 29,9
Total 100 154 46 29,9
*p>0,05

Na Tabela VII observaram-se algumas diferencas relativamente ao tipo de
alojamento, contudo, essas diferengas nao foram estatisticamente significativas,
observando-se uma seroprevaléncia mais elevada (30,0%) nos animais que habitavam

em vivendas, quintas ou na rua, comparativamente ao animais que viviam em

apartamento (25,0%)

Tabela VII. Seroprevaléncia de infec¢do canina por Toxoplasma gondii segundo o
alojamento dos animais.

Tivo de Aloiamento Distribuicao Animais Animais Prevaléncia*
p J relativa (%) testados (n) positivos (n) (%)
Casa’ 97.4 150 45 30,0
Apartamento 2,6 4 1 25,0
Total 100 154 46 29,9

*p>0,05

b - .
vivenda, quinta, rua

Das amostras testadas, foram analizadas 152 relativamente ao contacto com
outros caes, verificando-se que 32 animais que contactavam com outros animais
(26,7%) foram seropositivos. Contudo, no grupo de animais que ndo contactam com
outros cdes observou-se uma seroprevalencia mais elevada (40,6%), ndo sendo no

entanto resultados estatisticamente significativos (p>0,05).
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Tabela VIII. Seroprevaléncia de infec¢do canina por Toxoplasma gondii de acordo com
0 contacto com outros caes.

Animais Animais

el s x A e g
Contacto com outros caes DlStl:lblllg!aO testados positivos Prevaléncia
relativa (%) (%)
(n) (n)
Sim 78,9 120 32 26,7
Niao 21,1 32 13 40,6
Total 100 152 45 37,5

*p>0,05

Relativamente ao tipo de dieta que era fornecida aos canideos, ndo se
observaram diferengas estatisticamente significativas, entre as dietas mistas (29,4%) e

as dietas comerciais (30,0%).

Tabela IX. Seroprevaléncia de infec¢ao canina por Toxoplasma gondii de acordo com o
tipo de alimentagcdo do animal.

Animais Animais

o A e
Tipo de alimentac¢io DlStr.l bulg(:)ao testados  positivos Preva!)encm
relativa (%) (%)
(n) (n)
Comercial 6,5 10 3 30,0
Mista * 93,5 143 42 29.4
Total 100 153 45 29,4

*#p>0,05
Caseira e/ou visceras e Comercial

Relativamente a outras variaveis em estudo, excluindo as ndo validaveis,
referenciamos outras estatisticamente ndo significativas, como as deslocagdes
efectuadas pelos animais (p>0,05), a vacinagdo (p>0,05) e a desparasitagao (p>0,05). A
seroprevaléncia foi mais elevada naqueles animais que se deslocavam para fora da area
de residéncia (37,5%), comparativamente aos que ndo se deslocavam ou apenas o
faziam na 4area de residéncia (29,0%). Os animais vacinados obtiveram uma
seroprevaléncia superior (57,1%) aos que ndo eram vacinados (28,0%), assim como os

desparasitados (37,5%) em relacdo aos ndo desparasitados (24,4%).
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Tabela X. Seroprevaléncia de infeccdo canina por Toxoplasma gondii segundo as
deslocacoes dos animais.

Animais Animais

e e o~ A .

Deslocacoes ]:;:::il\?:;%j()) testados  positivos Pl‘eV(E:)l/i;ICIa

(1]
(n) (n)

Area de residéncia ou sem

deslocacdes 89,6 138 40 29,0
Fora da area de residéncia 10,4 16 6 37,5

Total 100 154 46 29,9

*p>0,05

Tabela XI. Seroprevaléncia de infecg¢do canina por Toxoplasma gondii de acordo com a
vacina¢ao dos animais.

. a Distribuicao Animais Animais Prevaléncia®
Vacinado . o
relativa (%) testados (n) positivos (n) (%)
Sim 4,7 7 4 57,1
Nao 95,3 143 40 28,0
Total 100 150 44 29,3

*Vacinag¢do anti-rabica

*p>0,05

Tabela XII. Seroprevaléncia de infeccdo canina por Toxoplasma gondii segundo a
desparasitagdo dos animais.

Desparasitado ® Distribuicao Animais Animais Prevaléncia®
P relativa (%) testados (n)  positivos (n) (%)
Sim 73,0 111 35 31,5
Nao 27,0 41 10 24.4
Total 100 152 45 29,6

* desparasitagdo anti-helmintica realizada ha menos de 6 meses

*p>0,05
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3.3.2. Ovinos

Relativamente aos ovinos, os factores de risco analizados, foram todos
estatisticamente significativos (p<0,05), ou seja, o sexo (Tabela XIII), a idade (Tabela
XIV) e o regime de exploragdo (Tabela XV). A seroprevaléncia de anticorpos anti-7.
gondii em fémeas (70,0%), em adultos (81,0%) ¢ em animais criados em regime

extensivo (77,3%) foi mais elevada.

Tabela XIII. Seroprevaléncia de infec¢do ovina por Toxoplasma gondii ems segundo o
sexo dos animais.

Distribuicao Animais Animais Prevaléncia*
Sexo relativa (%) testados (n) positivos (n) (%)
Machos 41,2 14 5 35,7
Fémeas 58,8 20 14 70,0
Total 100 34 19 55,9
*p<0,05

Tabela XIV. Seroprevaléncia de infec¢cao ovina por Toxoplasma gondii de acordo com
a idade dos animais.

Animais
Distribuicao Animais Prevaléncia*

Grupo etario positivos

relativa (%)  testados (n) (%)
(m)

Jovens (<12 meses) 47,5 19 4 21,1
Adultos (=12 memes) 52,5 21 17 81,0
Total 100 40 21 52,5

*p<0,05

Tabela XV. Seroprevaléncia de infeccdo ovina por Toxoplasma gondii em relacdo ao
regime das exploracdes.

Distribuicao Animais Animais Prevaléncia*
Regime
relativa (%) testados (n) positivos (n) (%)
Extensivo 55,0 22 17 77,3
Semi-intensivo 45,0 18 4 22,2
Total 100 40 21 52,5
*p<0,05
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4. Discussao dos resultados

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se, através da recolha de dados
serologicos de cdes, ovinos e suinos, investigar a presenca de anticorpos anti-7. gondii

em animais de algumas areas de Tras-os-Montes e Alto Douro.

Iniciando a nossa discussdo pelos resultados obtidos nos canideos, podemos
dizer que os resultados positivos obtidos em cdes (hospedeiros intermediarios),
representam uma evidéncia de contamina¢do ambiental. Desta forma, ao sabermos a
prevaléncia de anticorpos anti-7. gondii numa determinada regido podemos inferir
acerca do grau de contaminacdo do ambiente e dos factores de risco associados a essa
positividade e comparar os nossos dados com outros estudos e reflectir acerca da
contaminagdo nos locais estudados. O niimero de animais envolvidos no estudo ¢
relativamente reduzido e as amostras incluem um maior nimero de caes provenientes do
concelho de Lamego. Estas circustancias ndo permitem garantir a representatividade da

amostra relativamente populagao canina de Tras-os-Montes e Alto Douro,

O valor obtido no nosso estudo relativamente a seroprevaléncia em caes foi de
30,1%. No entando, Azevedo et al. (2005) frisam as dificuldades em comparar os
resultados devido as diferentes técnicas de diagndstico utilizadas, tamanho e origem das
amostras ¢ momento em que o estudo foi conduzido. Um aspecto importante na
correlacdo e interpretacdo dos resultados ¢ o conhecimento do grau de contaminagdo
ambiental na regido. Lopes et al. (2008) obtiveram resultados de seroprevaléncias de
infec¢do em gatos relativamente elevados; portanto, a presenga de oocistos ¢ um dado
favoravel a existéncia de contaminagdo ambiental e possivelmente explicativa dos
resultados que obtivemos em cdes na mesma regido. A percentagem por nds obtida foi
semelhante a de outros paises como EUA (Lindsay et al, 1990), Franca (Cabannes et

al., 1998), Suécia (Bjorkmann et al., 1994) e Trinidade e Tobago (Ali et al., 2003).

No nosso trabalho todos os soros foram analisados utilizando o MAT como teste
serologico, teste esse utilizado por varios investigadores (Dubey e Beattie, 1998;
Ljungstrom et al., 1994, Gauss et al., 2003; Dubey et al., 2007; Shaapan et. al., 2008).
Relativamente ao sexo dos canideos obtivemos resultados muito idénticos: 31,0% nos

machos e 26,3% nas fémeas.
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Varandas et al.(2001) concluiram que machos e fémeas de qualquer idade estao
sujeitos ao mesmo risco de infec¢dao. Cheadle ef al. (1999), além do sexo e da idade, ndo
observaram diferengas significativas (p>0,05) quanto a raca e ao tipo de dieta
administrada. Desta forma, o sexo dos animais ndo foi associado a seroprevaléncia de
anticorpos anti-7. gondii tal como reportado por outros estudos (Arrias et al., 1996; Ali

et al., 2003; Azevedo et al., 2005).

Relativamente a idade dos animais, podemos concluir que os animais jovens (<
12 meses) apresentaram uma seropositividade (16,7%) inferior a obtida nos animais
adultos (34,6%), diferencas essas significativas (p<0,05). Podemos referir que os
animais mais velhos possuem uma maior probabilidade de aquisicdo da infec¢do, pois
com o avangar da idade existe um aumento de exposicdo aos estadios infectantes do
parasita. Contudo, apesar de alguns estudos apoiarem os nossos resultados (Pereira,
2006), Além da idade do cdo, a contaminagdo ambiental e o tipo de dieta fornecido sdao
também importantes factores de risco para a infec¢do (Ali et al., 2003). Childs e Seeger
(1986) concluiram que a seroprevaléncia da infecgdo em caes, aumenta até aos 3 anos e

depois diminui com o avancar da idade.

Os cd@es que possuiam acesso ao exterior € ao interior apresentaram uma
seroprevaléncia superior (33,0%) aos que ndo tinham acesso ao exterior (0,0%). Nao
obstante, animais que vivam exclusivamente dentro de casa podem possuir anticorpos
anti-7. gondii, essa devido provavelmente ao tipo de alimentagdo. Azevedo et al. (2005)
nao obtiveram tal como n6s uma diferenca estatisticamente significativa entre o acesso
ao exterior e a seropositividade. Uma parte consideravel da nossa amostra, ¢ constituida
por caes utilizados por cagadores, com grande contacto com o meio ambiente e

fortemente expostos 4 infec¢ao (Ali et al., 2003).

Em relagcdo ao tipo de alojamento, os cdes que vivem em casas, incluindo
vivendas com jardins e quintas, apresentaram uma seroprevaléncia superior (30,0%),
embora nao significativa, em relagdo aos animais que viviam em apartamentos (25,0%).
Tal facto pode ser explicado devido aos animais em apartamentos terem um acesso mais

limitado ao exteior, portanto seria de prever uma menor prevaléncia.

Caes que mantinham contacto com outros cdes apresentaram uma

seropositividade mais baixa (26,7%) do que os animais que ndo tinham esse contacto
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(40,6%). Azevedo et al. (2005) mostrou um aumento na seroprevaléncia quando existe
0 contacto com gatos. No nosso trabalho, ndo consideramos o facto de cdes que nao
tinham contacto com outros cdes poderem ser cdes de caga, de guarda ou outros que

possam circular liviemente e se tornem mais expostos a contamina¢do ambiental.

Relativamente a dieta dos animais, ao contrario dos resultados obtidos por
alguns autores (Ali et al., 2003; Canon-Franco et al, 2004; Lopes, 2007a), animais
alimentados com comida comercial obtiveram uma maior prevaléncia (30,0%) em
comparagdo com os animais alimentados com comida caseira (29,4%); no entanto, os
animais alimentados com comida comercial podiam ter acesso ao exterior. Por outro
lado, a comida comercial podia incluir a comida de lata, que por vezes sdo deixadas
abertas até serem consumidas na sua totalidade, aumentando o risco de contaminagao
por oocistos presentes no meio ambiente; além disto, durante a sua preparacdo nem
sempre se atinge a temperatura adequada (60-70°C) para que ocorra a destruicdo de
eventuais quistos de 7. gondii. Contudo, os resultados ndo foram estatisticamente
significativos, e a amostra ndo ¢ representativa de todos os cdes da regido. Por fim, os
cades que foram submetidos a uma desparasitagdao contra endoparasitas, ao contrario do
verificado por Lopes (2007a) em gatos, obtiveram uma seroprevaléncia superior
(31,5%), a dos animais sem tratamento antiparasitirio (24,4%), o que pode ser
justificado pelo facto de no caso de serem animais sem acesso ao exterior os
proprietarios nao os desparasitem, pois nao consideram a necessidade desse acto. Este
argumento também pode explicar a seroprevaléncia superior em animais vacinados

(57,1%) comparativamente aos animais ndo vacinados (28,0%).

Virios testes serologicos foram estudados de modo a determinar qual o mais
eficiente para a detec¢do de anticorpos anti-7. gondii em ovinos (Marca et al., 1996; da
Silva e Langoni, 2001; Oncel et al., 2005; Klun et al., 2006). Shaapan et al. (2008)

concluiram que o MAT foi o teste que apresentou maior sensibilidade (96%).

No estudo realizado em ovinos, também utilizamos o MAT como teste

serologico.

No nosso estudo, obtivemos uma seroprevaléncia de 56,5% semelhante a obtida
por outros estudos em diferentes paises: Brasil (Clementino et al., 2007); Egipto

(Shaapan et al., 2008); Italia (Vesco et al., 2007) e Turquia (Sevegili et al., 2003). No
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entando foi inferior a seroprevaléncia obtida por Bastiaensen e Dorny (1999) e supeior a
de Mainar et al. (1996). As diferengas observadas podem ser devidas a utilizagdo de
diferentes técnicas serologicas, a idade dos animais envolvidos no estudo e as diferentes
condicdes climaticas existentes nos varios locais onde foram realizados os estudos

(Sawadogo et al., 2005).

Em relacdo aos factores de risco, os pardmetros que estudamos permitiram-nos
retirar associagdes estatisticamente significativas dos resultados. Em relagdo ao sexo
dos animais, obtivemos uma seroprevaléncia nos machos de 35,7% e nas fémeas de
70,0%, esta diferenca significativa entre sexos estd de acordo com estudos anteriores
(van der Puije et al., 2000; Clementino et al., 2007). Van der Puije et al. (2000),
sugerem que esta diferenga, se deve ao facto de os animais do sexo feminino serem mais

susceptiveis que os machos a infecgdo por 7. gondii.

Observando os resultados obtidos, em comparagdo com os grupos etarios,
concluimos que os animais jovens, possuem seroprevaléncias inferiores (21,1%) em
relacdo aos animais adultos (81,0%). Estes resultados sdo esperados, uma vez que os
animais mais velhos (>1 ano) possuem uma maior probabilidade de exposi¢do a
contaminagdo ambiental por oocistos do parasita, o que aumenta a probabilidade de
serem infectados (Bahrieni ef al.,, 2008). Estes resultados sdo corroborados por outros
obtidos em diferentes partes do mundo e com diferentes técnicas (Sevegili et al., 2003;
Clementino et al., 2007; Vesco et al., 2007; Bahrieni et al., 2008). Desta forma, a
associacao entre a seropositividade e a idade demonstra a importancia da transmissao

horizontal, pela ingestdo de oocistos, na infeccdo em ovinos (Clementino et al., 2007).

Por fim, discutindo os resultados que obtivemos nos ovinos, na relagdo entre o
regime de exploracdo e a percentagem de seropositivos, verificamos diferenca
significativa entre os animais criados em regimes de exploracdo extensiva (77,3%) e

semi-intensiva (22,2%).

Skjerve et al. (1998) demonstraram que a presenga de pastagens perto das
exploragdes dos animais eram um factor de risco para a aquisi¢do da infeccao por 7.
gondii. Podemos concluir que as exploragdes em regime extensivo permitem uma maior
liberdade dos animais, além de haver maior probabilidade da existéncia de gatos, o que

pressupde um aumento esperado nas seroprevaléncias. Pelo contrario, em exploragdes
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semi-intensivas, existe uma maior restri¢do no acesso ao exterior, a alimentacdo dos
animais ¢ mais industrial, as medidas de higiene sao mais eficazes e existe um maior
controle sobre a existéncia de outros animais nas instalacdes, o que leva a uma

diminuicdo na percentagem de animais seropositivos.

No estudo que realizdmos em suinos o teste seroldgico utilizado foi o MAT, o
qual possui uma elevada sensibilidade e especificidade nestes animais (Dubey, 1997). A
prevaléncia que obtivemos (0%) foi semelhante & de outros estudos (Hiveld-Koski,
1992; Seinek, 1996; Skjerve et al., 1996). Contudo, num estudo realizado em Portugal
por Sousa et al. (2006), a percentagem de suinos seropositivos foi de 15,6%. Estes
animais provinham de pequenas exploragdes com regimes semi-intensivos, existindo
assim uma maior probabilidade de aquisicdo da infeccdo devido a contaminagdo
ambiental. Patton et al. (1997) concluiram que os animais mantidos em exploragdes
confinadas (regimes intensivos), sem ou com contacto limitado dos suinos com gatos,
roedores e aves, tém seroprevaléncias inferiores. Animais mantidos em regimes semi-
intensivos possuem uma maior probabilidade de aquisicdo da infecgdo
comparativamente aos animais do nosso estudo, que eram provenientes de exploragdes

em regime intensivo.

O risco de adquirir a infeccdo, também depende das condi¢des de higiene das
exploragdes. Assim sendo, em regimes intensivos, a higiene ¢ maximizada e os animais
encontram-se confinados. Esta observacao é corroborada por Dubey e Jones (2008) que
observaram que em virtude da melhoria das condi¢des de maneio dos animais nos EUA,

a seroprevaléncia da infecc¢ao por 7.gondii tem vindo a diminuir drasticamente.
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5. Conclusao

Com o nosso estudo pretendeu-se determinar a seroprevaléncia da infec¢ao por
T. gondii em caes, suinos € ovinos, em algumas areas de Tras-os-Montes e Alto Douro
(sub-regides NUTS III do Alto Tras-os-Montes; Douro e Tamega) e consequentemente
determinar os factores de risco associados a infec¢do de modo a encontrar medidas

profilaticas mais eficazes.

Os resultados que obtivemos permitem-nos concluir da existéncia de
contaminagdo ambiental, da susceptibilidade dos ovinos a infec¢do, da eficacia do
controlo sanitario nos regimes de exploracdo intensiva de suinos e da seroprevaléncia
moderada existente em cdes, um animal de estimagao privilegiado pelo ser humano, mas

que acarreta preocupacdes de saude publica.

Concluimos que ovinos adultos, do sexo feminino e em regimes de exploragao
extensivas sdo os mais suceptiveis a infec¢do, tornando-se vantajoso a introdu¢do de
uma vacina anti-7. gondii, ja existente em alguns paises, ¢ um incentivo a melhoria das
medidas de controle sanitario existentes em exploracdes de ovinos em regime extensivo.

Verificamos que a idade ¢ o Unico factor de risco significativo nos caes, o que
sustenta a existéncia de contaminacdo ambiental na regido. Nos suinos, as
seroprevaléncias tém diminuido com a moderniza¢ao das exploragdes pecudrias, o que
denota a importancia das boas practicas de maneio e a inexisténcia de roedores e gatos
nessas mesmas exploragdes, caracteristicas das exploracdes em regime intensivo, de

onde recolhemos as nossas amostras e das quais obtivemos uma seroprevaléncia de 0%.

O MAT, pela sensibilidade e especificidade elevadas, aliadas ao pre¢o e ao
nimero consideravel de amostras que permite testar, demonstra ser um bom teste de

referéncia para o estudo da infecc¢ao por 7. gondii em varias espécies animais.

Existe muito para se explorar acerca da epidemiologia de 7. gondii. Com este
estudo demonstrou-se a necessidade de planear programas de prevengao e de incentivo a
educacdo para a saude porque concluimos que na area de Tras-os-Montes e Alto Douro
existe o perigo de exposicao aos estadios infectantes do parasita e que quanto maior for

o periodo de tempo, maior a probabilidade de aquisi¢ao da infecgao.
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ANEXOS
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Anexo I

Seroprevaléncia de infecgo felina por Toxoplasma gondii em varios paises.

Pais (Cidade) Seroprevaléncia Prova Referéncias
serologica

Alemanha 45,0% MAT Tenter et al., 1994

Arabia Saudita 30,3% nao Hossain et al., 1986
especificado

Argentina (Buenos Aires) 19,5% IHAT Fernandez et al.,

1995
Bélgica (Ghent) 70,2% MAT Dorny et al., 2002
Brasil
(Estado de Sao Paulo) 40,8% -50,9% DT Sogorb et al., 1972;

Larsson et al., 1982

35,4% MAT Pena et al., 2006
(Estado do Parana) 84,4% MAT Dubey et al., 2004b
Colombia 45,2% MAT Dubey et al., 2006
Espanha (Barcelona) 45,0% MAT Gauss et al., 2003
EUA 30,0% MAT Lappin, 1996
Franca 40,0% MAT Meunier et al.,
2006
(Lyon) 18,6% MAT Afonso et al., 2006
Italia 33,3% MAT D'Amore et al.,
1997
Japao 54% LAT Maruyama et al.,
2003
Portugal (Lisboa) 24.2% MAT Vaz et al., 2006
(Porto) 49% MAT Pereira, 2006
(Tréas-os-Montes) 35,8% MAT Lopes, et al., 2008
Republica Checa (Brno) 48,7% DT Svoboda e
Svobodova, 1987
Republica Popular da China  79,4% MAT Dubey et al., 2007
Suécia 42,0% ELISA Uggla et al., 1990
45,0% MAT Ljungstrom et al.,
1994
Granada/Indias Ocidentais 35,0% MAT Asthana et al., 2006
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Anexo I1

Seroprevaléncia de infec¢do humana por Toxoplasma gondii em varios paises € grupos

populacionais

Pais (Cidade) Seroprevaléncia  Grupo estudado Referéncias
Bélgica 50% Mulheres gestantes ~ Zuber e Jaquier, 1995
Brasil 60% 6-8 anos Bahia-Oliveira et al., 2001

(Rondonia) 73,3% Populacdo em geral Cavalcante et al., 2006

(Sao Paulo) 32,4% <12 anos Francisco et al., 2006
Canada 28% Populacdo em geral Karin e Trust, 1977;
Estonia (Tartu) 54,9% Populacdo em geral Birgisdottir ez al., 2006
EUA 10,8-11%  Populagdo em geral Jones et al., 2007
Islandia (Reykjavik) 9,8% Populagdo em geral Birgisdottir ez al., 2006
México (Durango) 7,4% Populagdo em geral Alvarado-Esquivel et al.,

2007
Portugal 47% Populagdo em geral Angelo, 1979
25,6% Populagdo em geral Machado, 2005

Reino Unido 22% Populagao em geral Dubey e Beattie, 1988
Suécia (Uppsala) 23% Populagao em geral Birgisdottir ef al., 2006
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Anexo 111

Seroprevaléncia de infec¢do ovina por Toxoplasma gondii em varios paises.

Pais (Cidade) Seroprevaléncia Prova Referéncias
serologica

Austria 66% IFAT Edelhofer, 1994
Brasil (Bahia) 18,6% LAT Gondim et al., 1999

(Lajes) 55,7% ELISA Clementino et al., 2007
Chile 28% IFAT Gorman et al., 1990
Egipto (Cairo) 43,7% MAT Shaapan et al., 2008
Espanha 12% MAT Mainar et al., 1996

35% MAT Marca et al., 1996
Franca 92% IFAT Cabannes et al., 1997
Grécia (Creta) 23% ELISA Stefanakis et al., 1995
Irdo (Mazandaram) 35% IFAT Sharif et al., 2007
Italia (Sicilia) 49,9% ELISA Vesco et al., 2007
Marrocos (Marrakech)  27,6% ELISA Sawadogo et al., 2005
Noruega 3% ELISA Skjerve et al., 1996
Reino Unido 29% LAT Samad e Clarkson, 1994
Suriname 67% MAT Bastiaensen e Dorny,
1999
Tailandia (Satun) 27,9% LAT Jittapalapong et al.,
2005

Turquia

(Sanliurfa) 55,7% DAT Sevgili et al., 2003

(Yalova) 65,1% LAT Oncel et al., 2005
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Anexo IV

Seroprevaléncia de infecg¢do canina por Toxoplasma gondii em varios paises

Pais (Cidade) Seroprevaléncia Prova serologica Referéncias
Argentina 60% IFAT Gury, 1995
Brasil 47% IFAT Guimaraes et al., 1992
53% IFAT Cabral et al., 1998
63% ELISA Domingues et al., 1998
84% IFAT Garcia et al., 1999
(Sao Paulo) 51% IFAT Varandas et al., 2001
Chile 12% IHAT Gorman et al., 1991
E.U.A (Kansas) 25% DAT Lindsay et al., 1990
Espanha 47% I[FAT Di Lorenzo et al., 1997
Franca 39% IFAT Cabannes et al., 1998
Italia 17% I[FAT Bartoli et al., 1996
Portugal (Porto) 47% MAT Pereira, 2007
Sri Lanka 67,4% MAT Dubey et al., 2007
Suécia 30% DAT Bjorkmann et al., 1994
Trinidade e Tobago 32% LAT Ali et al., 2003
Turquia 85% IFAT Cakmak et al., 1996
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Anexo V

Seroprevaléncia de infec¢ao suina por Toxoplasma gondii em varios paises.

Pais (Cidade) Seroprevaléncia Prova serologica

Referéncias

Argentina
Alemanha

Brasil

(Sao Paulo)

Chile

EUA (Illinois)

(Iowa)
Finlandia
Holanda
México
Noruega
Panama
Peru
Polonia
Portugal
(Alentejo)

Zimbabué

37,8%

0%

9,6%

17%

30%

21%

22%

3%

2%

9%

3%

32,1%

32,3%

36%

15,8%

9,3%

9%

MAT

ELISA

ELISA

MAT

IHAT

MAT

MAT

ELISA

ELISA

ELISA

ELISA

IFAT

ELISA

ELISA

MAT

DAT

MAT

Venturini et al., 2004
Seinek, 1996
Suaréz-Aranda et al., 2008
dos Santos et al., 2005
Tamayo et al., 1990
Dubey et al., 1995a
Dubey et al., 1995b
Hiveld-Koski, 1992
Knapen et al., 1995
Garcia-Vasquez et al., 1993
Skjerve et al., 1996
Correa et al., 2005
Suaréz-Aranda et al., 2008
Bartoszcze et al., 1991
Sousa et al., 2006

Angelo et al., 2005

Pandey e van Knapen, 1992
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Anexo VI

Material e reagentes

a) Placas de microtitulacdo com o fundo em U (bioMérieux, 2006);

b) Antigénio toxoplasmico — suspensdo de taquizoitos em formol, estirpe de Sabin

obtida a partir de liquido ascitico de rato (bioMérieux, 2006);

¢) Solugdo diluidora do antigénio: tampao albumina — solu¢do tamponada de acido

borico (BABS) de cor vermelha (pH 8,95) azida sdédica 1 g/L (bioMérieux, 2006);

d) Solugdo tampao de fosfato (PBS) (bioMérieux, 2006);

e) 2-beta-mercaptoetanol (2-ME) (14,2 mol/L). Diluir 0,35 ml (2-ME) em PBS q.b.p.

25ml, de modo a obter uma solug¢do com 0,2 mol/L (bioMérieux, 2003);

f) Soro controlo negativo;

g) Soro controlo positivo;

h) Soros problema a testar;

1) Micropipetas e pontas.

j) Etiquetas
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Anexo VII

Leitura e interpretaciao dos resultados

— Controlo do antigénio: sedimentagdo dos taquizoitos em botao ou anel (Fotografia 1).

— Controlo soro negativo e positivo (Fotografia 2).

G At NN
=

Fotografia 1. Controlo do antigénio Fotografia 2. Control positivo (4
(Lopes, 2007b). esquerda) e control negativo (4
direita).

— Como resultado negativo consideramos a sedimentagdo dos taquizoitos em botao bem
nitido (Fotografia 3) ou em anel com didmetro inferior a metade do didmetro da cupula

(Fotografia 4).

Fotografia 3. Sedimentacdo dos Fotografia 4. Sedimentagdo dos
taquizoitos em botdo bem nitido. taquizoitos em diametro inferior a
metade do diametro da cupula.

— consideramos resultado positivo a presenga de aglutinado cobrindo pelo menos

metade do fundo da ctpula (Fotografias 5 e 6).

Fotografia 5. Presenga  de Fotografia 6. Presenca de
aglutinado cobrindo todo o fundo da aglutinado cobrindo metade do
cupula (Lopes, 2007D). fundo da ctpula (Lopes, 2007Db).
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Anexo VIII

Numero de animais e distribuicio relativa obtidos a partir dos dados

do inquérito realizado em caes

Animais (n) Distribuicdo relativa (%)

Sexo

Machos 116 75,3

Fémeas 38 24,7
Grupo etario

Adultos (>12 meses) 104 74,3

Jovens (<12 meses) 36 25,7
Habitos de Vida

Acesso ao exterior € ao interior 44 28,6

Vida exclusiva no interior 4 2,6

Vida exclusiva no exterior 106 68,8
Tipo de alojamento

Casa 150 97,4

Apartamento 4 2,6
Contacto com outros caes

Sim 120 78,9

Nio 32 21,1
Tipo de alimentacao

Comercial 10 6,5

Mista 143 93,5
Deslocacoes

Area de residéncia ou sem deslocagdes 138 89,6

Fora da area de residencia 16 10,4
Vacinado

Sim 7 4,7

Nio 143 95,3
Desparasitado

Sim 111 73,0

Nao 41 27,0
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Anexo IX

Numero de animais e distribuicio relativa obtidos a partir dos dados

do inquérito realizado em ovinos

Animais (n) Distribuicao relativa (%)

Sexo

Machos 14 41,2

Fémeas 20 58.8
Grupo etario

Adultos (>12 meses) 21 52,5

Jovens (<12 meses) 19 47,5
Regime

Extensivo 22 55,0

Semi-intensivo 18 45,0
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Anexo X
~ESPECIES PECUARIAS ~

Amostra n° EP /20

Data: / /
1. Espécie:
Bovino []
Caprino []
Ovino []
Suino []
2. N° de identificacao: Marca auricular:
Tatuagem:
3. Sexo: Masculino [ Feminino [
4. Idade:
5. Raga:

6. Proveniéncia do animal:

Distrito: Concelho: Freguesia:

7. Identificacdo da exploracio:.
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8. Condicoes da exploracio:

Regime intensivo ]
Regime semi-intensivo ]
Regime extensivo ]

9. Material recolhido:

Sangue (soro) [ | (conservar a 4°C — refrigerado)

Liquido pleural [] (congelar)

Liquido peritoneal [ | (congelar)

Tecidos/6rgdos (cérebro;coragdo) [ | (congelar)

10. Tipo de abate:

Abate sanitario [ Abate normal [
11. Carcaga:
Aprovada [ Rejeitada [ Causa:

12. Estatuto sanitario:

13. Local de abate:
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Anexo XI

~ CAES ~
Amostra n° C /20
Data: / /
Identificacao do proprietario
Nome:
Sexo: Masculino [ | Feminino [ ]
Idade: anos
Escolaridade: (facultativo)
Endereco:
Concelho: Meio urbano [ ] Meio rural [
Contacto:
Dados relativos ao cao
1. Nome:
. Sexo: Masculino [ | Feminino [ Castrado: Nio [ ] Sim [
. Raga:
. Data de nascimento: / /

. Pelagem Curta [| Meédia [| Comprida [] Cor

. O animal encontra-se doente?  Nio [ Sim L[|
Com:
7. Tem acesso a roedores (ratos, ratazanas, etc), aves? Nio [ Sim [
. Tipo de habita¢ao:

Apartamento | Quintal |  Vivenda ¢/jardim [  Local de reprodugio [
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9. Habitos de vida:

Vive exclusivamente no exterior || Vive exclusivamente dentro de casa | |

Vive dentro de casa mas tem acesso ao exterior ||

Alimentacio:
Caseira [ ]  Racdoseca [ Lata [
Carnes cruas e/ou mal cozinhadas [ De que animal?

10. Deslocacoes do animal:

Nenhuma [ |  Virias regides dentro do pais [ |  Estrangeiro [

Area de residéncia | |

Outras
11. Vacinado? Nio [ Sim [
12. Desparasitado? Nio [ Sim [] H4 quanto tempo?

Nome do desparasitante:

13. Contacta com outros animais? Nao [ |  Sim [ Quais?

14. O seu cao tem/teve alguma das seguintes doengas:

Esgana [ Parvovirose || Leishmaniose [

Nio sabe [ ]
15. Material recolhido:

Sangue (soro) [ | (conservar a 4°C — refrigerado)
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