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Estudo comparativo da prevaléncia da infeccdo por Toxoplasma gondii em animais silvestres
em cativeiro e fatores de risco para a saide humana associados com o risco ocupacional no
Zooldgico Nacional de Cuba e no Zooldgico do Rio de Janeiro, Brasil

RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Ginette Villar Echarte

Os zoologicos modernos sao instituicdes destinadas a manutencdo da fauna
silvestres, com espécies vivendo em condi¢des diferentes do seu habitat natural, o
que pode propiciar a disseminagdo de doengas, muitas delas zoonéticas. A pratica
veterinaria nestas instalagcdes expde o profissional a risco. Considerando o exposto,
o presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-T.
gondii em ungulados, primatas, carnivoros e em profissionais em risco ocupacional
no Parque Zoolégico Nacional de Cuba (PZN) e do Zoolégico do Rio de Janeiro
(RIOZOO) e os fatores de risco associados a infecgédo. Para tanto, foram coletadas
110 amostras de sangue (42 carnivoros, 32 primatas e 36 ungulados) no PZN e 126
(26 carnivoros, 79 primatas, 21 ungulados) no RIOZOO. Foi utilizada a técnica de
ELISA/i nas amostras dos animais de ambos zooldgicos, nas do RIOZOO também
foi utilizado o MAT, na analise estatistica dos dados foi realizada o teste de Xt
utilizando o software SPSS. As variaveis de risco para transmisséo de T.gondliforam
tipo de manejo, presenga de gatos e animais carreadores mecanicos de oocistos.
Também foram coletadas as fezes dos felinos silvestres e domésticos para deteccgao
de oocistos. Para determinar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em
trabalhadores foram coletadas 133 amostras de sangue (n=79 do PZN e n=54 do
RIOZOO), também foram avaliadas as variaveis: percepgao de risco e competéncia
profissional por meio do questionario "Metodologia para a analise de alguns
indicadores de risco associado ao manejo territorial das zoonoses". Os resultados
foram analisados pela teste de X? utilizando o software Epidat 3.1. Para a detecgdo
de anti-T. gondii foram utilizadas as técnicas de ELISA e RIFI. A soroprevaléncia dos
animais do PZN foi elevada (87,36%). No entanto, no RIOZOO foi de 39,09% pela
técnica de ELISA/i e 33,95% na MAT. No PZN, o grupo com maior soroprevalencia
foi o dos ungulados (91,67%) seguida dos carnivoros (88,10%) e primatas (78,12%).
No RIOZOO também foram os ungulados a ordem que apresentou uma
soroprevaléncia mais elevada (41,67%), seguida dos primatas (36,28%), todos os
carnivoros nao foram soro reagentes (100%) pela técnica de ELISA/i e (96,15%)
pelo MAT. Com relagdo aos primatas, todos do Novo Mundo, foram sororeagentes
pelo MAT (43,36%) e os ungulados (21,74%). No exame coproparasitologico das
fezes dos felinos ndo foram observados oocistos de T. gondii. Foram detectados
larvas e ovos de nematoides similares aos da familia Ancylostomatoidae e ovos da
familia Diphyllobothriidae. Nos resultados soroldgicos dos trabalhadores, somente o
grupo dos técnicos existia marcadas diferengcas nos porcentuais entre os dois
zoologicos (43,75% ELISA e 41,67% RIFI - PZN) e (75% ELISA e 79,19% RIFI —
RIOZOO). Nas respostas obtidas por meio do questionario ndo se encontrou
diferengas estatisticas (p=0.05). As variaveis, foram pontuadas, predominantemente,
como categoria “MEDIA”. Este estudo pode ser um incentivo a outros zooldgicos a
realizar estudos focados na prevencgédo da infecgao por T. gondii em zooldgicos,
tendo em vista a melhoria da medicina da conservagao, promog¢ao da saude humana
e animal e conservacao da vida silvestre.

Palavras—chaves: Toxoplasma gondii, animais silvestres cativos, trabalhadores
ocupacionalmente expostos, percepg¢ao de risco e competéncia profissional.
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Comparative study of the prevalence of Toxoplasma gondii infection in wild animals in
captivity and risk factors for human health associated with occupational risk in the
National Zoo of Cuba and the Zoo of Rio de Janeiro, Brazil

ABSTRACT
PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Ginette Villar Echarte

The modern zoos are institutions intended for the maintenance of the wild fauna, with
species living in conditions different from their natural habitat, which may provide
dissemination of diseases, many of the zoonotics. The veterinary practice in these
installations exposes the professional at risk. Considering the above, this study
aimed to evaluate the prevalence of antibodies anti-T. gondii in ungulate, primates,
carnivores and professionals at occupational risk in the National Zoo Park of Cuba
(PZN) and Zoo of Rio de Janeiro (RIOZOO) and the risk factors associated with
infection. Therefore, 110 samples of blood (42 carnivores, 32 primates and 36
ungulate) were collected in the PZN and 126 (26 carnivores, 79 primates, 21
ungulate) in RIOZOO. The technique Elisa/i was used in the samples of the animals
of both zoo, in the RIOZOO was used the MAT too, in the statistical analysis of the
data the X2 test was performed using the SPSS software. The risk variables for
transmission of T. gondii were type of management, presence of cats and animals
mechanical carriers of oocists. Were also collected feces of wildlife and domestic
feline. To determine the prevalence of antibodies anti-T. gondii in workers were
collected 133 samples of blood (n = 79 of the PZN e n = 54 of RIOZOO), also the
variables were assessed: perception of risk and professional competence by the
questionnaire "Methodology for the analysis of some risk indicators associated with
the territorial management of zoonoses ". Results were analyzed by the X2 test using
the Epidat 3.1 software. For detection anti-T. gondii Elisa and RIFI techniques were
used. The seroprevalence of PZN animals was high (87.36%). however, in RIOZOO
it was 39.09% by Elisa/i technique and 33.95% in MAT. In PZN, the group with the
highest seroprevalence was ungulates (91.67%) followed by carnivores (88.10%)
and primates (78.12%). In RIOZOO, the ungulates were also the order that had a
higher seroprevalence (41.67%), followed by primates (36.28%), all carnivores were
non-reactive sera (100%) by the Elisa technique , 15%) by MAT. In relation to the
primates, all of the new world, were sororeagentes by MAT (43,36%) and ungulates
(21,74%). The oocysts of T. gondii were not observed in the coproparasitological
exam of feline feces. Were detected larvae and eggs of nematodes similar to those
of the family Ancylostomatoidae and eggs of the Diphyllobothriidae family. In the
serological results of the workers, only the technicians group showed marked
differences in the percentages between the two zoos (43.75% Elisa and 41.67% RIFI
- PZN) and (75% Elisa and 79.19% RIFI - RIOZOO). In the answers obtained through
the questionnaire no statistical differences were found (p=0.05). The variables were
scored predominantly as "MEDIUM" category. This study may be an incentive for
other zoos to undertake studies focused on the prevention of T. gondii infection in
zoos, with a view to improving conservation medicine, promoting human and animal
health and wildlife conservation.

Key words: Toxoplasma gondii, captive wild animals, occupationally exposed

workers, risk perception and professional competence.
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1. INTRODUCAO

Os zooldgicos existem ha centenas de anos, surgindo no Egito Antigo e na
China. Um dos exemplos mais antigos data de 5500 anos a.C., no antigo Egito,
aonde se tem o registro da manutencdo em cativeiro de hienas, macacos,
antilopes e outras espécies (Fa et al., 2011). Naquela época, possuiam apenas
colegdes de animais vivos em exposi¢cao para entretenimento. Este habito era
visto, e ostentado, como sinal de poder, principalmente entre imperadores
chineses, astecas gregos, farads egipcios e chefes de Estado (Garcia e
Marandino, 2008). A pratica durou por muitos anos, porém, em 1752 implantou-
se 0 primeiro zoologico que permitia a visitagao do publico: o Zooldgico de Viena,
na Austria. Mas, o foco desses ainda tinha como finalidade o entretenimento
(WAZA, 2006). Este zooldgico foi construido pelo imperador Francisco | em 1752
e iniciou uma nova era no conceito de zooldgicos em termos de arquitetura de
recintos, paisagismo e manejo de animais.

No século XVIII, o valor dos zoolégicos como fonte e centro de pesquisa foi
reconhecido (Carr e Cohen, 2011). No entanto, somente com a criacdo do
zoologico de Londres em 1826, os mesmos foram reconhecidos como centros
de pesquisa. O interesse sobre conservacdo e bem-estar de animais em
zooldgicos é assunto da modernidade, sé desenvolvidos apds a Segunda Guerra
Mundial (Knowles, 2003).

Os zooldgicos na atualidade mudaram nao sé em sua estrutura, mas também
filosoficamente, respondendo as pressdes ambientais e mudancgas dos valores
culturais (West et al., 2007). Apesar disso, eles ainda tém como um de seus
principais objetivos a exposicédo de animais como forma de entretenimento e
diversao para o publico, a fim de arrecadar verba e assim desenvolver atividades
para outra missao: a conservagao dos animais (Patrick et al., 2007).

No Brasil, a primeira colegao de animais considerada Zoolégico foi a do Museu
Emilio Goeldi, em Belém do Para, em 1882, exibindo algumas espécies
representantes da Floresta Amazonica, tornando-se um dos principais centros
de pesquisas do pais e referéncia internacional, destacando-se por ser um dos
unicos no Brasil, com o perfil de atender somente espécies nativas (Aragéo e
Kazama, 2014).



Em 06 de janeiro de 1888 ocorreu a inauguragao do zooldgico de Vila Isabel,
primeiro zooldgico do Rio de Janerio, pelo empresario Jodo Baptista Vianna
Drummond, futuro Bardo de Drummond, que permaneceu aberto até 1940
quando encerrou suas atividades. Em 1908 existia um projeto para a construgao
de um zooldgico publico na cidade do Rio de Janeiro, no entanto, apenas em 18
de margo de 1945 foi inaugurado o Jardim Zooldgico Municipal da Cidade do Rio
de Janeiro (Augusto, 2016) (Figura 1).

Da década de 1960 em diante, varios pequenos zooldgicos foram inaugurados
no Brasil, tanto nas capitais como no interior dos estados, principalmente, no
estado de S&o Paulo (Bokermann, 1986 apud Amaral, 2002).
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Figura 1. Pértico Monumental na saida do Zooldgico RIOZOO. Fonte: Autor.

Em Cuba na provincia de Havana, a primeira colecdo de animais foi
apresentada a sociedade em 1906, por Rosalia Abreu. A colecao incluia mais de
duzentos animais: primatas ndo humanos como gorilas, orangotangos e
chimpanzés, araras, papagaios, pavdes, aguias, ursos, cervos e cavalos
(Cubillas, 2015).

Ja o primeiro zoolégico foi inaugurado no dia 24 de outubro de 1939,
conhecido como “Zooldégico de 26”, que consiste numa instalagdo de tipo
tradicional na qual grande parte dos animais exibidos permanece trancada.

Alguns anos depois comegou a construgdo de um novo zooldgico com



caracteristicas diferentes e mais modernas, onde o publico poderia apreciar
outras espécies em condi¢des de aparente liberdade, espacos que atendiam as
novas concepgoes e padrdes internacionais para a manutencdo em cativeiro. A
inauguragao do Parque Zooldgico Nacional de Cuba foi no dia 24 de margo de
1984. (Cubillas, 2015) (Figura 2).

Figura 2. Entrada principal do Parque Zoolégico Nacional de Cuba. Fonte: Autor.

Estudos mostram que o gosto por animais silvestres mantidos em ambientes
domeésticos ndo é recente. Ha muito tempo cultiva-se o habito de possui-lo na
condicdo de ente de estimacdo, exercendo a funcdo de companhia ao
mantenedor. Tal pratica evidenciou-se no Brasil, onde a diversidade e a
quantidade de animais silvestres, ao longo dos séculos, ensejou um nivel de
exploracdo e aproveitamento maior do que o verificado em outros paises
(Nassaro, 2013). Numa pesquisa feita por Barbosa et al. (2018), no municipio de
Belém, capital do estado do Para, dos 20 estabelecimentos de atencao
veterinaria, 35% ofereciam servigos de atengcdo para animais silvestres e
exoticos. Nessa mesma pesquisa entre os estabelecimentos visitados ndo houve
registro da comercializagdo de animais silvestres, no entanto, quatro
estabelecimentos vendem animais exdéticos e os mais comercializados eram:
hamster chinés (Cricetulus griseus), porquinho-da-india (Cavia porcellus),
calopsitas (Nymphicus hollandicus), periquito australiano (Melopsittacus

undulatus) e tigre d’agua ( Trachemys dorbigni).

1.1. Consideracoes gerais sobre a distribuicao de zoonoses
As mudancas das atividades humanas e ambientais atualmente estao levando
a uma dinamica de doengas infecciosas com padrdes favoraveis aos patogenos,

tanto em termos de distribuicdo geografica e de espécies, quanto de novas



oportunidades que favoregcam sua variabilidade genética. Animais silvestres,
animais domésticos e até mesmo o homem séo vitimas desse padrao cada vez
mais difundido (OIE, 2013a). O aumento da circulagdo geografica de patégenos
€ devido em grande parte as agbes do homem. Uma situacédo que tende a
intensificar-se com as mudangas climaticas, a globalizagdo, as alteragdes
demograficas e comportamentos sociais associados sdo aspectos para
compreender e controlar doengas infecciosas emergentes (Robinette et al.,
2017).

Acreditase que 700 millhdes de pessoas visitam os zoologicos todos os anos,
por isso o0s zoolégicos s&o considerados areas de conservagdo da
biodiversidade, mas também sdo areas de pesquisa para doengas emergentes
pela relagao que existe entre a saude do homem e os animais (Deem, 2015). Os
zooldgicos e profissionais da saude publica devem trabalhar juntos dentro de
uma estrutura “One Health” e representam uma poderosa alianga para futuros
problemas de conservacgao e saude publica em todo o mundo.

1.2. Toxoplasma gondii

1.2.1. Breve histoérico do parasito

Toxoplasma gondii € um dos parasitos mais estudados no mundo, devido a
sua importancia na medicina humana e na medicina veterinaria (Amendoeira,
1995; Bonna et al., 2006; Dubey, 2008; 2010).

O protozoario T. gondii, agente responsavel pela toxoplasmose, foi descrito
pela primeira vez no Brasil, em Sao Paulo, por Alfonso Splendore, em julho de
1908. Este pesquisador de origem italiana e radicado no Brasil, ao trabalhar com
coelhos em seu laboratorio, apresentou uma descricdo completa das lesdes
patolégicas e dos corpusculos parasitarios presentes na forma livre e
intracelular, isolados e agrupados, em diversos tecidos daqueles animais
infectados (Splendore, 1908).

Em outubro do mesmo ano, de forma independente, os parasitologistas
franceses Charles Nicolle e Louis Herbert Manceaux, na Tunisia, ao observarem
o protozoario em um roedor africano silvestre, o Ctenodactylus gondii,
consideraram-no como sendo do género Leishmania. Contudo, com novos
estudos de sua morfologia, ao observarem a auséncia do cinetoplasto, levaram
Nicolle e Manceaux a classifica-lo como um novo género Toxoplasma. O informe,

entdo, sobre o protozoario ocorreu em 08 de fevereiro de 1909 (Nicolle e
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Manceaux, 1909; Splendore 1908). A partir desta data, as espécies eram
descritas de acordo com os diferentes hospedeiros naturalmente infectados.
Desta forma, existe uma longa lista de espécies de hospedeiros.

Em 1939, Sabin concluiu que todas as espécies, até entdo encontradas, nao
eram nem hospedeiros especificos, nem imunologicamente diferentes e que
deveriam permanecer na especie Toxoplasma gondii, segundo a Lei de
Prioridade. O nome de Toxoplasma gondii é determinado pela sua morfologia de
duas palavras do grego toxon = arco e plasma = forma (Amendoeira et al., 1999).

Em 1940, Pinkerton e Weinman relataram o primeiro caso T. gondii em
humanos. O protozodario foi isolado em 1937 em amostras de tecido obtidas post-
mortem de um adulto em um hospital de Lima, Peru.

O ciclo de vida de T. gondii s6 foi completamente conhecido no final da década
de 1960 e inicio de 1970 (Frenkel et al., 1970; Dubey e Frenkel, 1972), apds a
descoberta do papel central do gato como hospedeiro definitivo (HD), abrigando
a fase sexuada do parasito com a posterior eliminacao de oocistos em suas fezes
no ambiente (Dubey et al., 1970a; b). A descoberta da forma ambientalmente
resistente do parasito, o oocisto, tornou possivel explicar a sua prevaléncia
mundial (Dubey, 2009a). No periodo compreendido entre 1975 a 1976, os felinos
silvestres foram implicados como responsaveis pela perpetuag¢ao do protozoario
na natureza (Dubey e Beattie, 1988).

A importancia da infecgdo por T. gondii em seres humanos permaneceu
desconhecida até terem sido relatados os primeiros casos de toxoplasmose
congénita (Schwartzman et al. 1948). Ja Boyer e Nadipura (2018) descreveram
que o primeiro caso de toxoplasmose em humanos foi reportado por Jakun no
ano 1923, descrevendo a presencga do parasito na retina de uma criancga.

1.2.2. Sistematica

Levine et al. (1980) classificaram Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux,
1909), filo Apicomplexa (Levine, 1970), classe Sporozoea (Leuckart ,1879),
subclasse Coccidia (Leuckart ,1879), ordem Eucoccidiida (Leger e Duboscq,
1910), subordem Eimeriina (Leger, 1911), género Toxoplasma (Nicolle e
Manceaux, 1909)



Recentemente Adl et al. (2012) propdem a seguinte classificagdo sistematica

do protozoario:

Super grupo: SAR (Adl et al., 2012);
e Alveolata (Cavalier-Smith, 1991);
ee Apicomplexa (Levine, 1980);
eee Conoidasida (Levine, 1988);
eesee(Coccidia (Leuckart,1879);
esseel-ucoccidiorida (Leukart, 1879);
eseeee Eimeriorina (Leger, 1911);
eseeeeeSarcocystidae (Poche, 1913);
esseesceTOXxoplasma (Nicolle e Manceaux, 1909);

eeseeseee TOxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909)

1.2.3. Morfologia do protozoario

Toxoplasma gondii possui trés estagios infectantes para os hospedeiros; sao
eles: taquizoitos, bradizoitos, no interior de cistos que sdo encontrados nos
tecidos dos hospedeiros, e 0os esporozoitos, no interior de oocistos esporulados
(Dubey, 1998; 2004).

O termo “taquizoito” (do grego tachys = “rapido”), proposto por Frenkel (1973),
refere-se ao estagio de multiplicagéo rapida do parasito que Nicolle e Manceaux
(1909) encontraram no roedor Ctenodactylus gundii. Esta forma evolutiva possui
2 a 6 ym de tamanho e uma forma de meia-lua (Dubey et al., 1998a).

Os oocistos nao esporulados sao subesféricos a esféricos, medindo 10 por 12
pm de didmetro. Ja os oocistos esporulados sao subesféricos a elipsoidais e
medem 11 por 13 um de didmetro. Cada oocisto esporulado contém dois
esporocistos, cada um deles com quatro esporozoitos. Os esporozoitos
apresentam 2 ym x 6 a 8 ym de tamanho (Dubey et al., 1998a; Amendoeira et
al., 1999).

O termo “bradizoito” (do grego brady = “lento”) foi proposto por Frenkel (1973)
para descrever o estagio de multiplicagdo lenta do parasito que se encista nos
tecidos. Estudos realizados por Dubey e Frenkel (1976) demonstraram que os
bradizoitos no interior de cistos teciduais sdo parte integrante do ciclo de vida de

T. gondii e independente da imunidade do hospedeiro.



Os bradizoitos apresentam forma de meia-lua, medindo 7 ym x 1,5 ym, e séo
funcionalmente diferentes dos taquizoitos. Embora morfologicamente
semelhantes aos taquizoitos, diferem, por exemplo, na localizagado do nucleo, o
qual esta situado numa posigao mais proxima da extremidade posterior, quando
comparado com o nucleo mais central dos taquizoitos (Figura 3). Os bradizoitos
sdo também mais resistentes as influéncias ambientais adversas e menos
suscetiveis a destruicdo por enzimas proteoliticas do que os taquizoitos (Dubey
et al., 1998a). Os bradizoitos sdo encontrados no interior de cistos teciduais
(Amendoeira et al., 1999; Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Os bradizoitos,
assim como os taquizoitos, apresentam formato arqueado e reproduzem-se
assexuadamente, porém de forma lenta, no interior de cistos, caracterizando
assim, a fase crénica da infecgdo nos hospedeiros intermediarios.

Os cistos teciduais possuem uma parede elastica e fina (<0,5 ym), variam
entre cinco a mais de 70 um de tamanho e formato (dependendo da localizagao)
e podem conter centenas de bradizoitos (Dubey et al., 1998a; Dubey, 2010). Os
cistos podem se desenvolver em qualquer 6rgao visceral, incluindo pulmdes,
figado e rins. No entanto, estes sdo mais frequentes nos tecidos musculares
como musculo esquelético e cardiaco, sendo assim uma parte essencial no ciclo
de vida do parasito (Montoya e Liesenfeld, 2004; Dubey, 2010).

Ja os esporozoitos encontram-se no interior de oocistos esporulados no
ambiente. Estes oocistos sédo estruturas arredondadas e eliminadas nas fezes
dos felinos infectados, ainda n&do esporulados, ou seja, ndo infectantes. No
ambiente, devido principalmente a oxigenagdo, adquirem o carater infeccioso
mediante a esporulagdo, com a formacgdo das estruturas infectantes, os
esporozoitos (Amendoeira et al., 1999; Dubey, 2009a).

Estas trés formas evolutivas apresentam um conjunto de organelas, tipicas do
Filo Apicomplexa, que o auxiliam no processo de invasado celular em células
nucleadas de mamiferos e aves (Dubey et al., 1998a; Morrissette e Sibley, 2002;
Souza et al., 2010). Esta fungéo é exercida pelo complexo apical, um conjunto
de organelas composto (Figuras 3 e 4). Os anéis polares situam-se logo abaixo
da membrana plasmatica na porcado anterior da célula parasitaria, embora sua
composi¢ao ainda seja desconhecida (Souza et al., 2010). O condide apresenta
um formato conico e acredita-se que desempenhe uma fungdo mecanica durante

a invasao celular (Morrissette e Sibley, 2002). Os micronemas e as roptrias s&o
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organelas secretoras envolvidas na adesao e invasao celular e na formagao do
vacuolo parasitéforo (Morrissette e Sibley, 2002). O conteudo dos micronemas é
secretado no momento inicial do processo de invasao, seguido pela secregéo
das réptrias (Souza et al., 2010). Ja os granulos densos, organelas esféricas,

secretam suas substancias na fase intracelular do parasito (Souza et al., 2010).
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Figura 3. Desenho esquematico da ultraestrutura do taquizoito (a esquerda) e do
bradizoito (a direita) de Toxoplasma gondii (Adaptado — Fonte: Dubey et al.,

1998a).
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Figura 4. Desenho esquematico da ultraestrutura do esporozoito de Toxoplasma

gondii. (Adaptado — Fonte: Dubey et al., 1998a)

1.2.4. Ciclo biolégico

Toxoplasma gondii € considerado um parasito heteroxeno facultativo, sendo
que os felideos domésticos e silvestres sao considerados os unicos HD e os
animais homeotérmicos, incluindo o ser humano, como hospedeiros
intermediarios (HI) (Dubey et al. 998a). Apresenta uma fase assexuada no HI,
com pouca especificidade celular e ou espécies de hospedeiros intermediarios,
e uma fase sexuada nos enterdcitos dos HD, levando a produgéo de oocistos
nao esporulados (Smith e Frenkel, 1995; Dubey e Beattie, 1988) (Figura 5).

Segundo Dubey (2004), a reprodugdo sexuada ocorre tanto nos gatos
domésticos como nos felinos silvestres. Nestes animais, T. gondii persiste nos
tecidos intestinais e extraintestinais por varios meses, possivelmente por toda a

vida desses animais.
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Figura 5. (A) Esquema do ciclo de vida de Toxoplasma gondii. (B) Esquizonte (seta)
com varios merozoitos (pontas de seta) presentes no intestino do gato
infectado. (C) Gameta masculino com dois flagelos (setas) presentes no
intestino de um gato infectado. (Adaptado de Hill e Dubey, 2002 e Robert-
Gangneux e Dardé, 2012).

1.2.4.1. Ciclo de vida no hospedeiro definitivo

A infeccdo nos hospedeiros definitivos ocorre quando ha ingestao de cistos
com bradizoitos presentes nos tecidos de hospedeiros intermediarios. As
paredes desses cistos sao digeridas por enzimas proteoliticas do estdmago e do
intestino, determinando a liberagdo dos bradizoitos. Estes penetram na Iamina
prépria do intestino, dando origem a uma fase assexuada (esquizogonia),
formando-se cinco tipos de esquizontes no epitélio intestinal, morfologicamente
distintos e designados de tipos A, B, C, D e E (Dubey e Frenkel, 1972; Dubey,
1998). Em seguida, ocorre a fase sexuada (gametogonia), na qual ha a formagao
e maturagdo de micro e macrogametas (Dubey, 1998). Os esquizontes do tipo
A, B e C sao encontrados durante a infeccdo primaria, antes que ocorra a
eliminagao de oocistos. Nao esta determinada qual a origem dos gametas, mas
0s merozoitos liberados dos esquizontes do tipo D e E s&o provavelmente os
que iniciam a formagao dos gametdcitos, os quais sdo encontrados ao longo de
todo o intestino delgado dos felinos, com mais frequéncia no ileo, acima do
nucleo do enterdcito e proximos ao bordo das vilosidades (Dubey et al., 1998a).

Durante a gametogonia o nucleo do microgametdcito divide-se dando origem a
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microgametas que sao liberados e por meio de flagelos deslizam em dire¢ao ao
macrogameta maduro, penetrando e fertilizando-o (Buxton, 1998). Apos a
fertilizacdo, desenvolve-se uma parede em volta do zigoto, formando-se o
oocisto. Posteriormente, os enterécitos infectados sdo rompidos e os oocistos
sdo liberados para o lumen intestinal e excretados juntos com as fezes dos
felinos (Dubey, 2010).

1.2.4.2. Ciclo de vida nos hospedeiros intermediarios

Nos hospedeiros intermediarios, o parasito passa por desenvolvimento
apenas assexuado. Apos a ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
oocistos esporulados, ou de carne crua ou mal cozida contendo cistos, os
esporozoitos sio liberados dos oocistos e os bradizoitos dos cistos. Ambos
invadem o epitélio intestinal e diferenciam-se em taquizoitos (Robert-Gangneux
e Dardé, 2012). Os taquizoitos entram nas células hospedeiras por penetracéao
ativa da membrana celular e multiplicam-se assexuadamente por repetidas
divisdes binarias, chamada de endodiogenia. Nesse processo, as células
hospedeiras sdo rompidas e os taquizoitos invadem as células vizinhas,
iniciando-se assim um novo ciclo assexuado. Os taquizoitos se disseminam por
todo o organismo do hospedeiro por meio da corrente sanguinea e linfatica,
infectando todos os tecidos, principalmente o tecido ocular, os ganglios linfaticos,
0 musculo-esquelético e cardiaco, as visceras como figado, bago e rins, a
placenta e o sistema nervoso central. A resposta imunologica protetora que se
segue é acompanhada pela conversdo de taquizoitos em bradizoitos que se
formam no interior de cistos teciduais intracelulares, que crescem e permanecem
no interior das células (Buxton, 1998; Dubey, 2004; Montoya e Liesenfeld 2004;
Dubey, 2010).

Em casos raros pode ocorrer a multiplicacdo de taquizoitos e a invasao de
outras células nervosas determinando a morte do hospedeiro. No entanto,
frequentemente o hospedeiro desenvolve uma resposta imunoldgica eficiente
contra o protozoario, que resulta na formagao de cistos teciduais (Buxton, 1998).
Na infecgao crénica, os bradizoitos permanecem encistados e viaveis em 6rgaos
durante toda a vida do hospedeiro, representando a fase latente, sendo

infectantes para outros hospedeiros (Dubey et al., 1998a; Tenter et al., 2000).
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O ciclo evolutivo do T.gondiinos animais domésticos e silvestres é crucial para
a permanéncia deste protozoario e para a infecgdo humana (Schluter et al.,
2014).

1.2.5. Mecanismos de transmissao

Este protozoario pode ser transmitido nao so6 entre o Hl e o HD, mas também
entre os HI por meio do carnivorismo ou mesmo entre os HD por meio da
ingest&o de oocistos (Tenter et al., 2000). A transmiss&o do parasito pode ocorrer
por via horizontal ou vertical (Figura 6). A transmisséo por via horizontal ocorre
mediante a ingestao de qualquer um dos trés estagios infectantes: esporozoitos
no interior de oocistos, em consequéncia da contaminacgao fecal dos alimentos,
do solo ou da agua; bradizoitos no interior de cistos teciduais, em consequéncia
do carnivorismo ou por meio de taquizoitos que sao adquiridos em orgaos
transplantados ou por transfusdées sanguineas (Tenter et al., 2000; Hill et al.,
2005; Dubey, 2010). A transmissao por via vertical ocorre pela transmissao
transplacentaria ou transmamaria (Montoya e Liesenfeld, 2004). Adicionalmente,
a infeccdo pode ser transmitida quando os HD ingerem cistos teciduais
(carnivorismo) e os HI ingerem oocistos (transmisséao fecal-oral) (Dubey, 2001;
2006).

A transmissao congénita tem grande relevancia na medicina humana e na
medicina veterinaria; a transmissdo congénita faz da toxoplasmose um grande
risco para fetos humanos e os de outras espécies de animais (Goulart et al.,
2013). A transmissao congénita ocorre quando a fémea ou mulheres gestantes
se infectam pela primeira vez, justamente no periodo gestacional (Robert-
Gangneux e Dardé, 2012). Nesse quadro, taquizoitos circulantes, caracteristicos
da fase aguda, atravessam a placenta e as demais membranas fetais, atingindo
a circulagdo materno-fetal. Sendo assim, sdo necessarias medidas que impegam
que mulheres gravidas venham a ingerir alimentos possivelmente contaminados,
com cistos teciduais e oocistos (Amendoeira e Camillo-Coura, 2010).

Invertebrados como moscas, baratas, besouros € minhocas sao possiveis
vetores mecanicos de oocistos, bem como o vento e os proprios seres humanos
(Dubey e Beattie, 1988; Kniel et al., 2002; Sroka et al., 2003). Os pequenos

roedores e as aves sao importantes reservatérios para a infecgao, pois podem
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ser predados por felinos, que ingerem cistos com bradizoitos presentes em seus
tecidos (Weiss e Kim, 2011).
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Figura 6. Fontes de infeccdo e mecanismo de transmissao de T. gondii (Adaptado—
Fonte: Robert-Gangneux e Dardé, 2012).
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1.2.6. Patogenia

A patogenia de T. gondii é determinada por varios fatores, incluindo a
suscetibilidade das espécies hospedeiras, a viruléncia da cepa do parasito,
estagio e/ou estrutura infectante do parasito na infecgdo. As infecgbes
produzidas por oocistos sao clinicamente mais graves em HIl e ndo dependem
da quantidade de oocistos ingeridos (Dubey, 2004).

Toxoplasma gondii possui a capacidade de invadir e multiplicar-se numa
grande variedade de células hospedeiras, incluindo eritrocitos e leucdécitos
(Epiphanio et al., 2003; Weiss e Kim, 2011). A invasao € um processo ativo que
depende da motilidade do parasito e da secrecdo sequencial de proteinas
produzidas por organelas como micronemas, roptrias e graénulos densos

(Carruthers e Boothroyd, 2007). Os mecanismos de invasdo e sobrevivéncia
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celular incluem a permanéncia num vacuolo parasitéforo, escapando, deste
modo, as respostas imunologicas do hospedeiro (Dubey, 2004; 2009b).

O protozoario induz também apoptose de células CD4+ na fase aguda (Khan
et al., 1996), contribuindo, em parte, para o imunocomprometimento observado
durante esta fase da infeccdo. No entanto, a infeccdo de uma célula pelo T.
gondiiinibe as suas capacidades apoptoticas (Goebel et al., 2001).

Desta forma, os taquizoitos rapidamente se disseminam por meio do sistema
sanguineo e linfatico para varios tecidos, levando a ruptura das células
hospedeiras pelas repetidas multiplicagbes intracelulares. O crescimento
intracelular dos taquizoitos causa uma destruigdo tecidual que origina areas
focais de necrose celular em muitos 6rgéos, seguida de uma forte resposta
inflamatdria predominantemente mononuclear (Frenkel, 1990; Dubey, 2010).
Esta resposta é responsavel pelas manifestagdes clinicas da doenga (Montoya
e Liesenfeld, 2004). Por outro lado, em caso de imunocomprometimento, a
conversao bradizoito-taquizoito resulta na reativacao da infeccdo causando uma

intensa resposta inflamatodria, destruicao e necrose tecidual (Weiss e Kim, 2011).

1.2.7. Prevaléncia por Toxoplasma gondii em animais
1.2.7.1 Prevaléncia em animais domésticos

A prevaléncia da infecgdo por T. gondii em gatos domésticos (Felis catus)
pode estar diretamente relacionada a prevaléncia da infecgao nas populagdes
de roedores e aves locais, que servem como fonte de alimento para os felinos,
principalmente para os gatos errantes ou aqueles que ainda domiciliados tém
acesso a rua (Ruiz e Frenkel, 1980). Estima-se que a prevaléncia de infeccéo
nesses animais, em todo o mundo, varie entre 30 a 40% (Elmore et al., 2010),
com valores a atingirem 84,7% na Espanha (Millan et al., 2009). Num estudo
efetuado no nordeste de Portugal verificou-se um valor de soroprevaléncia de
37% (76/207) (Lopes et al., 2008). Em Lisboa, foi reportado um valor de soro
prevaléncia de 20,5% em 215 gatos amostrados (Esteves et al., 2014). Outros
estudos mostram as diferentes prevaléncias no mundo. No Qatar (Boughattas et
al., 2017), dos 495 gatos ferais amostrados, 406 (82%) foram soropositivos. No
Iraque 30,4% em gatos de rua, segundo Switzer (2013). Na Etiopia, 85,4%,
segundo pesquisa de Tiao (2013). Na China um estudo realizado em diferentes

regides do pais mostra que a soroprevaléncia varia de 26,3% até 11,2% (Pan et
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al., 2017). No Brasil, estudo feito por Cavalcante et al. (2006) foram observados
1% de soropositivos dos gatos examinados. Ja em Pernambuco 66,6% (Costa
etal., 2012), em Sao Paulo 35,4% (Pena et al., 2006), no Rio de Janeiro Mendes-
de-Almeida et al. (2007) observaram a maior taxa de prevaléncia deste
protozoario no ano 2002 (92,1%). Ainda no Rio de Janeiro, foram observadas
taxas similares entre os anos 2003 (63,8%) e 2004 (60,6%), em gatos errantes
na Quinta da Boa Vista. Figueiredo et al. (2018) por meio de analise sorologica
de T. gondii em duas populagbes de gatos do Rio de Janeiro, evidenciaram
positividade para anticorpos anti- T. gondii de 24,5% e em gatos cativos de abrigo
municipal e de 18% em gatos de rua capturados em um conjunto de condominios
da cidade. Em Cuba, segundo Grandia et al. (2013a), a soroprevaléncia de gatos
domiciliados foi de 70% em Havana.

A infeccao por T. gondiitem sido relatada também em cées domésticos (Canis
lupus) em quase todo o mundo (Tenter et al., 2000), sendo apontada uma grande
exposi¢cao ao coccidio no nordeste de Portugal, com uma prevaléncia de 38%
em 673 animais (Lopes et al., 2011b). No Brasil, em Cuiba-MT, Sorte et al. (2015)
observaram 48,7% de caes que apresentaram anticorpos anti-T. gondii na RIFI
(Reacgao de Imunoflorescéncia Indireta) e em sete municipios do Rio de Janeiro,
Cunha et al. (2016) observaram que 46,08% dos caes eram sororreagentes.

Entre os animais de interesse pecuario, os pequenos ruminantes sdo os mais
suscetiveis a infecgéo por T. gondii. Os cistos teciduais s&o mais frequentemente
isolados em tecidos infectados de suinos, ovinos e caprinos do que em aves e
equinos (Tenter et al., 2000). Os bovinos sdo considerados relativamente
resistentes a infecgdo por T. gondii, ja que os cistos presentes na musculatura
desses animais sdo menos frequentes (Tenter et al., 2000). Estudos indicam
uma prevaléncia elevada a nivel mundial em ovinos e caprinos (até 92% e
81,6%, respectivamente) que séo criados em sistema extensivo (Tenter et al.,
2000). Encontram-se descritos valores de soroprevaléncia de 65% na regido
mediterranica (el-Moukdad, 2001; Rinaldi e Scala, 2008; Panadero et al., 2010),
na Grécia (Ntafis et al., 2007; Tzanidakis et al., 2012). Na China a prevaléncia
em ovelhas variou de 1,2% até 39,1%, segundo Pan et al., 2017. Globalmente,
a prevaléncia de infeccdo em suinos varia bastante, sendo menor quando os
animais sao criados em sistema intensivo. Neste tipo de sistema foi evidenciado

uma soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondi de 10% em suinos de engorda
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(Tenter et al.,, 2000; Dubey, 2010). Em Lisboa, foi reportado um valor de
soroprevaléncia de 7,1% em 281 suinos (Sus scrofa) (Esteves et al., 2014). No
Brasil, houve variagao da frequéncia da infec¢ao por T. gondii, em bovinos que
variou de 1,03% a 60% (Luciano et al., 2011a; Fajardo et al., 2013), em suinos
12,6% a 26,9% (Santos et al., 2015; Luciano et al., 2011a; Valenga et al., 2011),
em ovinos de 7,7% e 54,6% (Luciano et al., 2011b), e em caprinos 5,9% e 46%
(Luciano et al., 2011b), o que confirma a importancia epidemiologica deste
parasito. Uma pesquisa feita por Andrade et al. (2013) mostrou que no Rio
Grande do Norte a prevaléncia em ovinos foi 22,1%.

Segundo Torres et al. (2015), a infecgao por T. gondii em aves constitui uma
das fontes de zoonoses parasitarias. As aves domésticas sao relativamente
suscetiveis a infecgdo (Dubey, 2010) especialmente os frangos (Gallus
domesticus) mais velhos (Dubey, 2009b), principalmente aqueles que s&o
criadas em sistema extensivo (Dubey e Jones, 2008; Dubey, 2010), estando
descrita uma prevaléncia de infecgéo por T. gondii entre menos de 1% e 50%
em muitas partes do mundo (Tenter et al., 2000). No Brasil, em Fernando de
Noronha, Magalhaes et al. (2016), detectaram 88,4% de soroprevaléncia para o
parasito em galinhas; no Rio de Janeiro, Millar et al. (2012) observaram
soropositividade em 33,1% em galinhas poedeiras e 12,2% em frangos de corte
na Baixada Litordnea do RJ. Casartelli-Alves et al. (2012) evidenciaram 27,6%
em galinhas criadas extensivamente em Rio Bonito, e Ferreira et al. (2014)

observaram 12,3% em galinhas d’angola em area rural do Rio de Janeiro.

1.2.7.2. Prevaléncia em animais silvestres

Apesar das evidéncias sorolégicas de infeccdo por T. gondii em animais
silvestres, ainda ndo esta descrito a funcdo desses animais na cadeia
epidemiologica e pouco se sabe da suscetibilidade das varias espécies ao
parasito (Cafion-Franco et al., 2013). Infecgéo por T. gondii ja foi relatada em
animais silvestres sob cuidados humanos. Demonstrando a possibilidade de
transmissao desse parasito para esses animais em ambientes de Zooldgico
(Zhang et al., 2000; Mucker et al., 2006; Ullmann et al., 2010).

A exposicao a esse agente infectante pode ser constante quando os animais
silvestres estdo em vida livre, se tornando uma ameaca a conservagao de

diferentes espécies de animais. As manifesta¢des clinicas da toxoplasmose ja
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foram relatadas em marsupiais australianos, golfinhos, primatas ndo humanos
do Novo Mundo e varias espécies de aves (Johnson et al., 1989; Dietz et al.,
1997; Dubey, 2002).

A existéncia de animais herbivoros infectados é um indicador de
contaminagao ambiental por oocistos. Por outro lado, onivoros e carnivoros
infectados sugerem uma contaminag&o cumulativa ambiental com oocistos e/ou
ingestédo de tecido muscular de hospedeiros intermediarios infectados (Smith e
Frenkel, 1995; Dubey e Jones, 2008). A presenca de felinos silvestres, em
algumas regides, ja foi considerada como fator de risco associado a transmissao
de infeccdo do parasito (Cafon-Franco et al. 2013), como nos relatos de
contaminagao de reservatérios de agua municipal por oocistos eliminados por
felideos silvestres (Jones e Dubey, 2010). Por conseguinte, as superficies de
descarga que contém fezes de felinos contaminadas com oocistos de T. gondii
entram em ecossistemas aquaticos e os animais que neles habitam sao
infectados, como € o caso das lontras-marinhas (Enhydra lutris), que podem
apresentar elevados valores de prevaléncia como consequéncia dos seus
habitos alimentares baseados na ingestdo de bivalves, animais filtradores que
concentram oocistos de T. gondii (Kapperud et al., 1996).

Os pequenos roedores também desempenham um papel relevante como
indicadores de contaminagdo ambiental, pois como s&o hospedeiros
intermediarios, podem transmitir a infeccéo aos carnivoros, incluindo os felideos
silvestres e onivoros (Reperant et al., 2009; TurCekova et al., 2014; Duscher et
al., 2015).

Lopes et al. (2011c) reportaram um valor de soroprevaléncia de infecgao por
T. gondii de 50% (26/52) em aves e de 90% em mamiferos silvestres (18/20) do
norte e centro de Portugal. Os resultados obtidos sdo indicativos de uma elevada
contaminagao do meio silvestre por T. gondii naquele pais.

Muitas espécies de aves silvestres sao hospedeiras para T. gondii, incluindo
psitacideos, passeriformes e aves de rapina (Patton, 1993; Dorrestein, 1985;
Dubey, 2010).

Outros estudos realizados em aves de jardins zooldgicos e centros de
reabilitacdo reportaram valores de soroprevaléncia de 18,6% (228/1225) em
Berlim (Ippen et al.,1980), 35,4% (19/53) na Franga, 2,7% (2/75), na Coreia do
Sul (Choi et al., 1987), 11,1% (4/36) na China (Zhang et al., 2000) e de 6,7%
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(12/179) no Japao (Murata, 1989). Um estudo feito em animais de vida livre da
Mata Atlantica do estado de S&o Paulo, Brasil detectou uma soropositividade de
48,7% (39/80) em aves onivoras e 27,8% (34/122) em insetivoras (Gennari et al.
2014).

Thois et al. (2003) analisando a infecg&o por T. gondii na floresta Amazénica
da Guiana Francesa, evidenciaram que mamiferos terrestres estavam
significamente mais expostos as formas infectantes do protozoario do que os
arboricolas.

No que diz respeito a felideos silvestres, sdo escassos os estudos que
comprovam o seu envolvimento na epidemiologia da infecgao (Cafon-Franco et
al., 2013). Nao obstante, a soropositividade para T. gondii estimada nesse grupo
de animais é muito elevada em todo o mundo, aproximando-se de 100% (Elmore
et al.,, 2010), tendo sido relatado um valor elevado de soroprevaléncia de
infeccdo em linces (Lynx) (88,5%) (Riley et al., 2004).

A soroprevaléncia € mais elevada em felinos silvestres de cativeiro do que em
felinos em vida livre (Dubey, 2010). Estudos sobre a infecgdo por T. gondii no
ameacado lince-ibérico (Lynx pardinus) foi realizado na Espanha. Sobrino et al.
(2007) detectaram anticorpos para T. gondii em 22 de 27 animais (81,3%).
Garcia-Bocanegra et al. (2010) analisaram mais da metade da populagao de
lince-ibérico de modo a estimar valores de soroprevaléncia nas populag¢des que
vivem em vida livre e em cativeiro. De um total de 129 animais, 62,8%
apresentaram anticorpos para T. gondii; frequéncia similar foi observada tanto
na populagcao em vida livre quanto na de cativeiro, que era oriunda de vida livre.
No entanto, na populagdo nascida em cativeiro a soroprevaléncia era
significativamente mais baixa.

Estudos com felinos silvestres ressaltam que ha eliminacdo de oocistos nas
fezes de suguarana (Puma concolor), linces-canadensis (Lynx canadensis) e
linces-pardos (Lynx rufus) (Aramini et al., 1998; Labelle et al., 2001). A presenca
de felinos em cativeiro € uma fonte de infecgéo para outras espécies (LukeSova
e Literak, 1998). Assim, a prevaléncia de T. gondii nos HI depende da presenca
de felinos no ambiente (EImore et al., 2010), ja que esses animais sao a principal
fonte de infecgéo (da Silva et al., 2014).

Os primatas ndo humanos do Novo Mundo e os marsupiais séo altamente

suscetiveis a toxoplasmose (Miller et al., 1972; 2003). Contudo, num estudo de

18



de Camps et al. (2008) ndo foram detectados anticorpos para T. gondii em
nenhum dos 36 primatas ndo humanos do Novo Mundo pesquisados em
zoologicos dos Estados Unidos. A investigagdo desta infecgdo em primatas é
importante para entender a relagao hospedeiro-parasito (Ekanayake et al., 2004)
e testar vacinas antes da sua utilizagcdo em seres humanos (Escajadillo e
Frenkel, 1991).

Embora a toxoplasmose se encontre amplamente descrita em marsupiais,
existem poucos estudos de genotipagem que permitam identificar as linhagens
envolvidas (Fernandez-Aguilar et al., 2013).

A infeccdo por T. gondii em mamiferos marinhos é intrigante e merece
discussao especial, pelo fato de que a maioria deles se alimentam de animais
aquaticos de poiquilotérmicos, existindo casos de mortalidade em algumas
especies. Além disso, esses animais podem servir como sentinelas da
contaminagao dos oceanos por oocistos de T. gondii (Tenter et al., 2000; Conrad
et al., 2005). Existem inumeros relatos de infecgdes por T. gondii em mamiferos
marinhos, incluindo lontras-marinhas (Enhydra lutris), golfinhos (Delphinidae),
focas (Phocidae), morsas (Odobenus rosmarus) e baleias (Mysticeti), com
prevaléncias que variam entre 47% a 100% (Robert-Gangneux e Dardé, 2012).
Um estudo em cetaceos na costa mediterranea espanhola revelou que a
infeccdo por T. gondii é frequente em, pelo menos, trés espécies de golfinhos
(Cabezon et al., 2004).

A elevada prevaléncia de infec¢ao por T. gondii em espécies de mamiferos
marinhos enfatiza a importancia do transporte aquatico de oocistos como uma
fonte de exposigao ao agente parasitario (Miller et al., 2002; Conrad et al., 2005).
A fonte de infecgdo dos mamiferos marinhos ndo se encontra totalmente
esclarecida. A fonte de infeccdo mais provavel talvez seja a ingestao de oocistos
feita diretamente a partir de agua do mar ou de tecidos de animais que tenham
ingerido oocistos (Dubey, 2004). O papel dos invertebrados marinhos no ciclo de
vida de T. gondii € desconhecido. Embora T. gondii ndo parasite animais
poiquilotérmicos, os moluscos filtram a agua podendo, assim, concentrar os
oocistos (Lindsay et al., 2004). Relatos de infecgao por T. gondii em mamiferos
aquaticos no Brasil estao restritos a poucos estudos de espécies como o Boto-
cinza (Sotalia guianensis) realizado no estado do Rio de Janeiro (Bandoli e

Oliveira, 1977). Outros estudos como os feitos por Santos et al. (2011)
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encontraram anticorpos em Boto-cor-de-rosa (/nia geoffrensis) em vida livre no
Rio Amazonas e em manatim-da-amazénia (Trichechus inunguis), cativos da
Amazonia brasileira (Mathews et al., 2012).

Em junho de 2018 a National Geographic fez uma reportagem demonstrando
a morte de duas focas-monge-do Havai (Monachus schauinslandi), gestantes.
Apds a necrdpsia os médicos veterinarios conseguiram diagnosticar que os
animais haviam morrido devido a toxoplasmose. No ano de 2013, cientistas
estimaram que pelo menos metade das lontras macho da Califérnia tinham a
doenca. Pesquisadores do sul do Chile também relataram a infecgao pelo
parasito em lontras de rio da regido, evidenciando uma soroprevaléncia de 77%
(Roth, 2018).

1.2.8. Manifestacoes clinicas

Dentro do filo Apicomplexa, Toxoplasma gondii € o unico que pode infectar
varias espécies de hospedeiros e tecidos, provocando um elevado numero de
manifestacdes clinicas; as mais frequentes estio listadas no Quadro 1.

Certos grupos taxonémicos, como ratazanas, galinhas, bovinos, equinos e
primatas ndo humanos do Velho Mundo, sdo mais resistentes a infeccao,
enquanto outros sao clinicamente suscetiveis, como os primatas ndo humanos

no Novo Mundo e os marsupiais australianos (Wolf, 2003; Dubey, 2009b).

Quadro 1. Manifestagdes clinicas causadas por T. gondii (Wolf, 2003).

Condigao clinica Manifestacoes clinicas

Toxoplasmose aguda disseminada | Febre, letargia, alteragdes respiratérias, corrimento
nasal e ocular, enterite hemorragica, linfadenite e
morte

Retinocoroidite Hemorragia ou descolamento da retina

Uveite anterior Aumento de proteinas e células inflamatdrias no
humor aquoso. E um sinal de inflamacéo intraocular.

Encefalite Incoordenacéo, paresia, tremores, deslocamento em
circulos e opistétomos

Infeccao congénita Aborto, morte neonatal e cegueira

1.2.8.1. Manifestacoes clinicas em animais domésticos
A infeccdo por T. gondii nos gatos domésticos é tipicamente subclinica.
Porém, os animais jovens infectados congenitamente sdo os mais propensos a

apresentarem manifestacdes clinicas, podendo-se observar encefalomielite e
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pneumonia. Os gatos adultos podem apresentar pirexia, inflamacao ocular,
anorexia, letargia, desconforto abdominal, alteracbes neurolégicas e
gastrointestinais e hiperestesia muscular (Vollaire et al., 2005; Dubey e Jones,
2008). Apesar dos gatos de qualquer idade poderem ir a 6bito devido a doenga,
0s jovens e aqueles imumocomprometidos sdo os mais suscetiveis (Dubey e
Carpenter, 1993a, b). A lesdo mais frequentemente observada é a pneumonia
intersticial felina (Dubey, 1986).

A toxoplasmose em caes imunocomprometidos esta associada a infecgbes
concomitantes como a cinomose (Dubey e Beattie, 1988) e as lesbes mais
frequentes sdo: pneumonia, hepatite e encefalite (Dubey e Lappin, 2006).
Segundo estudo feito por Sorte et al. (2015) em 269 caes de Cuiaba, MT, foi
observado que 58 (44,3%) dos caes infectados com T. gondii apresentaram
sintomatologia, incluindo perda de peso (20,6%), linfoadenopatia generalizada
(16%), esplenomegalia (15,2%), uveite e conjuntivite (11,4%).

Cabe ressaltar que, cdes com doengas neurologicas apresentam
sintomatologias que podem ser confundidas com toxoplasmose. Sendo assim,
seria conveniente fazer o diagndstico diferencial da toxoplasmose com as a
raiva, a cinomose entre outras (Moretti et al., 2002).

Com relagao aos animais de produgéo, a infec¢do aguda durante a gestagao
provoca, com frequéncia, morte e reabsor¢gdo embrionaria, morte fetal,
mumificagao, aborto, natimorto e morte prematura, especialmente em caprinos
e ovinos (Dubey e Beattie, 1988; Tenter et al., 2000; Dubey, 2010). Os caprinos
sdo os animais de interesse pecuario mais suscetiveis a infec¢do, podendo
desenvolver manifestagdes clinicas mais graves envolvendo o figado, os rins e
o cérebro (Dubey e Beattie, 1988; Dubey, 2010). Os surtos de toxoplasmose em
suinos causam maior mortalidade nos exemplares mais jovens da espécie
(Dubey e Beattie, 1988; Cook et al., 2000). Podem também ocorrer surtos
esporadicos e difundidos em leporideos e aves (Dubey e Beattie, 1988).

Nos animais domésticos podem ser encontradas lesbes em varios locais
incluindo pulmdes, sistema linfatico, coragao, musculo esquelético, pancreas,
globo ocular, intestinos e SNC. As lesdes pulmonares sdo as mais
frequentemente observadas e variam de focos necréticos cinzentos irregulares
a pneumonia hemorragica (Jubb, 1993). Embora pouco frequentes em animais
com o SNC afetado, as lesbes macroscopicas podem ser limitadas, mas podem
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estar presentes lesbes como hemorragia, infarto, edema cerebral ou dilatagéo
ventricular. Outros achados frequentes incluem esplenomegalia, linfadenite,
efusao pleural, pericardica e peritoneal e necrose do cortex renal. Nos casos de
aborto ou natimortos em pequenos ruminantes, focos necréticos brancos e de

reduzido tamanho estdo presentes nos cotilédones (Wolf, 2003).

1.2.8.2. Manifestacoes clinicas em animais silvestres

A maioria das infecgcbes em aves € assintomatica. Todavia, a doenga pode
resultar em pneumonia, vasculite, hepatopatia, miocardite e encefalite. As
manifestagdes clinicas incluem letargia, anorexia, dispneia, alteragdes oculares
como a cegueira, alteragdes do SNC, paralisia e altera¢des gastrointestinais, tais
como diarreia (Patton, 1993; Dubey, 2002).

Aparentemente, algumas espécies ou ragas de pombos-comum (Columba
livia) parecem ser mais suscetiveis a toxoplasmose do que as outras espécies
de aves (Dubey, 2002). Entre todas as espécies de aves suscetiveis a infecgéo
por T. gondii, os casos mais graves foram relatados em canarios (Serinus
canarius) no Uruguai, Australia, Italia, Nova Zelandia, Reino Unido e EUA
(Dubey, 2002). Nao estdo descritas manifestagdes clinicas nem em patos
silvestres, nem em pardais e a doenga é pouco frequente em pinguins e em aves
de rapina (Dubey, 2002).

A infecgdo por T. gondii ja foi diagnosticada histologicamente em espécies
mantidas em jardins zooldgicos, tais como o maina-de-crista (Acridotheres
cristatellus) nos Paises Baixos, no passaro-cetim (Ptilornorhyncus violaceus), no
pergolero-regente (Sericulus chrysocephalus), no bulbul-de-bigode-vermelho
(Pycnonotus jocosus), no periquito-regente (Polytelis anthopeplus) e no
periquito-cabega-de-ameixa (Psittacula cyanocephala) na Australia (Dubey,
2002; Hartley e Dubey, 1991).

A maioria dos mamiferos infectados desenvolvem infeccbes assintomaticas.
Contudo, a viruléncia da linhagem do parasito e a suscetibilidade do hospedeiro
podem influenciar a patogenicidade no hospedeiro (Innes, 1997; Hill et al., 2005;
Parameswaran et al., 2010).

A toxoplasmose provoca manifestagdes clinicas graves e € muitas vezes fatal
em marsupiais australianos, em primatas ndo humanos do Novo Mundo e em

gatos-de-pallas (Felis manul) (Dubey e Beattie, 1988; Kenny et al., 2002; Brown
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et al., 2005). Nestas e noutras espécies suscetiveis, a pneumonia intersticial é a
lesdo mais frequentemente observada (Patton et al., 1986; Canfield et al., 1990;
Cunningham et al., 1992).

Apesar da infecgdo por T. gondii ser frequente nos felideos silvestres, a
toxoplasmose é pouco frequente e normalmente benigna. No entanto, existem
registros de alguns casos de doencga fatal com um quadro agudo e disseminado
(Dubey et al., 1987; Dubey, 2010). O gato-de-pallas (Otocolobus manul) e o gato-
do-deserto (Felis margarita), ao contrario dos humanos, se infectados antes da
gestacado podem transmitir o parasito repetidamente a descendéncia. Os felinos
jovens infectados congenitamente podem ir a ébito devido a toxoplasmose
aguda.

Os |émures e os primatas do Novo Mundo sdao muito suscetiveis a infecgéao
por T. gondii, em particular os macacos-esquilo de Collins, também conhecido
como macaco-de-cheiro (Saimiri collinsi) (Dubey e Beattie, 1988; Dubey, 2010).
A toxoplasmose aguda é considerada uma doenga parasitaria fatal em primatas
do Novo Mundo (Cunningham et al., 1992; Dietz et al., 1997; Juan-Sallés et al.,
1998; Epiphanio et al., 2000; 2003). O curso da infeccdo, em alguns casos,
ocorre em um a dois dias, no qual ocorre sinais inespecificos como letargia,
depressao, inapeténcia, alteragbes digestivas e respiratérias (Dubey e Jones,
2008) podendo levar o animal a ébito. A forma crénica com afeccao neuroldgica
€ pouco frequente e inclui manifestagdes clinicas como ataxia, anorexia, cabeca
inclinada, deslocamento em circulos e paresia (Johnson-Delaney, 2009). N&ao
obstante, o curso da doenga varia com a espécie do primata neotropical
envolvida. Os saguis (Callithrix sp.), por exemplo, podem morrer entre um a onze
dias ap6és a primoinfecg¢ao (Potkay, 1992). Apesar dos primatas do Velho Mundo
serem mais resistentes a toxoplasmose do que as espécies neotropicais (Innes,
1997), existe um caso descrito de toxoplasmose em macaco rhesus (Macaca
mulatta) que foi a ébito (Wong e Kozek, 1974).

Entre os marsupiais australianos, os macropodes sao altamente suscetiveis a
este protozoario, especialmente os cangurus, podendo morrer subitamente, sem
manifestagdes clinicas (Canfield et al., 1990; Bermudez et al., 2009; Sés et al.,
2012), ou apresentar perda de visdo, alteragdes digestivas e neuroldgicas e,
praticamente qualquer 6rgao pode ser afetado (Dubey e Odening, 2001). Varios

casos de toxoplasmose grave em macropodes encontram-se descritos em
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jardins zooldgicos (Dubey e Crutchley, 2008) e as infecgbes assintomaticas nao
séo frequentes (Fernandez-Aguilar et al., 2013).

Dentre os ruminantes silvestres, a saiga (Saiga tatarica) desenvolve
geralmente a forma fatal da doenga (Sedlak et al.,, 2004). A infecgao
assintomatica foi identificada em nilgos (Boselaphus tragocamelus) mantidos em
zoologicos da Alemanha e da Polénia (Ippen et al., 1980). O unico caso de aborto
determinado por T. gondii em bovideo silvestre foi evidenciado em boi-
almiscarado (Ovibos moschatus) no zooldgico de Sao Francisco, EUA (Crawford
et al., 2000). As renas (Rangifer tarandus) sdo 0s unicos ruminantes n&o
pertencentes a familia Bovidae com casos relatados de aborto por T. gondii
(Dubey et al., 2002).

Nos ungulados de cativeiro, os 6rgaos mais frequentemente afetados nas
infeccbes pelo protozoario sao os pulmdes, o figado, o cérebro, a placenta, o
globo ocular, o bago, os linfonodos e a glandula adrenal. Os sinais neurologicos
sdo pouco frequentes (Stovar, 1993).

A transmissao transplacentaria de T. gondiiem mamiferos marinhos encontra-
se pouco documentada. Foram relatadas infec¢des congénitas por T. gondii em
cetaceos de vida livre e de cativeiro com casos de aborto, natimorto (Jardine e
Dubey, 2002; Resendes et al., 2002). Esta infecgdo € uma causa de morte em
lontras-marinhas (Miller et al., 2002), tendo sido observado um caso de
transmissao transplacentaria com presenga de meningoencefalite em um

neonato associada ao parasito (Miller et al., 2008).

1.2.8.3. Infeccao de Toxoplasma gondii em seres humanos

A infeccdo por T. gondii tem distribuicdo mundial (Ferroglio et al., 2014),
variando com a localizagdo geografica, o grupo populacional e a idade. Dado
que os fatores climaticos afetam a sobrevivéncia dos oocistos, as prevaléncias
mais elevadas verificaram-se em paises tropicais com clima quente e umido, e,
inversamente, prevaléncias mais baixas foram observadas em regides aridas,
muito frias ou em grandes altitudes. No entanto, fatores como os habitos
alimentares, incluindo o modo de preparar os alimentos e tipos de carne,
legumes ou vegetais consumidos, habitos higiénicos, fatores econémicos,

sociais ou culturais, bem como a qualidade da agua e saneamento explicam em

24



grande parte os diferentes valores de soro prevaléncia humana (Bahia-Oliveira
et al., 2003; Ertug et al., 2005; Jones e Dubey, 2010).

As infecgbes transmitidas por oocistos podem ser mais graves do que as
infeccbes provocadas pelos cistos teciduais (Smith, 1993; Bowie et al., 1997;
Cook et al., 2000; Tenter et al., 2000), havendo surtos de toxoplasmose aguda
em humanos epidemiologicamente ligados ao consumo de agua. O maior surto
de toxoplasmose, comprovadamente de veiculacéo hidrica, encontra-se descrito
na Columbia Britanica, Canada, e esta associado a contaminagcdo de um
reservatorio de agua municipal com oocistos de T. gondii excretados por pumas
(Puma concolor) (Isaac-Renton et al., 1998; Aramini et al., 1998).

Estima-se que 25% a 30% da populagdo mundial tenha sido exposta ao
parasito (Schluter et al., 2014). Nos EUA e no Reino Unido, estima-se que 16%
a 40% da populagao esteja infectada. Na Europa e na América do Sul, a
prevaléncia de infeccéo varia de 50% a 80% (Dubey e Beattie, 1988; Tenter et
al., 2000; Sobral et al., 2005), sendo a prevaléncia na Europa maior do que nos
EUA e no Canada (Dubey, 2010). Toxoplasma gondii € um dos trés agentes
patogénicos mais importantes transmitidos por alimentos na Europa e nos EUA
(Mead et al., 1999; Dubey, 2000).

Em um estudo com a populagéo portuguesa, entre 1970 a 1980 foi observada
uma soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii de 47% em 1675 individuos
(Angelo, 1983). Ainda em Portugal, em 2005 foi evidenciada uma prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii de 28% em todo o pais, em 7362 parturientes avaliadas
com diferentes testes soroldgicos (Machado, 2005). Na regido de Lisboa e Vale
do Tejo, em um estudo com 155 gravidas, verificou-se uma prevaléncia de 21,9%
(Sevivas, 2011). No norte de Portugal, em 2005, verificou-se uma prevaléncia de
31,4% em mulheres gestantes (Machado, 2005) e, em 2011, constatou-se um
valor de soroprevaléncia de 24,4% em 401 mulheres em idade fértil (Lopes et
al., 2011a).

Na Europa, ha um grande numero de casos de toxoplasmose, provavelmente
pelo grande consumo de carne crua ou malcozida. Cherterton e Perkins (1967)
afirmaram que ha uma alta prevaléncia da infeccdo na América Latina: México,
Ameérica Central e partes do centro e do norte da América do Sul, com excecao
das ilhas mais ao sul e do Caribe. Chacin—Bonilla et al. (2003) argumentaram

que existe, mesmo nestas grandes areas geograficas, a soroprevaléncia com
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variagdo consideravel, dependendo da regido, idade, sexo, etnia, e das
condigbes sanitarias e socioecondémicas, especialmente o contato com gatos e
com o solo. Por exemplo, em comunidades de baixas condi¢gdes de saude
publica como a regido andina de Cuzco, no Peru, em criadores de camelideos,
a soroprevaléncia de Toxoplasma gondii em alpacas foi de 35%, enquanto a
doenca em humanos nesta regiao foi baixa (Ramirez et al., 2005).

O primeiro caso humano de toxoplasmose na China foi relatado em 1964 na
provincia de Jiangxi (Zhou et al. 2011). Li et al. (2017) onde foram testadas 600
amostras de pessoas dessa provincia sendo, 64 (10,4%) positivas para
anticorpos anti-T. gondii. Outro estudo feito em diferentes regides da China por
Pan et al. (2017) confirmaram uma soroprevaléncia que variou entre 2,3% a
35,6%.

Em Cuba, Gonzalez (2012) relatou a infecgéo pelo protozoario nos cubanos
desde 1943 e demostrou em 1993 uma soroprevaléncia de 29,7%. No entanto,
Gavito et al. (2003) confirmaram uma soroprevaléncia de 50,2% dentre as 3672
amostras no periodo de 1999 a 2000. No ano de 2006, Rodriguez et al. e
Martinez et al. na provincia de Havana evidenciaram uma soroprevaléncia de
42,8%. Outro estudo realizado por Sanchez et al. (2012) em 562 doadores de
sangue na provincia de Guantanamo, no periodo de janeiro até margo de 2010,
relataram a presencga de IgG anti-T. gondii em 47% das pessoas pesquisadas.
Outros resultados da pesquisa realizada por Rodriguez (2013), entre janeiro e
maio de 2013, apontam 612 (55,8%) casos com a presenga de anticorpos anti-
T. gondii. O autor constatou que a provincia de Havana apresentou o maior
numero de casos com um total de 325 (53,1%), seguida das provincias de Villa
Clara e Ciego de Avila com 60 (9,8%) e 41 (6,7%), respectivamente. Garcia et
al. (2015) observaram uma soroprevaléncia de 58% de IgG anti-T. gondii em
criancas na provincia de Havana.

No Brasil, diferentes prevaléncias, de 20 a 80% em humanos, foram
verificadas nas mais variadas regides devido a indices de chuvas e temperatura,
além da cobertura vegetal e o tipo do solo que também afetam o microclima onde
estdo os oocistos favorecendo a sua esporulagdo (Amendoeira et al., 1999).
Estudo feito por da Silva et al. (2017) no Sul do Brasil em pacientes HIV positivos
mostraram que a prevaléncia para IgG e IgM anti-T. gondii foi de 57,90%

(447/772). Muller e Torquetti (2017) realizaram uma pesquisa em 407 gestantes
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do municipio de Paranagua, estado do Parana, onde obsevaram que a
prevaléncia de infeccdo ativa foi de 1,7% (n=07); 62,9% (n=256) nao
demonstraram infecgdo aguda ou pregressa e 35,3% (n=144) apresentaram
imunidade para a infecgédo. Varios surtos foram descritos por Lopes e Berto
(2012) no Brasil incluindo: Braganga Paulista, SP (1967) (30 casos); Santa
Isabel do Ivai, PR (2002) (426 casos); Monte Dourado, PA (2004) (40 casos);
Santa Vitéria do Palmar, RS (2006) (10 casos); Anapolis, GO (2006) (168
casos) e Goiania, GO (2006) (11 casos). Outro surto também foi descrito por
Morais et al. (2016) onde foram avaliados 270 individuos do Municipio de Ponta
de Pedras, Estado do Para do quais 73 (27,04%) foram casos confirmados. O
surto mais recente foi detectado na regido de Santa Maria, Rio Grande do Sul,
onde, até 20/10/2018, 809 dos casos foram confirmados segundo entrevista
realizada ao Ministério de Saude (G1 RS, 2018), ainda sem causa definida,
sendo a agua a possivel fonte de infec¢cdo. Recentemente, no dia 10 de janeiro
de 2019, foi a 6bito a primeira vitima do surto de Santa Maria; era uma crianga
de cinco meses de idade que estava internada desde seu nascimento em agosto
de 2018 (GAUCHAZH.SAUDE, 26/01/2019).

As mais graves complicagbes da toxoplasmose sdo encontradas em
pacientes com imunocomprometimento por neoplasias e terapia anti-tumoral ou
com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). A toxoplasmose esta no
topo da lista das doencgas que levam a morte de pacientes com AIDS (Dubey,
2010).

Estudos ressaltam a possibilidade da infecgéo por T. gondii ser um fator de
risco para o desenvolvimento de disturbios mentais ou alteragbes de
comportamento como a esquizofrenia (Torrey e Yolken, 2003; Mortensen et al.,
2007; Torrey et al., 2007; Ansari-Lari et al., 2017). Ainda, tém sido relatados
casos graves de toxoplasmose em individuos imunocompetentes devido a
infecgdo com gendtipos atipicos de T. gondii (Robert-Gangneux e Dardé, 2012;
Sobanski et al., 2013).

A infec¢ao congénita ocorre na maioria das vezes quando uma mulher adquire
a primoinfecgdo durante a gestacdo e pode resultar em placentite, morte
neonatal, parto prematuro, aborto, malformagdes congénitas ou cegueira e
atraso mental pos-natal (Dubey e Beattie, 1988; Tenter et al., 2000; Amendoeira

e Camillo-Coura, 2010). A gravidade da doenca é dependente da fase de
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gestacdo quando a mulher adquire a infecgcdo, sendo que as infecgdes
congénitas adquiridas durante o primeiro trimestre sdo mais graves do que
aquelas adquiridas no segundo e terceiro trimestres (Dubey, 2004; Montoya e
Liesenfeld, 2004; Amendoeira e Camillo-Coura, 2010).

A mae raramente apresenta sinais clinicos. Na placenta desenvolvem-se
lesbes focais e o feto pode ser infectado, e, se o feto nao for tratado, pode mais
tarde desenvolver alteragdes neuroldgicas ou oculares. A doenga ocular é a
sequela mais frequente da toxoplasmose congénita (Desmonts e Couvreur,
1974; Wilson et al., 1980; Dubey, 2004). A maioria das criancgas infectadas no
terceiro trimestre de gestagdo, ndo apresenta sinais clinicos ao nascimento.
Todavia, estas podem apresentar discretos sinais clinicos como: visao
ligeiramente diminuida, ou, embora pouco frequentes, sinais mais graves de
doenca, como a Tétrade de Sabin (retinocoroidite, hidrocefalia ou microcefalia e
calcificagdo intracraniana), ou outros sinais clinicos como desorientagao,
sonoléncia, hemiparesia, alteracbes de reflexo, convulsées e coma. Cabe
ressaltar que a hidrocefalia € a lesdo menos frequente, mas € uma das mais
grave da toxoplasmose humana, nao tendo sido verificada em outros animais
(Dubey, 2004).

1.2.9. Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico clinico da infecgdo por T. gondii torna-se dificil porque as
manifestacdes da doenca sao inespecificas. Estas podem ser confundidas com
outras doencgas infecciosas, ndo permitindo chegar a um diagnéstico definitivo,
sendo; portanto, necessario, o uso de técnicas laboratoriais para sua
confirmagao (Hill e Dubey, 2002). Deste modo, o diagnéstico laboratorial da
infecgdo pode ser estabelecido por meio de exame histoldgico, isolamento do
parasito, analise de fezes para felideos, métodos moleculares ou soroldgicos
(Montoya, 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004; Dubey, 2010).

1.2.9.1. Deteccao do agente

a) Citologia e imunohistoquimica

O diagndstico da infecgao aguda é estabelecido pela deteccéo de taquizoitos
em seccgbes de tecido ou esfregacos de fluidos corporais incluindo fluido
cerebroespinal, liquido amnidtico e lavagem broncoalveolar ou transtraqueal

utilizando técnicas de imunoperoxidase. O diagndstico pode também ser obtido
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pelo isolamento de T. gondii em tecidos do hospedeiro removidos por bidpsia ou
durante a necropsia (Dubey, 2010).

Um diagnostico rapido pode ser feito pelo exame microscépico de liquido
cerebroespinal ou de aspirados de cérebro corados com Giemsa (Montoya,
2002; Dubey, 2010). As formas parasitarias bem preservadas apresentam forma
de meia-lua e coram bem com qualquer um dos corantes de Romanowsky. N&o
obstante, os organismos em degeneragéo, que sao frequentemente encontrados
nas lesdes, aparecem, em geral, com forma oval e o citoplasma cora-se mal em
comparagao com os nucleos. Por conseguinte, o diagndstico ndo deve ser feito
a menos que os organismos com estrutura tipica sejam vistos, porque as células
hospedeiras em degeneragcdo podem assemelhar-se ao parasito em
deterioragdo. Os taquizoitos, localizados geralmente no interior de vacuolos,
aparecem redondos ou ovais. Ocasionalmente, os cistos teciduais podem ser
encontrados nas areas com lesdes e a parede se cora com a cor prata, enquanto
que os bradizoitos sao fortemente positivos para a coloragao pelo acido peridédico
de Schiff (“periodic acid Schiff” - PAS) (Hill e Dubey, 2002; Dubey, 2010). Os
resultados obtidos com esta técnica sao dificeis de interpretar. Deste modo, tem
sido aplicada a técnica imuno-histoquimica para identificar cistos teciduais ou
taquizoitos de T. gondii em cortes de tecidos ou de esfregacgos, a qual possui
maior sensibilidade e especificidade (Van Loon, 1989; Hill e Dubey, 2002). Esta
técnica utiliza anticorpos conjugados com fluoresceina ou peroxidase, permitindo
detectar parasitos intactos e fracbes de antigenos e diferenciar entre outros
coccidios de felinos, como Besnoitia, Frenkelia, Hammondia, Cystoisospora e
Sarcocystis (Dubey e Beattie, 1988; Hill e Dubey, 2002).

b) Bioensaio

Devido a dificuldades na observagédo do parasito pelo exame histolégico de
tecidos, mesmo em amostras digeridas previamente pela tripsina ou pela
pepsina, o isolamento do agente pode ser feito por meio do bioensaio, que é
considerado padréo ouro para o diagndstico. Esta € uma técnica mais sensivel
e especifica do que o exame citolégico ou histologico. Envolve a inoculagao de
fluidos corporais ou de tecidos retirados por bidpsia ou post mortem, em animais
de laboratdrio ou em culturas celulares. E igualmente possivel a administragéo

oral desses tecidos a gatos (Esteban-Redondo et al., 1999; Hill e Dubey, 2002;
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Montoya, 2002; Dubey, 2010). Todavia este procedimento € caro e poucos
laboratérios no mundo tém instalagées adequadas para realiza-lo (Dubey, 2010).

O bioensaio em camundongos é pouco pratico para uma grande quantidade
de amostras (Hill e Dubey, 2002) e a sensibilidade depende do estagio e numero
de parasitos nos tecidos. O numero de formas parasitarias pode ser demasiado
pequeno para ser detectado. Neste caso, pode-se realizar o bioensaio em gatos,

visto que estes podem ingerir maiores quantidades de tecidos.

c) Exame coprolégico

O exame coproparasitolégico para a pesquisa de oocistos ndo apresenta
grande valor diagnéstico. Os testes sorolégicos sdo mais sensiveis do que a
utilizacdo isolada do exame de fezes para determinar a infeccdo em felinos
(Dubey, 2004, 2009a).

Embora os oocistos de T. gondii ja tenham sido isolados a partir do solo,
presentemente ndo ha nenhum método simples e confiavel disponivel para
detectar os oocistos no ambiente (Dubey et al., 1996; Hill e Dubey, 2002).

Os oocistos sao detectados por meio do exame de fezes em felinos
infectados, recorrendo-se, muitas vezes, a métodos de concentragao (por
exemplo, a flutuagdo numa solugéo concentrada de sacarose) devido ao fato de
que o numero de oocistos de T. gondii € muito reduzido para ser detectado por
esfregaco direto (Ruiz e Frenkel, 1980; Dubey e Beattie, 1988). Contudo, a
sensibilidade desse método € baixa quando ha excre¢ao de um reduzido numero
de oocistos, como no caso de infecgcao apds ingestao de taquizoitos ou oocistos
(Dubey, 1996).

Tendo em conta que o periodo de eliminagao dos oocistos € de curta duragao
e que, em um dado momento menos de 1% dos gatos pode estar eliminando
oocistos, e as dimensdes dos oocistos séo reduzidas (Dubey e Beattie, 1988), a
deteccao desta forma infectante em exames fecais para levantamentos
epidemioldgicos € impraticavel e pouco informativa (Dubey e Frenkel, 1972).

O diagndstico presuntivo da toxoplasmose pode ser feito se forem
encontrados oocistos com 10 a 12 ym em fezes de gato. No entanto, para um
diagndstico definitivo, devem ser feitos bioensaios em camundongos para os

diferenciar de outras coccidios como: Hammondia hammondi, H. heydorni,
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Neospora caninum e o género Besnoitia, cujos oocistos sdo morfologicamente
semelhantes (Dubey e Beattie, 1988; Lindquist et al., 2003; Dubey, 2010).
Atualmente ndo existem testes que distingam infe¢cées originadas pela
ingestao de oocistos ou pela ingestao de cistos teciduais como via de infecgao.
A evidéncia disponivel para a via de infecgao por oocistos baseia-se em estudos

epidemiologicos (Hill e Dubey, 2002).

d) Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reagao em cadeia da polimerase (“polymerase chain reaction”-PCR) é uma
técnica muito sensivel, pois permite detectar o acido desoxirribonucleico (DNA)
de apenas um taquizoito. Pode proporcionar um diagnostico rapido e € mais
sensivel que a inoculagdo em camundongos (Bastien, 2002; Dubey, 2010).
Porém, a deteccdo de DNA de oocistos pode apresentar problemas adicionais
devido a presenca de inibidores nas amostras fecais, principalmente devido as
bactérias intestinais e alguns componentes da dieta incluindo hidratos de
carbono, e a dificuldade da liberagdo de DNA a partir do oocisto. Esta técnica
nao distingue ainda, oocistos viaveis de nao viaveis (Dubey, 2010).

O DNA do parasito pode ser detectado em amostras de carne, aspirado de
medula éssea, liquido amnidtico, pleural, peritoneal, ascitico, cerebrospinal ou
ocular, na lavagem bronco-alveolar ou transtraqueal, no sangue, na urina ou na
saliva (Buxton, 1998; Owen et al., 1998; Montoya, 2002), sendo as amostras
mais adequadas: o musculo cardiaco e esquelético, o cérebro, a placenta e o

cordao umbilical (Mason et al., 2010).

e) Métodos sorolégicos para a pesquisa de anticorpos especificos

Para a realizagao de investigacdes e estudos epidemiologicos o diagndostico
sorolégico € o mais utilizado, uma vez que a infeccdo é frequentemente
assintomatica no hospedeiro imunocompetente (Bastien, 2002; Weiss e Kim,
2011). O uso de testes soroldgicos para detecgdo de anticorpos especificos é
considerado o método inicial para o diagnéstico indireto (Montoya, 2002).

Existem numerosos métodos soroldgicos para a detecgcdo de anticorpos
humorais: o teste de lise (dye-test-DT), o teste de imunofluorescéncia indireta
(“indirect fluorescent antibody test” — IFAT), o ensaio imunoenzimatico (“enzyme
linked immunosorbent assay” — ELISA), o teste de aglutinagédo em latex (“latex

agglutination test” — LAT), o teste de hemaglutinagdo indireta (“indirect
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hemagglutination test” — IHAT), o teste de aglutinagao direta (“direct agglutination
test” — DAT) e o teste de aglutinagdo microscopica (“microscopic agglutination
test” - MAT) (Dubey, 2010).

e.1. Teste de lise

A introducgdo do DT, também conhecido por teste do corante Sabin-Feldman,
permitiu comprovar a elevada prevaléncia de T. gondii em muitas areas do
mundo. Este teste detecta IgM e IgG e baseia-se na lise dos parasitos pela
fixacdo do complemento na reagdo entre o antigeno e o anticorpo utilizando
taquizoitos vivos. Os taquizoitos nao afetados pelo anticorpo s&o uniformemente
corados na presencga de azul de metileno e os que sofrem citélise ndo sao
corados (Tenter et al., 2000; Dubey, 2010).

O DT é altamente especifico e sensivel, sem evidéncia de falsos resultados
em humanos (Dubey, 2008). No entanto, é caro, requer um elevado grau de
pericia técnica e € potencialmente perigoso devido ao uso de organismos Vvivos.
A sua utilizagdo no diagnostico da infeccdo toxoplasmica de animais é
controversa, especialmente quando utilizado em soro de ruminantes, onde esta
descrita a existéncia de resultados falsos negativos. O teste também néo

funciona com alguns soros de aves (Dubey, 2010).

e.2. Teste da imunoflurescéncia indireta (RIFI)

A RIFI tem como fundamento a utilizagao de taquizoitos inativados inteiros e
visualizagdo com um microscopio de epifluorescéncia (Dubey, 2010). Esta
reacao apresenta boa especificidade e sensibilidade (Weiss e Kim, 2011). As
desvantagens da RIFI incluem a necessidade de equipamento especializado, de
conjugados espécie-especificos e a existéncia de reagdes cruzadas (Dubey,
2010). Pelo fato de necessitar usar conjugado especifico para cada espécie

animal, este teste tem limitagbes no uso em animais silvestres (Silva, 2007).

e.3. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Hoje em dia, a maioria dos laboratérios clinicos utiliza o ELISA ou suas
variagdes para o rastreio de rotina de anticorpos IgG e IgM especificos para T.
gondii (Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Este teste utiliza taquizoitos lisados
(Dubey et al., 1995), encontra-se comercialmente disponivel e € muito usado em
estudos soroepidemiolégicos, apresentando elevada sensibilidade e

especificidade (Montoya e Liesenfeld, 2004). O ensaio pode ser automatizado
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de modo a-que um grande numero de soros seja rapidamente analisado, mas
requer um leitor especial de ELISA para quantificar a cor da reagdo (Dubey,
2010). Este teste € menos pratico e mais caro e complexo do que o MAT (Garcia
et al., 2006).

e.4. Testes de aglutinacao

Segundo Silva (2007), testes baseados na aglutinagdo entre antigeno e
anticorpo que ndo necessitam de conjugado sao de baixo custo e faceis de
serem executados, sendo indicados para o uso em felideos e outros animais
silvestres.

No teste de aglutinagdo em latex (LAT), o padrao de aglutinagédo é observado
quando o soro a ser testado é adicionado. O teste encontra-se comercialmente
disponivel, é facil de executar ndo precisando equipamento especial (Dubey,
2010). Quando comparado ao MAT e ao ELISA, este teste € menos especifico e
sensivel (Sroka et al., 2008).

No teste de hemoaglutinagao indireta (IHAT), os eritrocitos séo revestidos com
antigeno soluvel de taquizoitos aglutinando na presenga de soro positivo,
permitindo detectar IgG. Embora de facil execugao e elevada sensibilidade, as
variagbes técnicas deste teste tornam-no impraticavel. Além disso, detecta
anticorpos mais tarde do que o DT, os titulos permanecem elevados por um
longo periodo, sendo menos sensivel que o DT ou o IFAT. O IHAT também é
frequentemente negativo em infecgdes congénitas e pode ser inespecifico em
animais com titulos inferiores a 128 (Dubey et al., 1995; Dubey, 2010).

No DAT nao sao necessarios equipamentos ou conjugados especiais (Dubey,
2008). O desenvolvimento do teste de aglutinagcao direta simples auxilia no
diagnéstico soroldgico da infecgao por T. gondii em humanos e outros animais.
O DAT foi desenvolvido por Fulton (1965) e baseia-se na pesquisa de IgG por
meio da utilizagdo de taquizoitos inativados por formalina, que aglutinam na
presenca de anticorpos especificos, apresentam pouca sensibilidade e
especificidade (Dubey, 2010). Em 1980, Desmonts e Remington melhoraram o
DAT aumentando a sua especificidade ao incorporarem o 2-beta-mercaptoetanol
(2-ME), um composto que permite inativar os anticorpos IgM especificos e néo-
especificos, possibilitando assim a detecgédo apenas dos anticorpos IgG em caso

de reacgdo positiva. Posteriormente, Dubey e Desmonts (1987) denominaram-no
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“‘modified agglutination test” (teste de aglutinacdo modificado) ao alterarem
ligeiramente a técnica pela adigdo do 2-ME como ultima etapa.

O MAT tem sido utilizado para o diagnostico da toxoplasmose em animais
(Dubey, 2008), sendo o método mais adequado para a deteccdo de T. gondiiem
pesquisas epidemiolégicas em aves (Devada e Anandan, 2000). As vantagens
adicionais deste teste seriam nao requerer conjugados espécie-especificos nem
equipamento especial (Weiss e Kim, 2011), é simples de executar, o antigeno é
estavel durante meses a 4°C e funciona para todas as espécies de aves e de
mamiferos infectados por T. gondii (Dubey, 2010). Apresenta alta sensibilidade
e especificidade para a detecgdo de anticorpos para T. gondii (Weiss e Kim,
2011), validada pela comparacdo de amostras sorologicas e isolamento do
parasito de suinos natural e experimentalmente infectados (Dubey et al., 1995;
Dubey, 1997b). O MAT é um teste simples e pouco dispendioso para a vigilancia
de mulheres soronegativas durante a gestagdo e para a detecgdo de soro
conversdes em todos os animais (Desmonts e Remington, 1980).

O resultado da analise de uma amostra soropositiva apenas estabelece que
o hospedeiro foi infectado no passado. Deve-se efetuar coleta de duas amostras
a partir do mesmo individuo, devendo ser feita a segunda coleta duas a quatro
semanas apo6s a primeira. Um titulo de anticorpos dezesseis vezes maior na
segunda amostra de soro € indicativo de infecgdo aguda. Contudo, isto pode
acontecer dentro de seis semanas pos infecgao e o titulo ter atingido o seu
maximo antes da suspeita de infecgéo por T. gondii (Dubey, 2010). Um titulo
elevado de anticorpos pode persistir durante meses apés a infeccao e um
aumento no titulo pode n&o estar associado a gravidade dos sinais clinicos
(Dubey, 2010).

1.2.10. Tratamento

Os farmacos usados para o tratamento sistémico da toxoplasmose possuem
efeito sobre os taquizoitos podendo controlar a infecgao ativa, mas nao eliminam
a infecgao cronica, uma vez que nao possuem atividade contra os bradizoitos
dentro de cistos teciduais (Dubey, 2010). A administragéo de doses elevadas de
corticosteroides pode agravar a toxoplasmose em gatos experimental e

naturalmente infectados, potencializando ou reativando a infeccdo e sua
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disseminagao. O que pode provocar nova eliminagcdo de oocistos (Dubey e
Frenkel, 1974; Samad et al, 1997).

As sulfonamidas e a pirimetamina sdo os farmacos de eleicdo para o
tratamento de toxoplasmose, atuando sinergicamente (Montoya e Remington,
2008). Esta combinagédo reduz a mortalidade fetal em ovelhas com infeccéo
uterina (Buxton et al., 1993).

As sulfonamidas mais utilizadas incluem a sulfadiazina, a sulfamerazina e a
sulfametazina (Dubey, 2010). Geralmente, qualquer sulfonamida que se difunde
através da membrana da célula hospedeira é util na terapia contra T. gondii.
Embora estes farmacos tenham agao benéfica, se administrados na fase aguda
da doenca, quando ha multiplicagao ativa do parasito, ndo erradicam a infeccéao.
Parece que tém pouco efeito na infecgao subclinica. Todavia, o crescimento de
cistos nos tecidos em camundongos foi restringido com sulfonamidas (Beverley,
1958). Alguns efeitos secundarios das sulfonamidas incluem erupc¢des cutaneas
e trombocitopenia (Sobrin et al., 2007).

A administracdo de pirimetamina pode afetar a hematopoiese, devendo ser
acompanhada da administracdo de acido folinico. A pirimetamina € também
teratogénica, por isso ndo deve ser utilizada no inicio da gestacdo (Montoya e
Remington, 2008).

Outros farmacos como a espiramicina, o piritrexin, a roxitromicina, a
clindamicina, a ciclosporina A, a atovaquona, o ponazuril também tém sido
usadas (Mitchell et al., 2006). A espiramicina pode ser utilizada durante a
gestacédo, pois conduz a elevadas concentragbes na placenta, evitando que o
parasito atravesse a placenta, mas nao trata o feto. Nao obstante, possui uma
menor eficacia quando comparada com a sulfadiazina e a pirimetamina (Dubey,
2010). A administragdo de clindamicina apresenta bons resultados, mas pode
provocar colite pseudomembranosa (Sobrin et al., 2007; Dubey, 2010).

A lactoferricina € um péptido antimicrobiano, que, se administrado por via oral,
possui um efeito protetor contra a infecgao (Isamida et al., 1998) e tem efeito
parasiticida contra esporozoitos de T. gondii, sendo os esporozoitos tratados
pouco infectantes para o hospedeiro (Omata et al., 2001).

Os farmacos sulfonamidas, trimetoprim, pirimetamina e clindamicina, quer
isoladamente, quer em combinacéo, tém sido utilizados no tratamento de gatos

com toxoplasmose (Dabritz et al., 2007).
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O ponazuril, aprovado para o tratamento da mieloencefalite protozoaria
equina provocada por Sarcocystis neurona em cavalos, tem sido estudado para
a prevencgdo e tratamento da infeccdo por T. gondii em gatos domésticos
(Mitchell et al., 2004; Dabritz et al., 2007).

Um tratamento de suporte deve ser feito aos gatos com suspeita de
toxoplasmose com cloridrato de clindamicina [10 a 12 mg/kg, PO, de 12 em 12
horas (BID)] administrada durante quatro semanas, ou uma combina¢ao de
trimetoprim-sulfonamida (15 mg/kg PO, BID) administrada durante quatro
semanas (Lappin, 2010).

Lindsay et al. (1995) trataram com sucesso a cegueira observada em canarios
associada a T. gondii, por meio da administragéo de sulfadiazina e trimetroprim.
O farmaco diclazuril foi eficaz no tratamento de corvos-do-havai (Corvus
hawaiiansis) (Work et al., 2000).

Schoondermark-Van de Ven et al. (1994) testaram a eficacia do tratamento de
fetos de macacos rhesus infectados congenitamente e concluiram que a
administracdo de 20 mg/kg de 24 em 24h (SID) por via endovenosa de
espiramicina durante sete semanas foi eficaz apds a transmissao vertical ter
ocorrido, reduzindo a carga parasitaria, mas, uma vez que nao atua no cérebro,
foi considerado um farmaco quando a mae esta infectada evitando a
contaminagao do feto e nao terapéutico. Para o tratamento da infecgao congénita
foi eficaz a combinagao de piremitamina (1 mg/ml SID, PO) e sulfadiazina (50
mg/ml SID, PO) durante 10 a 13 dias, suplementada com 3,5 mg de &cido folinico
uma vez por semana (Schoondermark-Van de Ven et al., 1995).

Para o tratamento de cangurus, quer a combinacdo de pirimetamina com
sulfonamida, quer a combinacdo de trimetroprim com sulfadiazina ou a
clindamicina foi usada com eficacia variavel (Blyde, 1999). Foi relatado uma
terapia eficaz e bem tolerada com o uso de atovaquona. A absorcéo € potenciada
com dietas ricas em acidos graxos como a suplementacao de amendoim e éleo
de canola (Johnson-Delaney, 2000; Dubey e Crutchley, 2008). Foi recomendada
uma dose de 100 mg/kg PO, SID, mas a duragao do tratamento necessaria para
a eliminagao da infecgcdo em macropodos ainda € desconhecida (Portas, 2010).
Contudo, foi utilizado um tratamento durante 6 a 9 meses (Dubey e Crutchley,
2008), Portas (2010) verificou a redugcéo de manifestagdes clinicas da doenca

em macropodos apos 30 dias de tratamento com o farmaco atovaquona. Uma
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combinagao sinérgica de sulfadiazina e pirimetamina também foi utilizada para

tratar a toxoplasmose aguda, mas n&o eliminou a infecgdo (Dubey e Odening,

2001).

Outros farmacos usados para o tratamento da infecgdo por T. gondii em

macropodos e primatas estdo sumarizados no Quadro 2.

Quadro 2. Farmacos sugeridos para o tratamento da infecgdo por T. gondii em
macropodos e primatas.

Farmaco Posologia Referéncia
Macropodos
Atavaquona 100 mg/kg SID, PO?, durante 30 | Johnson-Delaney, 2000

dias

Clindamicina

11 mg/kg BID, IM®, durante 30 dias
15-25 mg/kg BID, PO ou IM

Johnson-Delaney, 2000
Wolf, 2003

Clindamicina-

50 mg/kg SID, PO, durante 14 dias

Djurkovi¢-Djakovi¢ et al.,

atavaquona 19994

Ponazuril 20 mg/kg SID, PO, durante 10 dias | Mitchell et al., 2004
Pirimetamina 0,25-0,5 mg/kg SID, Wolf, 2003
Trimetroprim- 15 mg/kg BID, PO Wolf, 2003

sulfadiazina
Primatas
humanos
Novo Mundo
Sulfadiazina
Hominideos
Sulfadiazina-
pirimetamina

nao
do

50 mg/kg QID¢, PO Johnson-Delaney, 2009

2mg/kg SID durante 3 dias, e
posteriormente 1 mg/kg SID
durante 28 dias

2 Via de administracao oral; ® Via de administracao intramuscular; ¢ de 6 em 6
horas; ¢ Apenas em modelos experimentais

Johnson-Delaney, 2009

Estudos mais recentes como o realizado por Sanfelice et al. (2015)
ressaltaram o uso das estatinas como alternativa terapéutica para a
toxoplasmose. Por enquanto, estes estudos tém sido realizados na
toxoplasmose experimental. No entanto, esses estudos destacam a relevancia

das estatinas como alternativa terapéutica.

1.2.11. Prevencao e controle

Sendo a informacdo o alicerce para a conscientizacdo da populacido, a
educacédo deve ser a abordagem individual mais pratica e poderosa para o
controle da infecgado pelo protozoario. Os profissionais de saude tém o papel
crucial de alertar o publico em geral e em particular mulheres gestantes para as

medidas de prevencdo de T. gondii (Leighty, 1990). Mulheres gestantes,
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criangas e pacientes imunocoprometidos pertencem a grupos de risco, dessa
forma devem recorrer a programas educacionais para estarem alerta para os
perigos da infec¢ao por T. gondii (Lindsay et al., 1997; Tenter et al., 2000; Hill e
Dubey, 2002).

Medidas para reduzir o risco de infeccdo humana incluem a lavagem de
vegetais e de frutas que sdo consumidos crus, pois podem estar contaminados
com oocistos (Hill e Dubey, 2002) e deve-se evitar o consumo de agua néo
tratada proveniente de lagos, lagoas e rios (Dubey, 2004). Considerando que os
taquizoitos sdo destruidos por pasteurizagdo e aquecimento, € aconselhavel
proceder a pasteurizagcado ou fervura do leite cru, em particular leite de cabra,
antes do consumo humano (Tenter et al., 2000). Uma vez que ndo existem
recomendacgdes especificas de prevengao da transmisséo de T. gondii por agua
potavel, pois o nivel de contaminagao € desconhecido, recomendagdes gerais
devem ser incluidas, tais como: boa pratica de higiene como a lavagem das
maos com agua e sabao apos o contato com o solo e de todas as superficies e
materiais que entraram em contato com a carne crua. Esta lavagem ¢é eficaz
porque eliminam os estagios de T. gondii contidos na carne (Dubey e Beattie,
1988).

O congelamento da carne a uma temperatura interna de -12° C durante 24
horas para destruicao dos cistos teciduais (Kotula et al., 1991; Dubey, 2010) e a
carne de qualquer animal deve ser bem cozida até que a temperatura interna
atinja 67°C antes de ser consumida (1990; Dubey e Jones, 2008). No entanto,
os tempos de cozimento variam de acordo com a espessura € o tipo da peca de
carne. Os microondas nao destroem a forma viavel do parasito (Kotula et al.,
1991). O tratamento da carne com irradiagédo gama a 0,5 kGy ou processamento
de alta pressao a 400 MPa séao eficazes para destruir cistos teciduais (Dubey, et
al.,, 1986; Dubey e Thayer, 1994; Lindsay et al., 2006), bem como oocistos
(Lindsay et al., 2005; Dubey et al., 1996; Dubey et al., 1998b). A degustacéo de
carne enquanto se cozinha ou se tempera embutidos caseiros devem ser
evitados (Kotula et al.,, 1991). A salga, a cura, a defumacao, e a adicéo de
produtos a carne para realcar a cor e o sabor podem ter um efeito deletério na
viabilidade de T. gondii na carne, mas ainda n&o foram descritos como
recomendagdes universais para eliminar o parasito (Dubey, 1997a; Hill et al.,
2006).
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Devem ser utilizadas luvas com posterior lavagem cuidadosa das maos, na
limpeza das caixas de areia de gatos e em atividades que envolvam o contato
com solos potencialmente contaminados com fezes de gato, como é o caso de
jardins (Dubey, 2010). A caixa de areia do gato deve ser limpa diariamente tal
como os utensilios que estiveram em contato com as suas fezes, a fim de evitar
esporulacdo de oocistos. Esta tarefa ndo deve ser realizada por pessoas
incluidas nos grupos de risco acima citados (Dubey, 2004).

O status imunoldégico de individuos imunocomprometidos e de gestantes deve
ser avaliado constantemente (Tenter et al., 2000). Adicionalmente, antes de ser
dado um tratamento imunossupressor, os individuos pertencentes a grupos de
risco devem ser submetidos a uma analise soroldgica de anticorpos anti- T. gondii
e assim se proceder a administracdo profilatica de farmacos para a
toxoplasmose. Na impossibilidade de realizagao de testes sorologicos, esses
individuos devem ser considerados como potencialmente em risco. A decisédo de
realizar profilaxia a todos os casos de pacientes que estdo aguardando
transplantes, deve-se considerar a soroprevaléncia da populagdo em geral num
determinado pais e 0 6rgéao que sera transplantado (Baran et al., 2006).

O conhecimento sobre o comportamento ambiental também é importante,
bem como a importancia potencial da transmisséo de oocistos por meio da agua
ou solos, um aspecto que em Cuba € praticamente nulo, ja que os estudos de
toxoplasmose se limitam a analise soroepidemioldégica e aos casos tratados
clinicamente (Rosado e Medina, 2014).

Os médicos veterinarios devem aconselhar aos tutores para evitar a
coprofagia, das fezes dos gatos, por parte dos caes para evitar a ingestao de
oocistos e a sua transmissao mecanica (Frenkel et al., 1995, 2003; Schares et
al., 2005). Tendo em conta que os gatos sao a chave da transmissao de T. gondii,
devem ser tomadas medidas preventivas para diminuir a prevaléncia de infeccao
nestes animais. E recomendavel alimenta-los exclusivamente com dietas
comerciais ou alimentos bem cozidos (>65°C), nunca com carne, 0SsOS oOu
visceras cruas. Deve-se evitar que gatos tenham acesso ao exterior para reduzir
ao maximo a possibilidade de cagar ratos, aves ou invertebrados (Tenter et al.,
2000; Dubey, 2004). Os gatos devem ser castrados para controlar a populagéo

de felinos em propriedades de exploragdes agricolas, locais de armazenamento
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de alimentos e colegdes de agua destinadas aos animais de produgao e, também
devem ser mantidos e afastados de ovinos e caprinos gestantes (Dubey, 2010).

O acesso a reservatoérios de agua deve ser vedado (Dubey, 2004) e as latas
de lixo devem ser mantidas fechadas para evitar a sua destruigdo por gatos ou
outros animais. As membranas fetais e os fetos abortados dos animais nao
devem ser manuseados com as maos sem o uso de luvas, devendo ser
enterrados ou incinerados de modo a prevenir a infecgdo de felideos e outros
animais. Os suinos e outros animais mortos devem ser rapidamente removidos
para evitar a necrofagia (Dubey, 1994; 2010).

Para prevenir a infeccao por T. gondii da fauna silvestre, as visceras e as
carcagas de animais cacados podem representar uma ameacga para 0s animais
suscetiveis, devendo ser incentivada a sua incineragao ou enterro, prevenindo
deste modo a ingestao dessas por outros animais, especialmente pelos felinos
(Dubey e Jones, 2008).

De modo a prevenir a infeccdo pelo parasito em animais de zooldgicos e
demais centros de animais silvestres, estes ndo devem ser alimentados com
carne crua fresca, devendo ser feito um congelamento prévio da carne antes de
ser fornecida aos animais, pois 0 consumo de carne congelada apresenta um
menor risco de aquisi¢gao da infecgao do que a carne fresca (Dubey, 2010).

Em um estudo de soroprevaléncia de infecgao realizado em animais de 71
parques zoologicos e 15 centros de reproducao no Brasil, os autores concluiram
que a alimentagédo dos animais com carne congelada a -12°C durante sete dias
foi considerada a estratégia mais pratica para reduzir a infecgao por T. gondii
nos animais (Silva et al., 2007). Apesar dos cistos teciduais de T. gondii serem
inviabilizados a -12°C (Kotula et al., 1991), as temperaturas internas em
congeladores variam, tendo algumas carnes apresentado uma temperatura
interna de apenas -2°C (de Camps et al., 2008). Portanto, a recomendagao do
congelamento da carne durante uma semana antes de ser fornecida aos felinos
parece prudente. Deve-se optar, de preferéncia, por carne de bovino, pois a
probabilidade de conter cistos do parasito € menor quando comparada com a
carne de cavalo, de suino ou de ovino (Dubey, 2010).

E aconselhavel manter a maior distancia possivel entre os felinos silvestres e
eventos que expdem as espécies animais mais suscetiveis o que pode acarretar

implicagbes importantes para a gestdo de organizagbes que mantém esses
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animais. Assim, instituicbes que mantém felideos perto de espécies sensiveis
devem praticar uma higiene rigorosa e evitar alimentar os felinos com carne crua
fresca. O manejo diario deve evitar a contaminagao cruzada entre esses recintos,
priorizando que a rotina do manejo do ambiente dos primatas ndo humanos e
marsupiais sejam realizados antes do manejo dos felinos. Outra possibilidade &
a de haver tratadores especificos para estes setores. Deve ser feito um controle
do acesso a felinos errantes nos zoologicos (Epiphanio et al., 2000; Spencer et
al., 2004; Dubey, 2010; European Association of Zoo and Wildlife Veterinarians
EAZWYV, 2012).

Deve ser realizado um controle de vetores mecanicos, uso de utensilios
exclusivos para cada recinto, higienizagcdo e desinfeccdo dos recintos e
equipamentos de protecao individuais nao descartaveis e troca de substrato no
caso de mudanga de animais de um recinto para outro, limpeza diaria dos
recintos de modo a evitar a esporulacdo dos oocistos e incineragdo das fezes
(principalmente as dos felinos). Para tal, os trabalhadores devem estar
protegidos por um vestuario de protecdo adequado Equipamento de Protecéo
Individual, incluindo blusas de manga comprida, calga comprida, botas, luvas e
mascaras e os equipamentos utilizados para limpar os recintos dos felinos, bem
como outros materiais potencialmente contaminados, devem ser autoclavados
ou submetidos ao aquecimento a 70°C durante pelo menos dez minutos (Dubey,
1994; Vollaire et al., 2005; Dubey, 2010).

1.2.12. Vacinacao

O desenvolvimento de vacinas para prevenir a eliminagcdo de oocistos esta
em curso, sendo a maioria vacinas atenuadas. Existem algumas desvantagens
para este tipo de vacina, incluindo a sua limitada vida util e o risco de infecgao
para os seres humanos que as manuseiam (CDC, 2019). Além disso, essas
vacinas podem ser letais para os marsupiais australianos (Lynch et al., 1993). O
fato das vacinas vivas necessitarem ser congeladas € outra desvantagem na
prevencgao da infecgdo por meio de vacinagao dos gatos (Dubey, 1996).

Outros objetivos da vacinacdo incluem a redugdo do numero de cistos em
animais para consumo, a protecdo contra a toxoplasmose congénita e a
diminuicdo dos danos fetais (Dubey, 1994). A Toxovax® é uma vacina viva

constituida por taquizoitos da estirpe atenuada S48, originalmente desenvolvida
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para uso em ovinos para diminuir a formacao de cistos teciduais e danos fetais,
mas, quando utilizada por via oral em gatos, inibe o desenvolvimento sexual de
T. gondii, e posterior eliminacao de oocistos (CDC, 2019).

Uma vacina contendo bradizoitos da linhagem mutante T-263 de T. gondii foi
concebida para prevenir a eliminagao de oocistos por gatos, bloqueando o ciclo
sexual do parasito apds administracédo oral (CDC, 2019). Os ensaios de campo
com esta vacina foram realizados em criagcbes de suinos nos EUA. Apéds a
vacinagao dos gatos residentes nas instalagbes, a soroprevaléncia de T. gondii
na criagado de suinos diminuiu, sugerindo menor contaminagdo ambiental com
oocistos, e, portanto, menor risco de infecgédo para os suinos (CDC, 2019; Innes
et al., 2009).

Ha relatos de tentativas de vacinagao de gatos usando estirpes modificadas
de T. gondii por irradiacdo, tratamentos quimicos, antigenos recombinantes
selecionados e novos veiculos, incluindo o herpes virus felino tipo 1. Todas estas
vacinas fornecem um nivel de imunidade para gatos. No entanto, ainda ha a
necessidade de produzir uma vacina inativada ou recombinante, capaz de
induzir imunidade humoral, de forma semelhante a imunidade adquirida por
individuos imunocompetentes sujeitos a infecgdo natural (Montoya e Liesenfeld,
2004; Dubey, 2010).

Em um estudo, o problema da vacinagao de felinos domésticos e silvestres é
abordado por meio da utilizacdo de uma vacina recombinante de herpes virus
felino que estimula a producédo de anticorpos que atuam também contra o
protozoario T. gondii, reduzindo a contaminagdao ambiental, apresentando uma
potencial aplicabilidade em zooldgicos (Mishima et al., 2002).

Atualmente, na auséncia de uma vacina eficaz no controle e prevengao da
infeccdo em humanos, gatos e espécies domésticas e silvestres, a prevencgao da
transmissao zoondtica por meio de boas praticas de higiene pode ser a melhor
forma de controlar o problema da toxoplasmose ao limitar a exposicdo aos
oocistos ou cistos teciduais (Wolf, 2003; Dubey e Jones, 2008; Elmore et al.,
2010).

Na atualidade a unica vacina disponivel € uma preparacao viva produzida
comercialmente para ovelhas, atualmente com licenga para uso em alguns
paises como: Gra-Bretanha, Irlanda, Franga, Portugal, Espanha e Nova

Zelandia. Consiste no cultivo de tecido desenvolvendo taquizoitos de T. gondii
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S46 atenuados. A vacina estimula a imunidade protetora pelo menos por 18
meses (OIE, 2017; Innes, 2018).
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1.3. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose em animais silvestres cativos € um problema tanto na
medicina veterinaria quanto na saude publica. Raramente, os animais silvestres
com toxoplasmose apresentam sinais da doenga embora varias espécies de
animais silvestres sejam sensiveis a infeccdo como é o caso dos animais
neotropicais, entre os quais destacam-se os primatas ndo humanos.

O presente estudo foi proposto devido as escassas informacgdes existentes na
literatura referente a infeccdo de Toxoplasma gondii em animais silvestres
cativos. Outro ponto relevante para o desenvolvimento desta pesquisa foi a
avaliagdo do risco da infecgao por T. gondii nesses animais e em trabalhadores
de zooldgicos ocupacionalmente expostos. Cabe ressaltar que este tipo de
estudo é pioneiro, uma vez que, ndo sdo encontrados na literatura relatos sobre
a infecgao toxoplasmica nos zoolégicos de Cuba e do Rio de Janeiro.

Diante dos problemas expostos, foram elaboradas as seguintes hipoteses:
Hipotese 1:

-A presenca de sororreagentes anti-Toxoplasma gondii nos ungulados,
carnivoros, primatas e trabalhadores com risco ocupacional esta associada a
existéncia de fatores de risco favoraveis a que ocorra esta zoonose.

Hipotese 2:

-A percepcédo de risco dos trabalhadores poderia reduzir a presenca de
individuos sororreagentes para anticorpos anti-Toxoplasma gondii nos

zooldgicos de Havana e do Rio de Janeiro.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ungulados,
primatas ndo humanos, carnivoros e profissionais em risco ocupacional no
Parque Zoolégico Nacional de Cuba (PZN) e do Zooldgico do Rio de Janeiro

(RIOZOO0) e os fatores de risco associados.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii nos animais cativos do
PZN e do RIOZOO.

2. Descrever o manejo sanitario, nutricional e a presenga de outros animais que
circulam livremente nos zooldgicos, que possivelmente sirvam como fatores
de risco nos animais cativos.

3. Detectar oocistos com morfologia similar a T. gondii em felinos silvestres
cativos.

4. Comparar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii entre os trabalhadores
com risco ocupacional do PZN e do RIOZOO.

5. Avaliar a percepcao de risco, a competéncia profissional e os principais
fatores de risco dos trabalhadores do PZN e do RIOZOO.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento do estudo e populacao estudada

De abril de 2015 a junho de 2018 foi realizado um estudo observacional,
transversal dividido em duas etapas, para determinar a prevaléncia de anticorpos
anti- Toxoplasma gondii em ungulados, primatas, carnivoros e em profissionais
no Parque Zoolégico Nacional de Cuba (PZN) e do Zoolégico do Rio de Janeiro
(RIOZOO0), bem como os fatores de risco associados a infecgao pelo protozoario.

Durante a primeira etapa do estudo os trabalhadores dos Zooldgicos,
incluindo os tratadores de animais como medicos veterinarios e técnicos, bem
como bidlogos foram sensibilizados a participar da pesquisa. Aqueles que
aceitaram participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foram recrutados (Apéndice 1). Os participantes da pesquisa preencheram um
questionario cujas perguntas estavam de acordo com atividades que
desenvolviam no zoolégico (Apéndice 2, 3, 4) e foi realizada a coleta de material
biolégico (sangue) para determinar a presengca ou nao de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii. Foram excluidos aqueles trabalhadores que se recusaram a
participar da pesquisa ou que trabalhavam em outras areas e ndo tinham contato
com 0s animais ou sues derivados.

As perguntas do questionario foram lidas em voz alta e cada participante
respondeu seu questionario na presenca dos pesquisadores, para que fosse
possivel sanar quaisquer duvidas.

A segunda etapa do estudo corresponde a relacionada com os animais.
Foram incluidos na pesquisa animais: ungulados, primatas e carnivoros do PZN
e do RIOZOO. Foram coletadas amostras de material biolégico (sangue de todas
as ordens e fezes dos felideos). Nesta etapa foram coletadas também as
amostras dos gatos domésticos soltos nos zooldgicos (sangue e fezes), dos
cavalos (Equus caballus) que servem de alimentagcdo aos carnivoros do PZN
(sangue) e amostras dos pato-do-mato (Carina moschata) que estéo livres no
RIOZOO (sangue).

3.2. Consideracdes Eticas

Este projeto foi submetido para apreciagdo ética ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, sendo aprovado com numero
de CAAE 49773215.7.0000.5248. O documento do parecer consubstanciado do
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CEP esta em Anexo 1. Para reducgao de risco aos individuos participantes da
pesquisa foram tomadas medidas de protegdo para manter o sigilo, tais como:
todos os dados foram armazenados sem revelar o nome ou qualquer outro tipo
de identificagdo do individuo.

Para a pesquisa em animais tivemos a permissdo dos diretores dos dois
zoolégicos (Anexo 2 e 3). Além disso, o projeto foi aprovado pelo Sistema de
Autorizagao e Informacao em Biodiversidade (SISBIO), Instituto Chico Mendes
de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio), sob o numero 54797-1 Anexo 4.
Também o projeto foi submetido e aprovado pela Comissado de Etica no Uso de
Animais - CEUA/ IOC, sob o numero de licenca L-045/2016 e licencga aditiva LA-
011/2017, Anexo 5.

3.3. Caracterizacao dos locais de estudo e coleta das amostras

3.3.1. Parque Zoolégico Nacional de Cuba

O Parque Zooldégico Nacional de Cuba (Figura 7) possui em seu acervo cerca
de 1.046 animais silvestres (répteis, aves e mamiferos) pertencentes a 121
espécies com um total de 340 hectares. O zooldgico esta situado na zona
centro—sul, periferia da provincia de Havana. E considerado o tnico de seu tipo
no pais, com animais em sistema de semicativeiro (animais que estdo em
aparente liberdade) e cativeiro (confinados), ou seja, totalmente confinados
(Figura 8). Além disso, o zooldgico estimula a interacdo dos visitantes com os
filhotes de algumas espécies como: ledo, crocodilo e serpentes (Figura 8F).

Figura 7. Localizagéo do Parque Zoolégico Nacional de Cuba (Google Earth, 2018).
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Figura 8. llustracao das diferentes areas e recintos do Parque Zooldégico Nacional de
Cuba onde ficam os animais. A- Fosso dos ledes. B- Pradeira Africana. C-
Areas dos Primatas. D; E- Area dos Carnivoros. F- Visitantes tirando fotos
com animais. Fonte: do autor.

Foi coletado um total de 110 amostras de sangue (42 carnivoros, 32 primatas
nao humanos e 36 ungulados silvestres). O Quadro 3, mostra a distribuicdo por
familias e espécies que foram incluidas no estudo. A pesquisa incluiu a coleta
de 40 amostras fecais dos felideos silvestres. Além disso a pesquisa inclui a
coleta de sangue e fezes de 7 gatos domésticos que estavam soltos nas
dependéncias do Zooldgico e 10 amostras de sangue dos cavalos (Equus
caballus) que sao abatidos no proprio zooldgico para a alimentacdo dos
carnivoros.
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Quadro 3. Distribuicdo das espécies que foram incluidas no estudo do Parque

Zoolégico Nacional de Cuba.

Orden Familia Nome comum Nome cientifico
Primate Cercopithecidae Babuino-anubis Papio anubis (5)
Babuino-sagrado Papio hamadryas (6)
Macaco rhesus Macaca mulatta (7)
Macaco-cinomolgo Macaca fascicularis (4)
Mandril Mandrillus sphinx (1)
Macaco-verde Chlorocebus  sabaeus
(2)
Cebidae Prego-de-cabeca- Cebus capucinus (1)
branca panamense
Macaco-prego Sapajus apella (2)
Hominidae Chimpanzé Pan troglodytes (4)
Carnivoro Felidae Tigre de Bengala Panthera tigris tigris (1)
Ledo africano Panthera leo (18)
Suguarana Puma concolor (2)
Canidae Coiote Canis letrans (1)
Chacal-de-dorso- Canis mesomelas (1)
negro
Lobo canadense Canis lupus (1)
Hyaenidae Hiena-listrada Hyaena hyaena (11)
Hiena-pintada Crocuta crocuta (3)
Procyonidae Coati Nasua narica (4)
Artiodactyla Camelidae Dromedario Camelus dromedarius
(1)
Bovidae Antilope-azul Boselaphus
tragocamelus (3)
Mouflao Ovis orientalis musimon
3)
Elande Taurotragus oryx (3)
Orix-de-cimitarra Oryx dammah (1)
Antilope-negro Antilope cervicapra (4)
Ankole-Watusi Bos tauro watusi (5)
Giraffidae Girafa Giraffa camelopardalis
(1)
Perisodactyla Equidae Zebra-de-Grevy Equus grevy (5)
Zebra-de-Grant Equus burchelli (11)

Legenda: numero de animais investigados entre parénteses.
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3.3.2. Zooldgico do Rio de Janeiro

Situado na zona central de estado do Rio de Janeiro, o Zoolégico do Rio de
Janeiro (Figura 9) possui em seu acervo aproximadamente um total de 1.300
animais selvagens (répteis, aves, mamiferos e peixes) pertencentes a 246
espécies em um total de 13,8 hectares. Além da area de visitagao, o publico tem
a possibilidade de interagir com algumas espécies em areas como a Fazendinha,
onde ha animais de produgdo como bovideos, suino, caprino, ovino, aves além
de equino. Também o Viveirao (onde ha aves diferentes espécies, destacando

papagaios e araras) e o Falconario. (Figura 10).
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Figura 9. Localizagdo do Zooldgico do Rio de Janeiro (Google Earth, 2018).
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Figura 10. llustracédo das diferentes areas e recintos do Zooldgico do Rio de Janeiro
onde ficam os animais. A- Recinto Macaco Aranha. B- Recinto Tigre de
Bengala. C- Recinto Lobo guara. D- Recinto cervos. E- Visitantes no
Viveirdo. Fonte: do autor.

O total de amostras de sangue coletada foi de 162 (26 carnivoros, 113
primatas ndo humanos, 21 ungulados). O Quadro 4, mostra a distribuicdo por
familias e espécies. Foram coletadas 12 amostras fecais de felideos silvestres.
Para realizar o estudo relacionado aos fatores de risco no RIOZOO, foram
coletadas também 67 amostras de sangue dos patos-do-mato (Carina
moschata), que vivem livremente no zoolégico e 10 amostras de sangue e fezes

dos gatos
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Quadro 4. Distribuicdo das espécies que foram incluidas no

estudo do Zooldgico do Rio

Janeiro.
Orden Familia Nome comum Nome cientifico
Primate Cercopithecidae Babuino-anubis Papio anubis (1)
Babuino-sagrado Papio hamadryas (2)
Babuino-da-Guiné Papio papio (1)
Babuino-amarelo Papio cynocephalus (1)
Macaco rhesus Macaca mulatta (1)
Macaco-cinomolgo Macaca fascicularis (2)
Macaco-japonés Macaca fuscata (1)
Macaco-rabo-de-porco | Macaca nemestrina (1)
Mandril Mandrillus sphinx (1)
Macaco-verde Cercopithecus pygerythrus
2)
Cebidae Cairara Cebus albifrons (6)
Macaco-prego Sapajus apella (15)
Macaco-prego-de-peito- | Sapajus xanthosternos (19)
amarelo
Macaco-prego-de-crista | Sapajus robustus (5)
Macaco-prego-dourado | Sapajus flavius (2)
Caiarara Cebus kaapori (1)
Atelidae Macaco-loiro Alouatta seniculus (3)
Macaco-aranha Ateles paniscus (1)
Aotidae Macaco-da-noite Aotus azarai (5)
Pitheciidae Zogue-zogue Callicebus brunneus (1)
Cuxiu Chiropotes utahickae (2)
Macaco-preguica Pithecia irrorata (4)
Hominidae Chimpanzé Pan troglodytes (1)
Carnivoro Felidae Tigre de Bengala Panthera tigris tigris (2)
Tigre Siberiano Panthera tigris altaica (1)
Jaguatirica Leopardus pardalis (2)
Gato-do-mato Leopardus tigrinus (4)
Ledo africano Panthera leo (3)
Onca Panthera onca (1)
Jaguarundi Puma Yaguarundi (1)
Suguarana Puma concolor (2)
Canidae Cachorro-do-mato Cerdocyon thous (3)
Lobo guara Chrysocyon brachyurus (3)
Procyonidae Coati Nasua nasua (4)
. Cervidae Antilope-azul Rusa unicolor (10)
Artiodactyla Cateto Pecatri tajacu (10)
Queixada Tayassu pecari (1)

Legenda: numero de animais investigados entre parénteses.
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3.3.3. Coleta das amostras de sangue dos animais

Para fins de amostragem, optou-se por coletar sangue de todos os animais

que fossem capturados para manejo veterinario, animais que foram transferidos

para outros zoologicos ou outras areas dentro do préprio zooldgico, sendo

excluidas as fémeas prenhas, animais senis e recém-nascidos. As coletas de

sangue foram realizadas pelos médicos veterinarios de cada zoolégico, levando

em consideracéo a idade e o tamanho do animal.

Os materiais utilizados para realizar a contengao variaram entre as diferentes

familias e consideraram-se as recomendacgdes dos especialistas no assunto. Os

meétodos e materiais para o manejo e a contengao estao descritos no Quadro 5.

Quadro 5. Materiais utilizados segundo tipo de contengdo dos animais

pesquisados.

Tipo de Familias de animais Materiais Fonte
contencao

Fisica Primatas Pucga, redes e lagcos | Nunes et al
Cebidae fixos (2007)
Cercopithecidae
(fémeas)
Carnivoros Fowler (1995)
Canidae
Procyonidae
Ungulados
Camelidae
Giraffidae

Quimica | Primatas Cloridrato de | Fowler (1995);
Cercopithecidae Cetamina + | West et al
Hominidae Cloridrato de | (2007); Kreeger
Carnivoros Xilazina ?20 12) Arnemo
Felidae Cloridrato de | Melterzer o
Hyaenidae Cetamina. . + | Burroughs
Ungulados Medetomidine (2006)
Bovidae Zoletil +
Equidae Medetomidine

Ethorfina +
Azaperone
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As doses dos anestésicos para a contencao dos animais estdo apresentadas no

Quadro 6.

Quadro 6. Doses dos anestésicos utilizados na contengcado dos animais silvestres

pesquisados.

Familia Combinagdes de sedantes | Doses (mg/kg) segundo a
espécie
Cercopithecidae Cloridrato de Cetamina 5-15
Cloridrato de Xilazina 0,5-1
Hominidae Cloridrato de Cetamina 5-15
Cloridrato de Xilazina 0,5-1
Felidae Cloridrato de Cetamina 10 — 20
Cloridrato de Xilazina 1-2
Cloridrato de Cetamina 10 — 20
Medetonidine 0,03 - 0,06
Zoletil 10
Medetonidine 0,03
Hyaenidae Cloridrato de Cetamina 10
Cloridrato de Xilazina 1
Cloridrato de Cetamina 10
Medetonidine 0,02
Zoletil 10
Medetonidine 0,02
Bovidae Mog (Ethorfina) 0,02 -0,05
Azaperona 0,2
Mog (Ethorfina) 0,02 -10,03
Cloridrato de Xilazina 0,06 -04
Equidae Mog (Ethorfina) 0,04
Azaperona 0,25
Inmobilén (Ethorfina) 0,07

Na coleta de todas as amostras de sangue, as vias de venopuncéao utilizadas

corresponderam as veias jugulares, cefalicas, femorais e caudais dependendo

da espécie, utilizando-se seringas de 3 a 5 mL, com agulha de 25x7 mm. O

volume de sangue coletado foi de até 1% do peso vivo de cada animal.
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Para avaliar os fatores de risco foram estudados um total de 17 gatos
domeésticos (10 do RIOZOO e 7 do PZN) que estavam soltos nas areas de
armazenamento de alimentos destinado aos animais e também nas areas
comuns com 0s animais silvestres e visitantes. Os gatos foram sedados com
uma combinagado de Cetamina (10 mg/kg — Vetaset®; Lab. Fort Dodge Saude
Animal Ltda) e xylazina (2 mg/kg — Rompun®; Lab. Bayer S/A). A quantidade de
sangue coletada foi 3 mL de cada animal por meio de pungéo da veia jugular ou
femoral. Também no RIOZOO foram coletadas 67 amostras de sangue de pato-
do-mato (Carina moschata), que viviam livremente no zooldgico. Para a coleta
de sangue dos patos foi feita contencéo fisica, sendo ao total obtido 2 mL de
sangue de cada animal da veia braquial. Além disso, no PZN foi realizada a
coleta de sangue de 10 cavalos (Equus caballus), que sao abatidos no proprio
zooldgico. Também a contencao destes animais foi fisica e a quantidade de
sangue coletada foi 8 mL da veia jugular.

Em seguida, essas amostras foram transferidas para tubos estéreis de coleta
sem anticoagulante para a extracdo do soro, sendo identificadas: (espécie,
numero do chip ou nome do animal, sexo, data de coleta). Posteriormente foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos. O soro foi armazenado em microtubos
eppendorfs com capacidade 1,5 mL e congelado sob a temperatura de -20°C até
o momento da realizagcdo das técnicas sorolégicas, quando foram
descongelados e mantidas em temperatura ambiente.

Para realizar a andlise das amostras de sangue dos animais do Parque
Zoologico Nacional de Cuba e nos animais do RIOZOO as mesmas foram
transferidas para o Centro Nacional para a Produgcao de Animais de Laboratério

em Cuba (CENPALAB) usando “gelox” para manter a temperatura refrigerada.

3.3.3.1. Técnicas laboratoriais realizadas para as analises das amostras
de sangue dos animais

Para a detecgcdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ungulados,
primatas n&do humanos e carnivoros foi utilizado o método ELISA de inibicdo
(ELISAVi), segundo Grandia et al. (2013b). Este método pode ser utilizado seja
usado para o diagnéstico de Toxoplasma gondii em qualquer espécie animal.

O principio e protocolo de ELISA de inibi¢ao (ELISA/i) de acordo com Grandia
et al. (2013b), estdo apresentados na Figura 11. O conjugado utilizado para

realizar a técnica foi IgG anti- Toxoplasma policlonal.
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Principio: Inibicdo de um anticorpo, em ensaio com uma placa sensibilizada (com antigeno

soluvel) e bloqueada (com solugéo bloqueio e de preservacao). Técnica ELISA de inibi¢cao

(ELISA/).

Incubacdo das amostras de soros Realizacdo de um primeiro
suspeitos e controles positivos/ |:> ciclo de lavagem, com PBS,
negativos, em camara umida por 30 das amostras.

minutos a 37 °C.

Incubacédo das amostras com

Corante de Azul de Evans.- A . o
o . ~ o conjugado a 37 °C em
analises sensorial (presenga ou nao de <‘:| n o .
cor). camara umida por 30 min.

Reacao negativa: caracteriza- se
por uma cor intensa, unido do
conjugado anti-T. gondii ao antigeno.

Realizagdo de um segundo
ciclo de lavagem das

I:> amostras com PBS.
Reacao positiva: Identificada por

auséncia de cor, a uniao do conjugado ﬂ
anti- 7. gondii ao antigeno € inibida.

0 tad d Realizacado de um terceiro ciclg
- Us resullados — devem - Ser de lavagem da amostra com
relacionados com a densidade optica PBS

(DO) e com o Fator de Inibigédo (FI).
Colocacao do complexo substrato-

cromoégeno.

A reacao se da apds 15 minutos.

g

A leitura é feita a 492 nm em espectrofotometro
(leitor de ELISA).

Figura 11. Protocolo resumido da técnica de ELISA de inibigao (ELISAV/i), segundo Grandia et al. 2013b.
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A leitura foi realizada em espectrofotometro (leitor de ELISA), densidade
Optica a 492 nm. As reagdes foram interpretadas assim:

- Reacédo negativa: Caracterizado pela cor intensa, indicando que o conjugado

anti-T. gondii ligou-se ao Ag, devido a auséncia de Ac
especificos na amostra. Menor do que 1/32.

- Reacéo Positiva: Identificados pela auséncia de cor, indicando que a ligagéo

do conjugado anti-T. gondii ao Ag foi inibida pelos Ac na amostra.
Maior ou igual a 1/32.

A interpretacao dos resultados é mostrada no Quadro 7:
Quadro 7. Interpretacdo dos resultados de titulos de anti- T.

gondii pelo método de ELISAVi.

Titulos baixos ~1/32 a 1/64
Titulos médios 1/128 a 1/256
Titulos altos ~ superior 1/256
Negativos <1/32

No nosso ponto de corte, foram considerados positivo os titulos ~ 1/32 a 1/64

As amostras dos animais do RIOZOO foram submetidas também ao teste de
aglutinagdo modificado (MAT) no Servico de Diagnéstico de Zoonoses da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP-Botucatu, SP, utilizando
como ponto de corte titulo de 16 segundo Marujo et al. (2017). Sé6 foi realizada
esta técnica nas amostras dos animais do RIOZOO, porque as amostras de
Cuba ja tinham sido descartadas previamente.

Abaixo segue fluxograma resumindo a metodologia empregada para analise
do teste do MAT das amostras (Figura 12).
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Principio do teste de aglutinagcdo modificado (MAT) no Servigo de Diagndstico de
Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP-Botucatu, SP.

Diluicdo do soro a ser testado em placa
de Elisa de fundo reto

Adicionar 150 uL de PBS 7,2 em todos
0S pocgos, inclusive controles positivos
e negativos.

Adicionar 25 yL de 2ME (2 mercapto -
etanol) diluido, para que o mesmo aja
nas pontes de sulfetos presentes nas
imunoglobulinas IgM e IgA,
permanecendo assim somente, as
imunoglobulinas IgG  que serao
analisadas no teste.

d

Aguardar 15 minutos para que o
2 mercapto - etanol aja.

d

Adicionar 50 uL de antigeno
diluido na proporgéao ja testada
(neste caso seria 1:13).

Dois pogos controles (positivos e
negativos) e dois pogos de cada
amostra com a primeira e
segunda diluicéo.

Adicionar 10 pL dos soros
controles (positivo e negativo) e
soro teste no primeiro pogo
obtendo assim uma dilui¢éo 1:16,
homogeniza-se e passa 50 puL
para o segundo pog¢o obtendo
assim uma diluicdo 1:64. Apds
obtencdo de diluicdo de 1:64
despreza-se 50 pL.

Realizada a diluigdo dos
controles e do soro, passar
25 uL de cada diluigéo para
uma placa de Elisa de fundo
em “V”.

<

Cobrir a placa com uma placas de
fundo reto, embrulhar em papel
aluminio, deixar em estufa a 37°C.
Realizar leitura overnight.

U

Leitura de contraste claro-escuro
(contra-luz e fundo escuro).
Positivos: formacao de uma malha.

Negativo: formacédo de um botéo.
N&o ha ligagado antigeno-anticorpo.

Figura 12. Protocolo resumido do teste de aglutinagdo modificado (MAT) no Servigo de
Diagnostico de Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP-Botucatu, SP. Fonte: do autor (Adaptado —Dr. Hélio Langoni).
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A estimativa de prevaléncia foi realizada dividindo o numero de amostras

positivas pelo numero total de amostras coletadas de cada grupo de animais

estudados. Foi utilizado o teste estatistico de Qui quadrado (Xz) com o programa
estatistico SPSS (versdo 18, SPSS® Inc., Chicago, IL, 1999) com nivel de
significancia de 5%, para comparar a presenca de anticorpos anti—T. gondii entre
os Zoologicos.
Foram utilizadas as seguintes variaveis epidemioldgicas para analise
estatistica:
- Sexo: fémeas e machos
- Faixa etaria: filhote (até 1 ano de idade), jovens (1 a 2 anos de idade), adultos
(mais de 2 anos). Como foram estudadas diferentes espécies
foi preciso estabelecer faixas etarias que contemplassem
todas as espécies.
- Tempo no zoolodgico: 1 a 5 anos, 6 a 10 anos e mais de 10 anos de cativeiro
no zooldgico.
- Nascidos em cativeiro: os animais que nao sao nascidos em cativeiro sao
procedentes de resgate, intercambios com outros zooldgico e

doacdes.

3.3.4. Fatores de risco associados a presenca de anticorpos anti- T.
gondii nos animais silvestres cativos no PZN e no RIOZOO
Foram determinados os fatores de risco e praticas de higiene e de manejo,

que visam evitar fatores de risco (Figura 13).
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Presenca de gatos
domésticos  soltos
em todos as dreas
dos dois zoologicos.

Presenca de aves
nas areas onde
ficam os animais
selvagens.

Manejo da limpeza
das dreas onde
ficam os felideos
selvagens.

Presenca de vetores
nas areas onde
ficam os animais
selvagens.

Fatores de risco
associados a presenca
de anticorpos de anti- T.
gondii

4 \

Qualidade da agua
para o consumo dos
animais.

Qualidade do
alimento  oferecido
aos animais.

Figura 13. Fatores de risco associados a presenga de anticorpos anti- T. gondii nos animais
silvestres em cativeiros do PZN e do RIOZOO. Fonte: adaptado de Cutler et al.
(2010).

3.3.5. Coleta das amostras de fezes dos animais
Foram coletadas um total de 52 amostras de fezes de felideos silvestres,
sendo 40 amostras fecais do Parque Zooldgico Nacional de Cuba (Tabela 1) e

12 do Zooldgico do Rio de Janeiro (Tabela 2).

Tabela 1. Espécies de felideos, quantidade de recintos e total de amostras fecais coletadas de
animais cativos do Parque Zooldgico Nacional de Cuba

. N° N° Quantidade
Nome cientifico Nome comum . L
de recintos de animais amostras coletadas
Felidae

Caracal caracal Caracal 2 2 2
Panthera tigris tigris ~ Tigre-de-bengala 2 2 2
Panthera leo Leado 8 17 17
Panthera onca Onga pintada 4 5 5
Puma concolor Suguarana 5 6 6
Panthera pardus Leopardo 5 5 5
Acinonyx jubatus Cheeta 3 3 3
Total 29 40 40
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Tabela 2. Espécies de felideos, quantidade de recintos e total de amostras fecais coletadas de animais

cativos do Zooldgico do Rio de Janeiro, Brasil

Nome cientifico Nome comum N N Quantidade de
de recintos de animais amostras coletadas
Felidae
Leopardus tigrinus Gato-do-mato-pequeno 2 2 2
Leopardus pardalis Jaguatirica 2 2 2
Panthera tigris altaica Tigre-siberiano 1 1 1
Panthera tigris tigris Tigre-de-bengala 2 2 2
Panthera leo Ledo 1 2 2
Panthera onca Onga pintada 1 1 1
Puma concolor Suguarana 1 1 1
Herpailurus yagouaroundi Gato mourisco 1 1 1
Total 11 12 12

As coletas do material fecal foram realizadas diretamente do solo dos recintos
onde estavam os animais. O material fecal foi retirado pelos tratadores dos
zoologicos, no momento da higienizagao dos recintos, sendo sempre priorizada
a coleta de bolos fecais frescos e individualizados. O total de amostras coletadas
foi igual a quantidade de animais alojados em cada recinto. Os bolos fecais foram
armazenados em sacos plasticos sem conservante quimico, sendo todos
acondicionados em recipientes isotérmicos e encaminhados ao Laboratério
Nacional de Parasitologia de Cuba (as amostras do PZN) e ao Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal Fluminense (UFF) (as amostras do
RIOZOO0).

No laboratério, apds cadastro das amostras fecais, uma por¢cao de cada uma,
foi imediatamente processada pelo exame direto. Outra porcdo da mesma foi
homogeneizada em agua destilada, sendo entao filirada em tamiz, com gaze
dobrada quatro vezes, e transferida para calice de fundo cénico. O filtrado foi
aliqguotado em tubos de centrifuga de fundo cénico com volume de 15 mL para a
realizagao das técnicas coproparasitolégicas qualitativas que seguem abaixo:

e 7 mL em tubo de centrifuga de fundo cénico para realizagao da técnica de
centrifugo sedimentagao de Ritchie (1948) modificada por Young (1979);
e 15 mL em tubo de centrifuga de fundo conico para realizagao da técnica

de centrifugo flutuacao de Faust et al. (1938);
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e 15 mL em tubo de centrifuga de fundo conico para realizagdo da técnica
de centrifugo flutuagdo de Sheather (1923) modificada por Huber et al.
(2003);

e 15 mL em tubo de centrifuga de fundo conico que foram armazenados
para estoque;

¢ Uma parte do filtrado foi deixado sedimentar em calice de fundo cdnico
por 24 horas para realizagcado da técnica de Lutz (1919).

A leitura das laminas obtidas de cada técnica e a fotomicrografia foram
realizadas no microscopio Optico binocular Olympus® BX 41, inicialmente, em
aumento de 100 vezes e, para confirmagao, se necessario, em 400 vezes,
acoplado a céamera digital Samsung® SDC415 com software de captura
Honestech® PVR. Para morfometria das formas evolutivas do parasito foi
utilizado o microscépio 6ptico uniocular Olympus® BX41 em 400 vezes com uma

ocular micrométrica Olympus® SWH.

3.3.5.1. Analises parasitoldgicas

a) Exame direto

O exame direto foi realizado antes da filtragdo das amostras, no momento em
que as mesmas chegavam ao Laboratério de Parasitologia da UFF. Foi retirada
uma pequena porcao das fezes de varios pontos tanto da superficie como de
partes mais profundas da amostra fecal com auxilio de um bastao de vidro. Esta
porcao foi colocada em um copo béquer também de vidro. Com uma pipeta tipo
Pasteur plastica descartavel, cerca de um mL de solugao salina tamponada com
fosfato estéril foi adicionada ao material fecal [PBS 0,1M pH=7,2 — NaCl P.A
(Vetec® 8,18g + Na2HPO P.A (Dinamica Reagentes Quimicos®) 41,051g +
NaH2POa.H20 P.(Proquimicos®) 0,3579] para a diluigdo do material. Uma gota
do homogeneizado foi transferida para uma Iamina de microscopia sendo em
seguida coberta com uma laminula (24 x 32 mm), procedendo-se a leitura no

microscopio primeiramente em aumento de 100 vezes e depois em 400 vezes.

b) Técnica de Ritchie (1948) modificada por Young (1979)

Esta técnica tem como fundamento a centrifugagdo. Aos tubos plasticos
cbnicos de centrifugagdo, contendo sete mL do material fecal filtrado, foi
acrescentanda uma gota de detergente (Ypé® neutro) e trés mL de acetato de
etila P.A. (Vetec®). O material foi centrifugado durante dois minutos a 2000 rpm.
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Foi desprezado o sobrenadante e acrescentado ao sedimento agua destilada até
completar o volume de sete mL. Apds a homogeneizagdo, o material foi,
novamente, centrifugado por dois minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e com uma pipeta descartavel primoutilizada do tipo Pasteur, foi
colocada uma gota de agua destilada no tubo, procedendo-se a
homogeneizagao. Foi transferida uma gota desse material para uma lamina de
microscopia e adicionada a esta, uma gota de agua destilada na lamina, para
facilitar a leitura do material. A lamina de microscopia foi coberta por uma
laminula (24 x 32 mm), sendo entado realizada sua leitura ao microscépio com

aumento de 100vezes e 400 vezes.

c¢) Técnica de Faust et al. (1938)

Essa técnica baseia-se na pesquisa de formas evolutivas de parasitos por
centrifugo flutuagdo com solugao de sulfato de zinco. A amostra no tubo plastico
de centrifuga de fundo conico foi submetida a centrifugagédo por um minuto a
2500 rpm. O sobrenadante foi descartado, sendo acrescentado ao sedimento
agua destilada até completar 15 mL. O material foi homogeneizado e colocado
novamente para centrifugagao por um minuto a 2500 rpm. Esse procedimento
foi repetido diversas vezes, até que o sobrenadante ficasse limpo. Apds a
lavagem, o sobrenadante foi descartado, sendo o sedimento suspenso com
solucdo de sulfato de zinco — ZnS0O4.7 H20 (Vetec®) com densidade de 1,18
g/mL. O material foi homogeneizado e centrifugado por um minuto a 2500 rpm,
com o objetivo de formar uma pelicula de flutuagdo. Em seguida, os tubos foram
dispostos, cuidadosamente, em estantes. Utilizando-se uma alga de platina em
angulo de 90 graus, a pelicula de flutuagao foi coletada e transferida para lamina
de microscopia, repetindo esse procedimento por quatro vezes. Apos as quatro
algadas, foi coberto o material com uma laminula (22 x 22 mm) para proceder a

leitura do material no microscopio com aumento de 100 e 400 vezes.

d) Técnica de Sheather (1923) modificada por Huber et al. (2003)

Essa técnica apresenta como fundamento a centrifugacao flutuacdo em
solugéo de sacarose com densidade de 1,30 g/mL. No laboratério foi transferido
15 mL do filtrado da amostra para tubos codnicos, que foram colocados para
centrifugacédo por 10 minutos a 1500 rpm. Apds esse procedimento, os tubos

foram dispostos em estantes e foi adicionada solugdo de sacarose até a
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formagao de um menisco positivo, sobre o qual foram colocadas as laminulas
(22 x 22 mm), que foram deixadas em repouso por trés minutos. Em seguida, as
laminulas foram transferidas, cuidadosamente, e depositadas sobre laminas de
microscopia, procedendo a leitura do material ao microscopio com aumento de
100 e 400 vezes.

e) Técnica de Lutz (1919)

Essa técnica fundamenta-se na sedimentagcdo espontanea das formas
evolutivas dos parasitos. Parte do material obtido apds a filtragédo foi depositado
em um calice de fundo cdnico com capacidade de 250 mL. Adicionou-se agua
destilada até complementar o volume do mesmo, que foi coberta com um filme
de PVC transparente e mantido em repouso para sedimentacao por 24 horas.
Apos esse periodo, com uma pipeta descartavel do tipo Pasteur primoutilizada,
foi coletada uma aliquota do sedimento e transferida uma gota da mesma para
uma lamina de microscopia e coberta com uma laminula (24 x 32 mm).
Posteriormente o material foi encaminhado para leitura no microscépio com

aumento de 100 e 400 vezes.

3.3.6. Coleta das amostras de sangue dos trabalhadores com risco
ocupacional e avaliacao da percepcao de risco e competéncia
profissional

Nesta parte do estudo, participaram um total de 133 de trabalhadores, 79
(65,83 %) do Parque Zooldgico Nacional de Cuba e 54 (100%) do Zoolégico do
Rio de Janeiro todos ocupacionalmente sob risco de exposicdo. Os mesmos
foram agrupados segundo diferentes indicadores (tempo de trabalho, area de
trabalho e ocupagéo).

Foram incluidos no estudo trabalhadores com risco ocupacional (estejam em
contato direto com os animais ou com os produtos dos mesmos) do PZN e do
RIOZOO. Os participantes eram maiores de 18 anos e de ambos 0s sexos.

Para determinar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii foi realizada a
coleta de sangue dos trabalhadores. A coleta de sangue foi realizada com
material estéril, por profissional de saude capacitado, veia braquial. O volume de
sangue coletado foide 3 a 5 mL.

Para a obtencao do soro o sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min. As

amostras foram analisadas no Laboratério de Toxoplasmose do Instituto de

64



Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) em Cuba e no Laboratério de
Toxoplasmose e outras Protozoonoses do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, RJ,
Brasil. Para a deteccao dos anticorpos anti- T. gondiiforam utilizadas as técnicas
de ELISA e RIFI. O método de ELISA foi validado no IPK segundo a técnica
realizada por Eaton et al. (1996) e modificada por Lappalainen e Hedman,
(2004).

O principio de determinacdo € baseado no método imunoenzimatico de
imunocaptura com uma detecgao final por fluorescéncia (ELFA). O sistema

efetua duas leituras de fluorescéncia para cada determinacéo.

Posteriormente foi calculado o Valor Relativo de Fluorescéncia (RFV), que é
o resultado da diferenca entre as duas leituras. A interpretagcdo dos resultados

de ELISA esta apresentada na Quadro 8.

Quadro 8. Interpretacéo dos resultados a titulos de anti- T. gondii pelo método de ELISA.

TOXO IgG pelo Método ELISA TOXO IgM pelo Método ELISA
Titulo Interpretagao Indice Interpretagao
<4 Negativo i <0,55 Negativo

4 < titulo < 8 Duvidoso 0,55<i<0,650 Duvidoso
=8 Positivo i=0,65 Positivo

Legenda:() Para os indices que estdo compreendidos entre 0,55 e 0,65, a
técnica foi repetida.

O principio do protocolo do RIFI segundo Camargo (1974 esta

representada na Figura 14.
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Sequéncia dos passos a seguir para a realizacao da técnica de RIFI. Incubagao com
0 conjugado a temperatura de 37 °C por 30 minutos em camara umida.

D||u|géo das amostras em SOIUQéO Da amostra d||u|,da se toma 10 HL e se
salina tamponado de fosfato :> coloca numa placa sensibilizada (com
(PBS): o antigeno soluvel).
Caracteristicas das dilui¢des: @
- Frescas . ~ R
As laminas s&o colocadas numa camara
- Bem conservadas umida e incubadas a 37 °C durante 30
minutos.

Caracteristicas das dilui¢des:

- se coloca 10 uL daamostra e 150 ﬂ
ML do PBS que dardo uma
diluicdo de 1:16.

Apods de 5 minutos em PBS as laminas sao
secas em temperatura ambiente. Realiza-se
um segundo ciclo de lavagem da amostra.

Preparacéo do conjugado:

- Sao colocados 10 pL das amostras em cada pogo da lamina.

- Proporcdo do conjugado. Ex: se a diluicdo € 1:32, se dividem os 120 yL do
volume total vezes 32, com o resultado 3,75 uL de conjugado a utilizar, mas deve
ser subtraidos aos 120 pL o 3,75uL do conjugado sendo entdo 116,25 pyL mais
3,75 pLde conjugado que no total terdo 120 uL da solugéo de azul de Evans.- A
analises sensorial (presenga ou nao de cor).

Reacao negativa: Identificada por auséncia de fluorescéncia, a unido do
conjugado anti- T. gondii ao antigeno foi inibida.

Reacao positiva: Caracteriza se por uma fluorescéncia, unido do conjugado
anti-T. gondii ao antigeno.

- Relacionado com a densidade 6ptica (DO) e com o Fator de Inibi¢éo (FI)

ﬂ O lavado com menor presenca de luz nas
ldaminas durante e apds dos mesmos e logo

do secado sao cobertas com uma pequena
|:> capa de Glicerol 1,9 % e uma laminula. A
leitura realiza- se na escuriddo ao
microscopio de luz ultravioleta.

A lamina é seca e incubada a
37°C em camara umida por
30 minutos.

A interpretagao esta de acordo a existéncia o ndo de fluorescéncia nos parasitas.

Negativos: eles tém uma cor vermelha, podem aparecer pontiihado em uma
extremidade, considerando fluorescéncia polar e foram relatados como
negativo.

Positivos: sao feitas diluigdes duplo em série para determinar o titulo. Exemplo: 1:16,
1:32, 1:64, 1:128.

Figura 14. Principio do protocolo do RIFI no IPK de Cuba e no LabTOXOIOC/Fiocruz.
Fonte: do autor
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Para as amostras dos trabalhadores do RIOZOO, utilizaram- se os Kits
comerciais:
- BIOLISA TOXOPLASMOSE IgG — utilizando o protocolo segundo o
fabricante. Bioclin K127.
- BIOLISA TOXOPLASMOSE IgM — utilizando o protocolo segundo o
fabricante. Bioclin K127.

Foi calculada a prevaléncia segundo a formula proposta por Pita et al. (2004)

Prevaléncia pontual = Ct/ Nt
Onde:
Ct= numero de casos existentes no momento da pesquisa.

Nt= numero total de individuos na populagdo no momento da pesquisa.

Para avaliar a variavel percepcido de risco e competéncia profissional foi
utilizado o questionario "Metodologia para a analise de alguns indicadores de
risco associado ao manejo territorial das zoonoses", desenvolvido em Cuba pela
Dra. Suarez et al. (2006), pelos mesmos autores em 2008 (Suarez et al. 2006;
2008) (Apéndices 2, 3, 4). A avaliacado do questionario foi realizada conforme o
descrito abaixo:

— As perguntas com respostas de SIM ou NAO, foram outorgados 2, 1 ou 0

pontos para as respostas corretas/absten¢des ou em branco/incorretas;

— As perguntas de opgdes multiplas receberam 2, 1 e 0 pontos para as
respostas: SEMPRE, AS VEZES e NUNCA, respectivamente;

— Ao total de pontos obtidos para cada questionario, foi calculada a
amplitude de categoria, dividida pelo total de categorias nominais,
atribuindo ao resultado categoria nominal ALTA, MEDIA E BAIXA para os

indicadores avaliados.

Para analisar cada indicador, foram somadas as perguntas que o
procedimento metodoldgico requer (Quadro 9) e se estabeleceram os intervalos

de pontuacgao para cada uma das categorias.
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Quadro 9. Qualificagéo e analise dos questionarios, segundo Suarez et al. (2006); (2008).

Grupos pesquisados Indicador Perguntas | Intervalos de categorias nominais
analisado utilizadas ALTA MEDIA BAIXA
Membros dos Servigcos | Percepcédo de 1,2 21 2-3 <4
Veterinarios de nivel | .
) risco
superior
Competéncia 3,4,5,6,7,8, 212 11-6 <5
profissional 9,10
Trabalhadores de nivel | Percepcdo de 1,2,3 =25 4-3 <2
superior nao veterinario | .
. .~ | risco
com riscos laborais
(Bidlogos) Competéncia 4,5,6,7,8,9, =11 10-6 <5
profissional 10
Membros dos Servigos | Percepcdao de | 1,2,3,4,5 >8 7-4 <3
Veterinarios de nivel | risco
médio (Técnicos) Competéncia 6,7,8,9 10 =28 7-4 <3
profissional
Pessoal de | Percepcdo de | 1,2,3,4,5 >8 7-4 <3
servigo/tratadores .
risco
Competéncia 6,7,8,9, 10 >8 7-4 <3
profissional

O conceito utilizado para variaveis "percepcao de risco" e "competéncia

profissional" seguiu as definicdes preconizadas por Frederico Peres (2010) e

Philippe Zarifian (2001):

Percepcao de risco: habilidade de interpretar uma situagao de potencial dano
a saude. Deve—se levar em conta que a percepcao de risco € baseada em

diferentes 'backgrounds' de conhecimento.

Competéncia profissional: combinacdo de conhecimentos, de saber—fazer, de
experiéncias e comportamentos que se exerce em um contexto preciso. A
competéncia é "tomar iniciativa" e "assumir responsabilidade" do individuo

diante de situagdes profissionais.
3.3.7. Analises estatisticas dos resultados

Os resultados sorolégicos e as variaveis epidemiolégicas foram analisadas
por meio do programa estatistico SPSS (versdo 18, SPSS® Inc., Chicago, IL,
1999). Para verificar a associagao entre as variaveis categoricas e entre os dois
zooldgicos, foi realizado o teste de Qui-quadrado (X?) de Pearson (com nivel de

significancia de 5%).

68




Estatistica Kappa (k) foi empregada para determinar a concordancia do
diagnostico entre as técnicas soroldgicas dos animais. O programa SPSS®
(version 18, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) foi utilizado, sendo considerado o grau
de significancia de 5%. O indice Kappa foi interpretado conforme mostrado no
Quadro 10 (Landis e Koch, 1977).

Quadro 10. Interpretacdo do indice Kappa

Valores do Kappa Interpretacao
<0 Concordancia pobre
0-0.19 Concordancia leve
0.20-0.39 Concordancia razoavel
0.40-0.59 Concordancia moderada
0.60-0.79 Concordancia substancial
0.80-1.00 Concordancia quase perfeita

Foi realizada a prova de X utilizando-se o software Epidat 3.1 (2006) para
buscar a relagdo entre as variaveis: percepcdo de risco e competéncia
profissional, empregando-se a percepgao de risco como variavel independente
em cada grupo.

Segundo as respostas dos trabalhadores pesquisados, foram selecionados os
principais riscos e a probabilidade de a doenga acontecer, considerando os
critérios da OIRSA/OIE (2006) para processo de avaliagao de risco.

Para a avaliagdo do grau de concordancia entre as técnicas RIFI e ELISA
foram utilizados os pardmetros de co-positividade, co-negatividade,
concordancia bruta e a concordancia ajustada (Kappa - K) seguindo as férmulas
do Quadro 11 (Teva et al., 2009).
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Quadro 11. Foérmulas para calcular o grau de concordancia.

Presente Ausente Total
Positivo a b a+b (p1)
Negativo C d ctd (q1)
Total a+c (p2) b+d (92) a+b+c+d

Copositividade = a : (a + ¢) Conegatividade =d : (b + d)
Kappa=1[2 (ad + bc) : (p1g2 + p2q1) ]

Foi utilizado o seguinte critério para conceituar os resultados do controle de
qualidade: valores < 40,0% sao considerados pobres, de 40,1 até 79,9%
regulares, valores = 80,0 a 89,9% sao considerados bons e = 90% sao

considerados excelentes (Teva et al, 2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sorologia dos animais silvestres cativos do Parque Zooldgico
Nacional de Cuba e do Zoolégico do Rio de Janeiro

Do total de 272 amostras analisadas (110 amostras do PZN e 162 amostras
do RIOZOO), 95 amostras dos animais do PZN foram soropositivas para T.
gondii, o que traduz uma soroprevaléncia geral de 86,36%. Do total de animais
testados no RIOZOO 26,54% das amostras (n=43) foram sororreagentes pela
técnica de ELISA/i e 33,95% (n=55) foram sororreagentes pela técnica de MAT.

Para realizar o estudo os animais pesquisados foram agrupados por ordens
Tabela 3. No caso dos animais do PZN de Cuba a soroprevaléncia mais elevada
foi nos ungulados (91,67%) seguida dos carnivoros (88,10%) e primatas
(78,12%). No RIOZOO também foram os ungulados os que apresentaram uma
soroprevaléncia mais elevada (41,67%), seguida dos primatas (36,28%) sendo
os todos carnivoros negativos (0%) pela técnica de ELISA/i e (96,15%) foram
negativos pelo MAT. Ja pelo MAT a soreprevaléncia mais elevada foi primatas
(43,36%), sendo todos do Novo Mundo, seguida dos ungulados (21,74%).

A alta prevaléncia de sororreagentes, entre os ungulados, pode ser devido a
uma possivel contaminagao dos alimentos com oocistos eliminados pelos gatos
existentes na area de armazenamento e/ou pela presenca de outras fontes de
infeccdo, como baratas, formigas, roedores entre outras (Ferreira e Navarro,
1994). Outro fator que poderia estar favorecendo a ocorréncia de uma alta
prevaléncia da infeccdo nestes herbivoros seria a existéncia de condicdes
climaticas tais como: alta umidade e temperaturas que oscilem entre 25 — 31°C
que favoreciam a evolugado dos oocistos (Salomao, 2013), aspecto que estao
presentes nas condigdes climaticas tanto de Cuba como do Rio de Janeiro,
Brasil.

No caso dos carnivoros os resultados de soroprevaléncia estiveram com
percentuais bem mais altos 88,10% em Cuba com a técnica de ELISA/i, se
compararmos com o referido por Ferreira e Navarro (1994,) que oscilaram entre
25% e 50%, em S&o Paulo, Brasil, utilizando a MAT, e por Gorman (2010), em
uma pesquisa realizada no zooldgico de Santiago do Chile, onde a prevaléncia
para os carnivoros foi de 46,6% e no Peru por Navarro et al. (2015) (93,30%)
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também com MAT. Deve-se ressaltar que no RIOZOO, tanto na MAT quanto no

ELISA/i todos os carnivoros foram nao reagentes.
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Tabela 3. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em animais pesquisados do Zoolégico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de Janeiro segundo as ordens

Faixa de Leitura do ELISA

Faixa de Leitura do MAT

Parque Zoolégico Nacional de Cuba Zoolégico do Rio de Janeiro P valor Zoolégico do Rio de Janeiro
Ordem | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior | Negativo De 1/32 | De 1/128 | Superior
(%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 | (%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 Negativo 16 64 256 1024 4096
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Carnivoro 5 29 7 1 26 (100) | O 0 0 25 1 0 0 0 0
(11,90) (69,05) | (16,67) (2,38) (0) (0) (0) (96,15) (3.85) | (0) (0) (0) (0)
Primatas 7 9 13 3 72 14 5 22 64 21 5 9 9 5
(21,88) (28,13) | (40,63) (9,38) (63,72) (12,39) | (4,42) (19,47) (75,22) (18,58) | (4,42) | (7,96) | (7,96) (4.42)
00 '
Ungulados 3 22 7 4 21 0 2 0 ) 18 3 2 0 (0) 0 0
(8,33) (61,11) (19,44) (11,11) (58,33) (0) (8,70) (0) (78,26) (13,04) | (8,70) (0) )
Total 15 60 27 8 119 14 7 22 107 25 7 9 9 5
(13,64) (54,55) (24,55) (7,27) (73,46) (8,64) | (4,32) (13,58) (66,05) (15,43) | (4,32) (5,56) (5,56) (3,09)
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Na atualidade existem poucos estudos relacionando a variaveis como: sexo,
grupo etario, tempo no zooldgico e se € nascido em cativeiro ou n&o. Estas
vaiaveis estavam associadas a prevaléncia de anticorpo anti- Toxoplasma gondii
nas amostras examinadas, ou seja, quando analisadas as variaveis estudadas,
nao foi observada diferenca estatisticamente significativa p = 0.05 tanto no PZN
quanto no RIOZOO, exceto na variavel ter nascido em cativeiro foi associado a
chance de ter um resultado reagente, existindo diferencas estatisticamente

significativas. Os resultados estao apresentados nas Tabelas 4, 5, 6, 7.
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Tabela 4. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em animais pesquisados do Zoolégico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de Janeiro segundo sexo

Faixa de Leitura do ELISA

Faixa de Leitura do MAT

Parque Zoolégico Nacional de Cuba

Zoologico do Rio de Janeiro

Zoologico do Rio de Janeiro

Sexo | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior | P Valor
(%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 | (%) a 1/64|a 1/256 | a 1/256 Negativo | 16 64 256 1024 | 4096
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Femea | 2 24 12 2 43 6 4 12 38 10 4 5 5 3
(19,15) | (51,06) | (25,53) | (4,26) (66,15) | (9,23) (6,15) (18,46) (58,46) (15,38) | (6,15) | (7,69) | (7,69) | (4,61)
Macho | © 36 15 6 76 8 3 10 08 69 15 3 4 4 2
(9,52) (57,14) | (23,81) | (9,52) (78,35) (8,24) (3,09) (10,31) (71,13) (1546) | (3,09) | (4,12) | (4,12) | (2,06)
Total | 12 60 27 8 119 14 7 22 107 25 7 9 9 5
(13,64) | (54,55) | (24,55) | (7,27) (73,46) | (8,64) | (4,32) (13,58) (66,05) (15,43) | (4,32) | (5,56) | (5,56) | (3,09)
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Tabela 5. Soroprevaléncia anti—T. gondii em animais pesquisados do Zooldgico Nacional de Cuba e do Zoolégico do Rio de Janeiro segundo grupo etario

Faixa de Leitura do ELISA

Faixa de Leitura do MAT

Parque Zooldgico Nacional de Cuba Zoolégico do Rio de Janeiro P valor Zooldgico do Rio de Janeiro
Grupo Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior
Etario (%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 | (%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 Negativo | 16 64 256 1024 4096
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Adulto 10 27 15 3 102 10 7 21 91 20 7 9 8 5
(18,18) (49,09) | (27,27) (5,45) (72,86) (7,14) (5) (15) (65) (14,29) | () (6,43) | (5,71) (3,57)
Jovem 5 32 12 3 12 3 0 1 11 4 0 0 1 0
(9,62) (61,54) | (23,08) (5,77) (75) (18,75) | (0) (6,25) ,06 (68,75) (25) 0) 0) (6,25) (0)
Filhote 0 1 2 0 5 1 0 0 5 1 0 0 0 0
(0) (33,33) | (66,66) 0) (83,33) (16,66) | (0) 0) (83,33) (16,66) | (0) 0) 0) 0)
Total 15 60 27 8 119 14 7 22 107 25 7 9 9 5
(13,64) (54,55) | (24,55) (7,27) (73,46) (8,64) (4,32) (13,58) (66,05) (15,43) | (4,32) | (5,56) | (5,56) (3,09)
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Tabela 6. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em animais pesquisados do Zooldgico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de Janeiro segundo tempo de permanéncia no

zooldgico.

Faixa de Leitura do ELISA

Faixa de Leitura do MAT

Parque Zooldgico Nacional de Cuba Zooldgico do Rio de Janeiro P valor Zoolégico do Rio de Janeiro
Tempo no | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior
zoologico | (%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 | (%) a 1/64 |a 1/256 | a 1/256 Negativo | 16 64 256 1024 4096
(anos) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Deias |’ 40 18 2 31 4 1 6 28 7 1 4 2 0
(10,45) (59,70) | (26,87) (2,99) (73,81) (9,52) (2,38) (14,29) (66,67) (16,67) | (2,38) | (9,52) | (4,76) | (0)
De6aio |2 10 4 4 29 1 2 5 28 2 1 1 3 2
(21,74) (43,48) | (17,39) (17,39) | (78,38) (2,70) (5,41) (13,51) | ,95 (75,68) (5,41) (2,70) | (2,70) | (8,11) | (5,41)
Mais de 10 | 3 10 5 2 59 9 4 11 51 16 5 4 4 3
(15) (50) (25) (10) (71,08) (10,84) | (4,82) (13,25) (61,45) (19,28) | (6,02) | (4,82) | (4,82) | (3,61)
Total 15 60 27 8 119 14 7 22 107 25 7 9 9 5
(13,64) (54,55) | (24,55) (7,27) (73,46) (8,64) (4,32) (13,58) (66,05) (15,43) | (4,32) | (5,56) | (5,56) | (3,09)
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Tabela 7. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em animais do Zoolégico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de Janeiro segundo se sdo nascidos o n&o no zoolégico

Faixa de Leitura do ELISA

Faixa de Leitura do MAT

Parque Zoologico Nacional de Cuba Zoologico do Rio de Janeiro P valor Zoolégico do Rio de Janeiro
Nascido no | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior | Negativo | De 1/32 | De 1/128 | Superior
zoolégico | (%) a 1/64|a 1/256 | a 1/256 | (%) a 1/64|a 1/256 | a 1/256 Negativo | 16 64 256 1024 4096
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
sim | 12 58 27 8 49 10 6 13 45 14 5 5 6 3
(11,43) (55,24) | (25,71) (7,62) (62,82) (12,82) | (7,69) (16,67) (57,69) (17,95) | (6,41) | (6,41) | (7,69) | (3,84)
Nzo | 3 2 0 0 70 4 1 9 ,00 62 11 2 4 3 2
(60) (40) (0) (0) (83,33) (4,76) (1,19) (10,71) (73,81) (11.1) (2,38) | (4,76) | (3,57) | (2,38)
Total 15 60 27 8 119 14 7 22 107 25 7 9 9 5
(13,64) (54,55) | (24,55) (7,27) (73,46) (8,64) (4,32) (13,58) (66,05) (15,43) | (4,32) | (5,56) | (5,56) | (3,09)
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Apesar de nao ter encontrado diferencas significativas entre os sexo dos
animais estudados outras estudos demostram a importancia de avaliar o sexo
como uma das variaveis que poderiam estar atuando como fator de risco, &
devido a relatos na literatura de estudos experimentais realizados em caes e em
ovinos por Arantes et al. (2009) e Zanetti (2010), respectivamente, nos quais os
autores apontam a possivel transmissdo de Toxoplasma gondii pelo sémen.
Ainda que ndo se tenha relatos sobre esse mecanismo de transmissao em
animais naturalmente infectados, ndo podemos deixar de considera-los por se

tratar de animais em cativeiro.

Sabe-se também que para muitas espécies de animais, como 0s simios o
sexo masculino acaba determinando a dominancia de um individuo no recinto,
quando esses vivem em grupos. Nesses casos os dominantes podem apresentar
uma frequéncia de anticorpos anti — T. gondii maior do que os outros, pois
exploram mais o ambiente e acabam sendo os primeiros animais a se alimentar
da comida que € disposta em seus recintos. Dessa forma esses animais ficam

mais expostos.

No entanto, uma fémea parasitada e sintomatica pode ter diminuigdo do seu
score coporal, fato que pode prejudicar o desenvolvimento corporal da prole que
ainda esta lactente. Além disso ainda que seja raro, ndo se pode descartar a
possibilidade do parasito ser transmitido via transmamaria, ja que pouco se sabe
sobre a fisiologia do protozoario nos animais silvestres, principalmente, nas
diferentes espécies de felideos que estavam em ambos os Zooldgicos incluidos
neste estudo.

Ao analisar os resultados obtidos segundo o grupo etario, tanto no PZN
(81,82%), pela ELISA/i quanto no RIOZOO (27,14) pela ELISA/i e (35%) por meio
do MAT, pode-se observar maior soroprevaléncia para anticorpos anti—T. gondii
nos animais mais velhos. No ententanto, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa, ge dizer, ndo houve associagdo. Resultados inferiores ao
observado no PZN e superior ao do RIOZOO foram relatados por Alvarado-
Esquivel et al. (2013), cujo o percentual de positivos em adultos foi de 67,7% em
um zooldgico na Cidade do México e por Marujo et al. (2017) 46,4% no Zooldgico
de Soracaba, SP, Brasil. A maior frequéncia evidenciada nesse grupo de animais

ja era esperada, uma vez que a maior idade do animal independente da espécie
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evidenciado em ambos os Zooldgicos pode estar diretamente relacionada ao
maior tempo de exposicdo que estes animais ficaram aos diversos agentes
infectantes do parasito, ou seja, contaminagdo do ambiente por oocistos e
principalmente pela ingestdo de oocistos na agua, verduras e frutas ou de

bradizoitos na carne de consumo.

O tempo que os animais estavam mantidos sob cuidados humanos em
zoologicos-também foi outra variavel que poderia estar atuando como fator de
risco para infecgdo pelo protozoario. No caso dos animais do PZN a maior
prevaléncia foi encontrada entre os animais que estavam entre 1 a 5 anos em
cativeiro (59,70%). No RIOZOO a maior prevaléncia foi encontrada nos animais
que estdo no zooldgico entre 6 a 10 anos (13,51%) e nos que estavam em
cativeiro entre 1 a 5 anos (16,67%). Os resultados obtidos nesta pesquisa foram
inferiores aos de Navarro et al. (2015), que no Peru utilizando ao MAT,
detectaram 88,9% dos animais que estavam no zooldgico a mais de 10 anos,
100% dos que estavam de 6 a 10 anos e 81,3% dos animais entre 1 a 5 anos de
vida em cativeiro eram sororreagentes. Fica realmente dificil comparar tal
variavel, uma vez que se o0 animal silvestre estivesse em vida livre a chance dele
se infectar seria ainda maior do que o animal em cativeiro. No entanto, neste
estudo foi possivel observar que a medida em que o periodo de manutencéo do
animal no ambiente dos Zooldgicos aumentava a prevaléncia do parasito
também aumentava. Isso mostra que o manejo realizado nesses animais,
principalmente a alimentagdo, bem como o ambiente de ambos os Zooldgicos
podem estar favorecendo a infec¢gado dos animais silvestres pelo protozoario.

Outro fator que pode ser considerado € o lugar de nascimento dos animais
demostrando que a maior positividade esta presente nos animais nascidos em
cativeiro no PZN (88,57%) em Cuba, somente cinco animais sdo provenientes
de outros locais. O mesmo nao ocorre no RIOZOO onde 37,18% dos animais
sororreagentes eram nascidos no zooldgico. Este fato pode ser explicado pelo
tipo das instalacdes do PZN que permite maior possibilidade de transmissao do
protozoario, uma vez que o sistema de semicativeiro, por ser aberto favorece o
contato dos animais com as provaveis fontes de infecg¢ao, principalmente, pelos
oocistos no solo ou até mesmo a predacao de pequenos animais, como roedores

e aves que eventualmente podem estar nas areas.
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Em relacdo a metodologia utilizada observamos que o método de ELISA/
realizado nas amostras do RIOZOO quando comparado ao MAT, observou-se
que o valor do indice de concordancia Kappa foi de k= 0,757, o que foi
classificada como concordancia substancial e nao apresentou diferengas

estatisticamente significativos (p=0.061).

4.2. Manejo sanitario, nutricional e a presenca de outros animais que
circulam livremente nos zooldgicos, relacionados com os fatores de risco

nos animais cativos

Atualmente, nas instituicbes que mantém animais silvestres em cativeiro
existem condicbes que podem incrementar as probabilidades desses animais
adquirirem doencgas infecciosas sejam elas zoonoses ou ndo (OIE, 2011). O
estresse cronico, situagdo comum em animais mantidos em cativeiro, pode
comprometer o sistema imune e, consequentemente, predispor a doengas (Wolf,
2003).

Por isso € importante identificar os fatores de risco associados a zoonoses,
nos ambientes onde ficam os animais silvestres, a fim de que se possa
incrementar medidas de controle da parasitose naqueles ambientes de cativeiro.
Entre essas medidas estéo as praticas de higiene e de-manejo, que visam evitar
os fatores de risco que foram citados na Figura 13, pagina 61, dos materiais e
meétodos e que serdao comentados a seguir.

4.2.1. Presenca de aves nas areas onde ficam os animais silvestres

As aves migratorias percorrem muitos quildbmetros, sendo consideradas
migrantes intercontinentais, que podem introduzir patégenos através de qualquer
fronteira sem controle nenhum (Beldomenico, 2006). Ha relatos de isolamento
de T. gondii em tecidos de um numero amplo de espécies aviarias migratorias
(Dubey, 2002).

Segundo o estudo feito por Cubillas et al., 2007, foram descritas 129 espécies
de aves endémicas ou migratdrias que ficam livres no Parque Zooldgico Nacional
de Cuba. Destas, aproximadamente 35% das espécies ja foram registradas em
Cuba, sdo endémicas. Nesse inventario 63 espécies sao migratorias,
representando 48,83% do total. Esta variedade de espécies encontra-se em

interacao com os animais silvestres semicativos podendo transmitir doencas. Até
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o momento, ndo foi realizada pesquisa de saude com essas aves que ficam livres
por todo o zooldgico cubano.

No entanto, ja no RIOZOO em 2016 foi feita uma pesquisa dos pato-do-mato
soltos no proprio zoologico onde foram pesquisados um total de 67 animais,
sendo que 39 (58,21%) apresentavam anticorpos contra T.gondii. Foi
correlacionada a soropositividade com a idade. Dos patos sorreagentes 73,81%
eram adultos e apenas 32% jovens. Este achado demonstra ser a idade um fator
de risco. Posto que, quanto mais se vive, maior o periodo de exposi¢cao daquelas
aves a provavel fonte de infeccdo (Santos et al., 2017). E importante destacar
que a captura, contengéo e coleta de sangue de aves silvestres sdo atividades
altamente trabalhosas para os médicos veterinarios e estressantes para os
animais. Na verdade, tal analise nos patos do RIOZOO s6 pode ser realizada
devido ao interesse e expertise dos médicos veterinarios e biolégos dessa
Instituicdo em estudar esses animais. Nao pode ser descartada a possibilidade
desses patos terem sido predados pelos animais que estdo em cativeiro no
RIOZOO, principalmente pelos carnivoros como felideos e onivoros como 0s
canideos. Dessa forma esses patos, por serem aves errantes podem ser uma

das fontes de infec¢ao para esses animais.

4.2.2. Presenca de gatos domésticos soltos nas areas dos zooldgicos

Nos gatos errantes do RIOZOO foram detectadas taxas de prevaléncia para
T. gondiide 20% (2/10) de amostras positivas e no PZN 14,3% (1/7) dos animais
sororreagentes para T.gondii. Também foram examinadas fezes dos gatos
errantes do RIOZOO e do PZN, na busca de oocistos similares a T. gondii. Nas
fezes dos gatos de ambos os Zooldégicos ndo foram evidenciados formas
evolutivas compativeis com oocistos de T. gondii. No entanto, formas evolutivas
de outros parasitos foram detectadas como ovos de anciolostomideos de ambos
0s Zoologicos e capsula ovigera de Dipylidium caninum nos gatos errantes do
RIOZOO. Mendes-de-Almeida et al. (2007) fizeram uma pesquisa nos anos
2002, 2003 e 2004 analisando um total de 123 amostras de soro de gatos soltos,
no RIOZOO. A maioria dos animais pesquisados apresentaram anticorpos
anti-T. gondii. As taxas de prevaléncia foram 92,1%, 63,1% 60,6%,
respectivamente. Os felideos sdo o ponto-chave da epidemiologia da

toxoplasmose, sendo os unicos hospedeiros definitivos, onde ocorre a
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reprodugdo sexuada do parasito, assumindo um importante papel na
transmissao da protozoose (de Negri et al., 2008).

O diagnéstico negativo para formas evolutivas de oocistos de T. gondii nas
fezes de gatos, ja era um resultado esperado, uma vez que os gatos quando
infectados s6 liberam tais formas evolutivas um unica vez em sua vida, em um
curto periodo de tempo, cerca de 2 semanas. No entanto, a presenca de gatos
sororreagentes para anticorpos anti—T. gondii demonstra que esses felinos se
infectaram pelo parasito, e dessa forma o oocisto do protozoario ja pode ter sido
liberado no ambiente dos Zooldgicos. Tal fato, demonstra que a presenca de
gatos errantes em Zooldgicos como evidenciado no presente estudo, pode
favorecer a infecgdo por T. gondii nos animais silvestres mantidos nessas
Instituicoes.

Nas instituicbes onde foi feita a presente pesquisa, mesmo que tenham
grande quantidade de gatos errantes, foram observados aproximadamente 45,
17 foram pesquisados apresentando alguns com sorologia positiva para T. gondii
(17,64%). Nao podemos responsabilizar a via hidrica pela infecgdo nos
zooldgicos estudados, mesmo porque nao foram realizadas analises da
qualidade da 4gua de consumo dos animais.

A transmissdo hidrica dos oocistos foi considerada rara, até que varios
autores demonstraram que essa via poderia ser responsavel por muitos casos
de toxoplasmose em diferentes espécies de animais (Bowie et al., 1997; Dubey,
2004; de Moura et al., 2006; Sroka et al., 2008).

Estudos recentes mostram que dentre os protozoarios causadores de
doencas de veiculacdo hidrica vém se destacando T.gondii pela elevada
incidéncia de casos, devido as suas caracteristicas de resisténcia aos
tratamentos convencionais de agua e capacidade de permanéncia no ambiente.
E reconhecidamente um protozoario de interesse em saude publica, devido a
propagacao de oocistos por meio da agua, causando surtos de toxoplasmose
em diferentes partes do mundo (Karanis et al., 2013). A veiculagao hidrica dos
oocistos de T. gondii é favorecida devido ao longo periodo que 0os mesmos
podem permanecer viaveis no ambiente e sua resisténcia a cloracao, ozonio e

raios ultravioleta (Jones e Dubey, 2010).
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Segundo Dah-Sheng et al. (2009) e Marujo et al. (2017) a alta populagao de
gatos com soroprevaléncia com anticorpos anti-T. gondii, pode predispor a
contaminagao da agua potavel com oocistos.

4.2.3. Manejo dos técnicos e tratadores no momento da limpeza das
intalacoes dos felideos silvestres

No RIOZOO, para o manejo dos recintos dos felideos, por parte dos
tratadores, sdo utilizados materiais de limpeza exclusivos para cada recinto. Os
utensilios sdo higienizados no final de cada procedimento de limpeza diaria e
com a mesma frequéncia, é feita a lavagem dos bebedouros, com detergente
neutro. No entanto, no PZN os tratadores fazem a limpeza de todos os recintos
e depois é feita a limpeza dos utensilios que foram usados neles. Lavagem diaria
dos bebedouros com agua e uma vez na semana com detergente neutro. No
entanto, nos espacos dos animais que estdo em sistema de semi — confinamento
no PZN, como os ungulados, a limpeza fica dificil, uma vez que o solo é formado
por chao de terra batida. Apesar do sistema de semi confinamento favorecer o
bem estar animal, uma vez que o animal tem mais espac¢o, podendo explorar os
recursos naturais da area disponivel, esse sistema pode se tornar um
complicador no manejo sanitario.

O manejo sanitario pode ser um dos provaveis fatores que esta contribuindo
para o aumento da prevaléncia dos carnivoros no PZN (88,10%), ja no RIOZOO

s6 foi encontrado um animal sororreagentes entre os carnivoros (3,85%).

4.2.4. Qualidade do alimento oferecido aos animais

No RIOZOO a dieta oferecida aos carnivoros € carne bovina e frango
congelado e tem uma frequéncia de trés dias por semana, o que pode, também,
explicar o reduzido numero de animais sororreagentes para T.gondii nos
carnivoros. Por outro lado, no PZN a alimentacido dos carnivoros € baseada em
carne de cavalo crua (os animais s&o abatidos no proprio zoolégico) e com uma
frequéncia de cinco vezes por semana. Esta poderia ser uma outra explicacéao
para a elevada prevaléncia em carnivoros no PZN. Embora, tenham sido
examinados dez cavalos para detectar presenga de anticorpo anti- T. gondii,
todos foram nao soro reagentes. Cabe ressaltar que estes animais sao

provenientes de varias regides do pais. Mesmo sendo os resultados negativos
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este ainda é um fator de risco predisponente, uma vez que foram testados um
numero pequeno de animais.

Ferreira e Navarro (1994) e Andre et.al. (2010) ressaltavam a importancia de
evitar a entrada de gatos domésticos no local de armazenamento dos alimentos
e as areas de recintos para evitar a contaminagdo com oocistos de T. gondii,
aspecto importante para prevenir a infecgdo de ungulados e primatas n&o
humanos. No entanto, no PZN, gatos domésticos errantes sao frequentemente
observados entrando nos estabulos, caracteristica que pode estar favorecendo

a infecgao desses animais.

4.2.5. Presenca de carreadores mecanicos nas areas onde ficam os
animais silvestres

Outro fator que pode estar contribuindo para a frequéncia parasitaria tanto no
RIOZOO como no PZN é o controle de pragas que néao é realizado, havendo
uma ampla variedade de insetos e presenca de roedores naqueles locais. Em
todos os tipos de parques zooldgicos € fundamental a implementagdo de um
programa de controle integrado de pragas (FUNASA, 2002). Segundo Collins e
Powell (1996), o objetivo desse programa em um zooldgico € reduzir pragas com
0 minimo de pesticidas. Esses autores acrescentam ainda que, os mecanismos
utilizados continuamente € a estratégia mais importante para o controle de
pragas a longo prazo e que os métodos de eliminagao pontual sé irdo resultar
em uma redugao temporaria do numero de individuos. Outro fator importante

para o controle de pragas € a redugédo do numero de locais infestados.

4.3. Deteccao de oocistos com morfologia similar a T. gondii em felinos
silvestres cativos

Os zooldgicos sdo uma maneira de conservagao ex-situ, onde existem uma
ampla variedade de espécies de animais em um espaco reduzido, fato que
implica na disseminagéo de doencgas (Thawait et al., 2014). A grande diversidade
de animais em cativeiro nessas instalagdes, com os diversos parasitos
adquiridos tanto nos locais de origem como durante a sua estadia nos
zoologicos, aumenta a possibilidade das infec¢gées zoondticas (Chomel, 2008;
Botero et al., 2011; Botero e Restrepo, 2012; Papini et al., 2012). Outro fato
importante que pode influenciar na instalagao de zoonoses € o estrese constante

do cativeiro, fator que faz com que o sistema imune desses animais seja alterado
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tornando-os mais susceptiveis a infecgdes (Gracenea et al., 2002; Cordon et al.,
2008). Na maioria dos casos, as infecgdes intestinais sdo assintomaticas, sendo
que em filhotes e animais jovens os sintomas podem ser mais graves, levando
inclusive a 6bito (Mdller et al., 2005).

Parasitos e outros agentes infecciosos sdo motivos de grande preocupagao
na conservagao de espécies ameacgadas, pois podem levar a morte, com declinio
dramatico da populacéo e até mesmo contribuir para eventos locais de extingao
da espécie. (Smith et al., 2006; Aguirre et al., 2007; Wisely et al., 2008; Smith et
al., 2009). Além das parasitoses, os animais em cativeiro apresentam problemas
dentarios e cutadneos, bem como doencas nutricionais dependendo do tipo de
manejo e cuidados que recebem (Oliveira et al., 2001; Junior et al., 2007).

Alguns estudos revelam que parasitos gastrointestinais de animais selvagens
em cativeiro incluem espécies que sdo zoonoticas para humanos e apresentam
problemas de saude publica (Levecke et al., 2007; Adekunle e Olayde, 2008,
Akinboye et al., 2010; Opara et al., 2010, Ajibade et al., 2010, Otegbade e
Morenikeji, 2014).

O controle parasitolégico é importante para cuidados preventivos de saude,
particularmente em climas umidos e quentes. A este respeito, determinar a
presencga de parasitos gastrointestinais em primatas ndo humanos em cativeiro
permitira medidas preventivas e minimizar os efeitos negativos das infecgdes
parasitarias, além de melhorar a qualidade de vida desses animais (Guerrero et
al., 2012).

Do total de amostras fecais coletadas (n=52), 10 (19,23%) foram positivas
com infecgdes com um ou mais parasitos gastrintestinais. A prevaléncia de
parasitos gastrointestinais no PZN foi de 17,5% (7/40) e no RIOZOO 25% (3/12)
(Tabela 8). As espécies com maior positividade de parasitos gastrintestinais no
PZN foram Sucguarana (40%) e Oncga pintada (20%). No entanto, as unicas
espécies positivas no RIOZOO foram os Ledes (100%) e Jaguatirica (50%). Além
disso, podemos observar os diferentes tipos de parasitos encontrados no estudo
(Tabela 8). No PZN foi detectada a presenga de ovos de nematoides similar a
familia Ancylostomatidae (12,5%) (Figura 15) e Toxascatris leonina (10%) (15b).
Ja no RIOZOO foram observadas a presenca de larvas de nematoides (9,09%),
ovos de nematoides similar a familia Ancylostomatidae (9,09%), Toxascaris

leonina (18,2%) e os ovos de cestoides da familia Diphyllobothriidae (9,09%).
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Figura 15. Parasitos encontrados em felideos do Parque Zooldgico Nacional de Cuba: A-
ovos de nematoides similar a familia Ancylostomatoidae em matéria fecal
de Ledo (Panthera leo); B- Toxascaris leonina em material fecal de
Leopardo (Panthera pardus). Fonte: original do autor.
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Tabela 8. Prevaléncia de parasitos gastrointestinais em felideos silvestres em cativeiro no Parque Zooldgico Nacional de Cuba e no Zooldgico do Rio de

Janeiro
Zoo Animais Total de No. Positivos Larva de nematoide Ovos de nematoides Toxascaris Ovos da familia
amostras e prevaléncia (%) similar a familia leonina Diphyllobothriidae
(n) (%) Ancylostomatidae (%) (%)
(%)
Leao Africano 17 3(17,6) - 1(33,3) 3 (100) -
Tigre de Bengala 2 - - - - -
Onca 5 1(20) - 1(100) - -
PZN Suguarana 6 1(16,7) - 1 (100) - -
Caracal 2 - - - - -
Leopardo 5 2 (40) - 2 (100) 1 (50) -
Cheetah 3 - - - - -
Total 40 7 (17,5) - 5 (71,4) 4 (57,1) -
Le&o Africano 2 2 (100) - - 2 (100) -
Tigre de Bengala 2 - - - - -
Tigre de Siberia 1 - - - - -
RIOZOO Gato-do-mato- 2 - - - - -
pequeno
Onga 1 - - - - -
Jaguatirica 2 1 (50) 1 (50) 1 (50) - 1 (50)
Suguarana 1 - - - - -
Gato mourisco 1 - - - - -
Total 12 3 (30) 1 (33,3) 1 (33,3) 2 (66,6) 1(33,3)
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Ao analisar estruturas parasitarias nas amostras fecais de diferentes espécies
de felideos do PZN e do RIOZOO, foi observada uma frequéncia geral de 68,3%.
Outros autores, que também analisaram a frequéncia de parasitoses
gastrintestinais incluindo animais em cativeiro, de diferentes Ordens
taxondmicas, relataram positividade inferior a encontrada no presente estudo.
Nos Zoologicos do Parana, Brasil, 38,95% (Snak et al., 2017), da Malasia 56.3%
(Lim et al., 2008), da india 46,2% e 58% (Thawait et al., 2014), de Banglasdesh
60% (Khatun et al., 2014) e da Italia 61,5% (Fagiolini et al., 2010). Outros estudos
relataram positividade superior como nos Zooldgicos da Espanha 72,5% (Cérdon
et al., 2008) e em Pernambuco, Brasil 74,2% (Freitas et al., 2001).

A infeccao por coccideos e trematédeos nao foi detectada. O poliparasitismo
foi detectado, no PZN, nas espécies Ledo Africano e Leopardo. Estes animais
apresentaram co-infeccdo de ovos de nematoides similares aos da familia
Ancylostomatidae e Toxascaris leonina. No RIOZOO, foi detectada uma
Jaguatirica com co-infeccdo ovos de nematoides similares a familia
Ancylostomatidae e da familia Diphyllobothriidae e de larvas de nematoides
(Tabela 9).

Tabela 9. Poliparasitismo em felinos silvestres em cativeiro no Parque Zoolégico Nacional de Cuba e no

Zoolodgico do Rio de Janeiro, no periodo de janeiro a maio de 2018

Zoolégico Espécie Parasitos presentes nas co-infeccoes No. de casos
afetada
PZN Ledo Africano Ovos de nematoides similares aos da 1

familia Ancylostomatidae + Toxascaris leonina

Leopardo Ovos de nematoides similares aos da 1

familia Ancylostomatidae + Toxascaris leonina

RIOZOO Jaguatirica Larvas de nematoides + ovos de nematoides 1

similares aos da familia Ancylostomatidae

+ovos da familia Diphyllobothriidae
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No PZN, os animais, em cativeiro, na faixa etaria de <5 e 5 até 10 anos foram

os mais afetados (18,2%). No entanto, no RIOZOO a faixa etaria mais afetada

foi a dos animais com >10 anos (40%). As frequéncias obtidas na pesquisa

apresentam resultados inferiores aos relatados por Aranda et al. (2013) em um

zoologico no Peru, onde a maior frequéncia de animais positivos foram os que

estavam na faixa etaria de 5 a 10 anos (83,30%) seguidos dos animais com >10

anos (71,40%). Com relagéo ao sexo, os machos do PZN foram os mais afetados

(23,1%) e no RIOZOO néo houve diferenga entre os sexos (25%). Estes autores

acrescentam que foram os machos os que apresentaram uma maior frequéncia

(64,7%) (Tabela 10).

de Cuba e no RIOZOO segundo faixa etaria e sexo.

Tabela 10. Frequéncia de parasitos intestinais em felideos silvestres cativos no Parque Zooldgico Nacional

Variaveis Animais do PZN Animais do RIOZOO
Amostrados | Positivos | Positivos | Amostrados | Positivos Positivos

(n) (n) (%) (n) (n) (%)

Faixa etaria | _ 5 22 4 18,2 0 0 0
(anos) 5oate 10 | 11 2 18,2 7 1 14,3

>10 7 1 14,3 5 2 40

Total 40 7 17,5 12 3 25

Sexo | Fémea 14 1 7,14 1 25
Macho 26 6 23,1 2 25

Total 40 7 17,5 12 3 25

90



4.4. Comparar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii entre os
trabalhadores com risco ocupacional do PZN e do RIOZOO e avaliar a
percepcao de risco, a competéncia profissional e os principais fatores de
risco dos trabalhadores do PZN e do RIOZOO

Artigo Publicado na Revista de Ciéncia Veterinaria e Saude Publica.

v.6, n. 1, p. 016-029, 2019

Avaliacao da percepcao de fatores de risco da transmissao de
Toxoplasma gondii dos trabalhadores, em suas atividades ocupacionais,
no Zoolégico Nacional de Cuba e da Fundacéao Jardim Zoolégico de Rio de
Janeiro, Brasil
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5. Instituto de Medicina Tropica “Pedro Kouri”, Cuba

Resumo

Introducao: A pratica da medicina veterinaria expde o profissional a riscos,
sendo que a probabilidade aumenta para os que trabalham em zooldgicos. O
presente estudo, aborda a infecgao toxoplasmica em individuos com atividades
laborais com animais silvestres em cativeiro. Objetivo: O objetivo da pesquisa foi
avaliar as variaveis: percepcao de risco e competéncia profissional, assim como
os fatores de risco associado a presenga de anticorpos anti- Toxoplasma gondii
em trabalhadores com risco ocupacional no Zoolégico Nacional de Cuba e no
RIOZOO. Métodos: Para tanto, foram pesquisados 133 trabalhadores expostos
ocupacionalmente (n=79 do Zoolégico Nacional de Cuba e n=54 do RIOZOO)
entre médicos veterinarios, bidlogos, técnicos e pessoal de servicos com
atividades relacionadas aos animais. Para avaliar as variaveis foi utilizado o
questionario "Metodologia para a analise de alguns indicadores de risco
associado ao manejo territorial das zoonoses", desenvolvido e validado em Cuba
pela Dra. Suarez e colaboradores (2006), modificado (2008). Na analise
estatistica dos dados foi realizada a prova de X? utilizando o software Epidat 3.1
(2006). Para a detecgéo dos anticorpos anti- T. gondiiforam utilizadas as técnicas
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de ELISA e RIFI. As amostras foram analisadas no Laboratério de Toxoplasmose
do Instituto Medicina Tropical “Pedro Kouri” em Cuba e no Laboratério de
Toxoplasmose e outras Protozooses do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, RJ,
Brasil. Resultados: Na analise das respostas obtidas por meio do questionario
nao se encontrou diferengas estatisticas (p=0.05) entre os dois zooldgicos. As
variaveis, percepg¢ao de risco e competéncia profissional, foram pontuadas,
predominantemente, como categoria nominal “MEDIA”. Nos resultados
sorologicos dos trabalhadores, somente o grupo dos técnicos (Zooldgico
Nacional de Cuba, 43,75% e RIOZOO 75%) mostrou diferengas estatisticas
significativas p<0.05 entre os dois zooldgicos. Conclusdo: Os niveis de
percepcgao de riscos dos trabalhadores investigados nao foram estatisticamente

diferentes entre os dois zooldgicos com relagdo a competéncia profissional.

Palavras-chave: trabalhadores ocupacionalmente expostos, Toxoplasma
gondii, percepgao de risco, competéncia profissional.

Intruducao

Profissionais veterinarios podem entrar em contato com diferentes fontes de
riscos a saude ocupacional. Uma alta prevaléncia de lesdes tem sido relatada,
predominantemente em relagao ao trabalho com animais de grande porte (Lucas
et al., 2009), mordidas de caes e gatos e/ou arranhdes e escarpa ou lesdes
ocasionadas por acidentes com agulhas (Phillips et al., 2000; Nienhaus et al.,
2005). Os profissionais também estdo expostos a outros riscos ocupacionais,
incluindo exposicao a produtos quimicos, acidentes decorrentes do transporte
de animais (Phillips et al., 2000) e doengas infecciosas por patégenos zoonoéticos
(Epp e Waldner, 2012; Jackson e Villarroel, 2012; Dowd et al., 2013). Ha
aumento de relatos de bactérias resistentes a antimicrobianos ocupacionalmente
adquiridas em profissionais veterinarios (Cuny e Witte, 2016; Groves et al.,
2016), o risco zoonatico na profisséo veterinaria merece atengao.

E importante destacar que os trabalhadores dos centros veterinarios e
zooldgicos encontram-se dentro do grupo de pessoas mais expostas a varios
riscos associados a exposi¢cao de agentes biolégicos (Gonzalez 2012).

Métodos

Considerando o exposto, para presente pesquisa, foram estudados 79

trabalhadores do Parque Zooldgico Nacional de Cuba e 54 trabalhadores do
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Zoolégico do Rio de Janeiro, todos expostos a risco ocupacional de infecgao com
agentes zoondticos, como T.gondii. Os resultados obtidos pelas técnicas de
ELISA e RIFI ndo apresentaram diferengas significativas (Kappa= 50% e
conegatividade= 53% e copositividade= 47% nas amostras de PZN e Kappa=
45% e conegatividade= 35% e copositividade= 67% nas amostras do RIOZOO).
Sendo assim, consideramos os resultados de RIFI como a técnica padrao porque
foi realizada segundo Camargo 1964. Sendo assim, a prevaléncia de total das
amostras sororreagentes foi de 51,88%, onde 44,30% eram de individuos do
PZN e 62,96% do RIOZOO. Os mesmos foram agrupados segundo diferentes
indicadores (tempo de trabalho, area de trabalho e ocupagao).

Resultados e Discussao

Primeiramente foi calculada a frequéncia do indicador relacionado ao tempo
de trabalho nas duas instituigdes (Tabela 1). Os participantes da pesquisa foram
divididos em dois grupos: aqueles com mais de 10 anos trabalhando com
animais de zooldgico e os que tém menos de 10 anos nesse tipo de trabalho. A
frequéncia por tempo de trabalho indica que somente 46% e 39% dos
trabalhadores do PZN e do RIOZOO, respectivamente, permaneceram

exercendo suas atividades em suas instituicdes por mais de 10 anos.
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Tabela 1. Frequéncia de trabalhadores investigados do Parque Zooldgico Nacional de Cuba e do Zoolégico

do Rio de Janeiro segundo anos de trabalho.

Anos de Trabalhares/ano de Frequéncia relativa %

trabalho trabalho
Zoolodgico Zoolégico do | Zooldgico Zoolégico do | Zooldgico Zooldgico do
Nacional de | Rio de Janeiro | Nacional de | Rio de Janeiro | Nacional de | Rio de Janeiro
Cuba Cuba Cuba

>10 anos 36 21 0,46 0,39 46 39

<10 anos 43 33 0,54 0,61 54 61

Total 79 54 1 1 100 100

Frequéncia de trabalhadores investigados do Parque Zoolégico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de

Janeiro segundo area de trabalho.

Area de Trabalhares/area de trabalho Frequéncia relativa %
trabalho | Zooldgico Zoolégico do | Zoolégico | Zooldgico Zoolégico | Zoolégico do
Nacional de | Rio de | Nacional do Rio de | Nacional Rio de
Cuba Janeiro de Cuba Janeiro de Cuba Janeiro
> risco() 30 29 0,38 0,54 38 54
<risco” 49 25 0,62 0,46 62 46
Total 79 54 1 1 100 100

O Clinica, Laboratdrio, Area de felinos e outros carnivoros. ) Area de elaboragdo de alimentos dos animais,
Area de primatas, Area ungulados.

Apds o calculo de frequéncia dos trabalhadores, segundo os anos de trabalho,

observou-se que a menor frequéncia esta entre os que tém menos de 10 anos

de trabalho, o que era de se esperar pois quanto mais tempo exposto aos fatores

de risco maior a chance de entrar em contato com o protozoario devido aos seus

diversos mecanismos de transmissdo. No entanto cabe ressaltar que em sua

vida particular o individuo pode, em algum momento, entrar em contato com um

dos mecanismos de infeccdo. Esse fato indica que como se trata de pessoas

com experiéncia de trabalho, deveria haver entre eles uma maior consciéncia no

emprego das medidas de prote¢des no trabalho com os animais (Alonso et al.,

2015).

Também foi calculada a frequéncia segundo as areas de trabalho: foram

consideradas de maior risco aquelas em que o agente etiolégico € mais

frequente. Dentro dessas areas, encontraram-se: 0 espago dos carnivoros (as
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mesmas pessoas fazem o manejo dos felinos e dos outros carnivoros), o
laboratério, por ser a area em que se encontram secregdes e excregdes dos
animais e a clinica veterinaria, por ser o lugar onde ficam os animais doentes.
Nesses ambientes de maior exposigao, os trabalhadores podem se contaminar
e se tornar disseminadores do agente etiolégico por meio de suas botas, luvas
entre outros utensilios que possam servir de veiculadores dos oocistos.

As areas de trabalho de menor risco sdo aqueles ambientes onde se
encontram os ungulados, os primatas e a area de preparagdo de alimento
animal. Nessas areas, o agente etiologico ndo ha probabilidade de infectar os
trabalhadores por meio oocistos.

No PZN, a frequéncia relativa indica que a maioria dos individuos (62 %)
trabalhavam em areas de menor risco e por tanto teoricamente estavam menos
expostos ao risco de se infectar (Tabela 1). No entanto, no RIOZOO, o numero
de trabalhadores em area de maior risco (54%) era discretamente maior do que

na area de menor risco (46%).

No presente estudo, também foi avaliada a soroprevaléncia de infeccdo por
tempo de trabalho com base nos resultados das técnicas soroldgicas ELISA e
RIFI. Os resultados demostraram que os trabalhadores, do PZN e do RIOZOO,
que tinham mais de 10 anos de servico apresentavam maior frequéncia de anti-
T.gondii. Com um percentual de 52,8% tanto para ELISA quanto RIFI no PZN de
Cuba e de 85,7% para ELISA e 81% para RIFI no RIOZOO (Tabela 2). Tal
resultado era esperado uma vez que os trabalhadores com mais tempo estava

mais tempo exposto aos fatores de risco.

A Tabela 3, apresenta os resultados da sorologia para detec¢ao de anti-T.
gondii utilizando-se as técnicas ELISA e RIFI por area de maior ou menor risco.
Os resultados apontaram para uma maior soroprevaléncia nas areas de menor
risco com um percentual de 49% no PZN e de 68% no RIOZOO. De maneira
geral, o estudo demostra praticas laborais utilizadas pelos trabalhadores, tanto
do zoolégico de Cuba quanto do zoolégico do Rio de Janeiro, devem ser
melhoradas. Uma explicagcdo para o achado seria que esses trabalhadores
poderiam ter se infectado em outras localidades que ndo as de ambos

zooldgicos, pelo menos nas areas de menor risco.
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Tabela 2. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em trabalhadores ocupacionalmente expostos do Parque Zoolégico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de

Janeiro segundo no tempo de trabalho determinados por as técnicas laboratoriais utilizadas.

Soroprevaléncia por tempo de trabalho

Técnica de > 10 anos <10 anos
diagn6stico | parque Zoo. Nacional de Cuba |  Zoolégico do Rio de Janeiro Parque Zoo. Nacional de Cuba | Zooldgico do Rio de Janeiro
Casos Casos |Pp % Casos Casos Pp % Casos Casos |Pp % Casos Casos Pp %
investigados + investigados + investigados + investigados +
ELISA 36 19 10,528 |52,8 |21 18 0,857 | 85,7 43 18 10,419 41,9 33 18 0,545 | 54,5
RIFI 36 19 10,528 (52,8 |21 17 0,810 | 81 43 16 |0,372|37,2 33 17 0,515|51,5

Casos +: casos positivos

Pp: Prevaléncia pontual
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Tabela 3. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em trabalhadores ocupacionalmente expostos do Zooldgico Nacional de Cuba e do Zoolégico do Rio de

Janeiro segundo no tempo de trabalho determinados por as técnicas laboratoriais utilizadas.

Soroprevaléncia por area de trabalho
> risco <risco
Técnica de Parque Zoo. Nacional de
diagn6stico | p,rque Zoo. Nacional de Cuba Zoolégico do Rio de Janeiro |Cuba Zoolégico do Rio de Janeiro
Casos Casos Pp % Casos Casos Pp % Casos Casos Pp % Casos Casos | Pp %
investigados + investigados + investigados + investigados +
ELISA 30 14 10,467 | 46,7 29 8 10,276 |27,6 49 23 0,469 | 46,9 25 17 10,68 |68
RIFI 30 13 10,433 43,3 29 7 10,241 241 49 24 0,49 |49 25 17 10,68 |68
Casos +: casos positivos Pp: Prevaléncia pontual

) Clinica, Laboratério, Area de felinos e outros carnivoros.

) Area de elaboragéo de alimentos dos animais, Area de primatas, Area ungulados.
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A Tabela 4 mostra os resultados de soroprevaléncia por ocupagao
profissional, onde se pode notar que a frequéncia maior de casos de
sororreagentes anti-T.gondii esta entre o pessoal de servigos (fungcdo de
tratadores, auxiliares do laboratoério). Neste caso, os resultados sorolégicos para
detectar anti-T.gondii foram: 65% para ELISA e 60% para RIFl, no PZN, e
76,47% para ELISA e 70,58% para RIFI no RIOZOO. Tal resultado, frequéncia
acima de 60% em ambos zooldgicos, era de se esperar, uma vez que 0S
tratadores e os auxiliares de laboratério, além de estarem mais expostos aos
fatores de risco tinham pouco conhecimento sobre a transmissédo das zoonoses.

Os resultados sorolégicos referentes aos técnicos veterinarios, mesmo néo
havendo diferengas estatisticamente significativas (p = 0.05), existia marcadas
diferencas nos porcentuais entre os dois zoolégicos (43,75% ELISA e 41,67%
RIFI - PZN) e (75% ELISA e 79,19% RIFI — RIOZOO). A unica explicagao para
0 achado seria que os técnicos poderiam ter se infectado fora do ambiente de
trabalho, uma vez, pelo menos os técnicos do RIOZOO eram em sua maioria
individuos acima de 30 anos de idade (62,50%).

Os demais grupos profissionais mantiveram resultados sorolégicos similares.

Em geral, podemos afirmar que nas duas instituigdes ha uma elevada

frequéncia de soropositividade para anti-T. gondii nos trabalhadores (54,89%).
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Tabela 4. Soroprevaléncia anti- Toxoplasma gondii em trabalhadores ocupacionalmente expostos do Parque Zooldgico Nacional de Cuba e do Zooldgico do Rio de Janeiro

segundo ocupacao profissional determinados por as técnicas laboratoriais utilizadas.

OCUPACAO TOTAL ELISA P % RIFI % P valor
PROFISSONAL Zooldgico | Zoolégico | Zoolégico | Zoolégico valor Zoolégico | Zoolégico Zooldgico | Zoolégico | Zooldégico | Zoolégico
Nacional do Rio de | Nacional do Rio de Nacional do Rio de | Nacional do Rio de | Nacional do Rio de
de Cuba Janeiro de Cuba Janeiro de Cuba Janeiro de Cuba Janeiro de Cuba Janeiro
Médico 5 7 2 3 0,19 40 42,85 2 2 40 28,57 0,18
Veterinario
Outros 6 6 2 2 0,19 33,33 33,33 2 2 33,33 33,33 0,19
Profissionais
Técnicos 48 24 21 18 0.81 43,75 75 20 19 41,67 79,16 0,83
Veterinarios
Pessoal de 20 17 12 13 0,10 60 76,47 13 12 65 70,58 0.11
Servicos
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Fatores de risco relacionados a zoonoses infecciosas ou parasitarias em
ambientes onde animais silvestres permanecem aumentam a probabilidade de
o risco de contaminacédo ser maior. Dentre eles, pode-se afirmar praticas de
higiene e manuseio, bem como a atenc¢ao veterinaria que permite ainda mais
aumento da probabilidade de manifestagao da doenca.

Os principais fatores de risco relacionados a presenca de titulos anti-T. gondii
em trabalhadores ocupacionalmente expostos no PZN e RIOZOO sao

A Tabela 5 mostra a avaliagdo das variaveis "percepgcdo de risco" e
"competéncia profissional" dos trabalhadores com risco ocupacional nos dois
zooldgicos. Nela observa-se uma ALTA (100%) percepgao de risco do grupo dos
médicos veterinarios do Parque Zoolégico Nacional de Cuba e dos médicos
veterinarios do Zooldgico do Rio de Janeiro foi entre ALTA e MEDIA (66,66 % e
33,34 %). Ja em relagdo a competéncia profissional, obtivemos uma taxa entre
ALTA e MEDIA, (60% e 40%), no parque PZN. No RIOZOO, esses percentuais
foram: MEDIA (50%), BAIXA (33,33%) e ALTA (16,67%). Esses numeros
mostram uma despreocupacao por parte dos médicos veterinarios, s6 16,67%
usava os equipamentos de protecao individual para o trabalho com os animais,
assim como que esses profissionais ndo tinham bons habitos de higiene apds do
trabalho. No caso dos outros profissionais de nivel superior, a percepgao de risco
ficou entre ALTA e MEDIA (50%), no PZN. Ja no RIOZOO, essa percepc¢éo
apresentou-se ALTA (66,66%) e MEDIA (33,34%). Ja os outros profissionais de
nivel superior tiveram, em relacdo a competéncia profissional, uma taxa entre
ALTA (50%), MEDIA (33,33 %) e BAIXA (16,67%) nesse grupo do PZN. No
RIOZOO, variou entre MEDIA (66,66%) e ALTA (33,34%). Portanto, a estatistica
mostra que nao houve diferencas significativas em nenhuma das ocupacodes
profissionais.

Este estudo, também contempla a importancia da vigilancia e o
comportamento epidemioldgico de zoonoses. E o primeiro passo para iniciar um
programa de combate e controle desses agravos (Miller et al., 2000), além de
ressaltar que a exigéncia de qualquer agao para a prevengao e o controle é a
vigilancia sanitaria (Alonso et al., 2015).

Segundo a OIE (2013b; 2015) designa como competéncias basicas dos
veterinarios o conhecimento, as habilidades e as atitudes requeridas para que

uma organizagao veterinaria oficial habilite a pratica da profissdo. Esse grupo
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deve ter o conhecimento tedrico e pratico na orientagao e capacitagao para evitar
o risco das doengas zoonoticas (Hanisch—Kirkbrid et al., 2013).

Isso se explica por que em algumas atividades inerentes a profissdo, como a
assisténcia veterinaria, ha risco de contagio de algumas zoonoses, cuja condigcéo

€ assumida pelo profissional como "inevitavel" (Garcia, 2013; Robin et al., 2017).
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Tabela 5. Comportamento da percepcao de risco e a competéncia profissional dos trabalhadores ocupacionalmente expostos por

ocupacao profissional

OCUPACAO
PROFISSONAL

PERCEPCAO DE RISCO

COMPETENCIA PROFISSIONAL

Zoo Nacional de Cuba

Zoo do Rio de Janeiro

Zoo Nacional de Cuba

Zoo do Rio de Janeiro

Médico Veterinario

Alta— 100%

Alta=> 66,66%
Média —33,34%

Alta— 60%
Média ™ 40%

Alta— 16,67%
Média — 50%
Baixa — 33,33%

Outros Profissionais

Alta— 50%
Média — 50%

Alta— 50%
Média — 33,33%
Baixa —16,67%

Alta— 66,66%
Média —33,34%

Alta = 33,34%
Média —» 66,66%

Técnicos Veterinarios

Alta— 58.33%
Média —33,34%
Baixa — 8,33%

Alta— 58,67%
Média —33,33%

Baixa —”8%

Alta = 64,58%
Média —+22,92%

Baixa =& 12,5%

Alta— 20%
Média — 72%

Baixa — 8%

Pessoal de Servicos
(tratadores e técnicos
de laboratério)

Alta— 30%
Média — 60%

Baixa = 10%

Média — 66,66%
Baixa = 33,34%

Alta— 20%
Média — 45%

Baixa —™ 35%

Média—> 86,67%
Baixa — 13,33%
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5. CONCLUSAO

A soroprevaléncia da infecdo por Toxoplasma gondii nos primatas nao
humanos, carnivoros e ungulados do Parque Zoolégico Nacional de Cuba foi
mais elevada (87,36%) do que a encontrada nas mesmas ordens do Zoolégico
do Rio de Janeiro (39,09%). Os resultados deste estudo demonstram a
importancia dos animais silvestres como sentinelas da infecgcdo por este
parasito, podendo ser considerados indicadores de que a transmissao esta
ocorrendo no local. Das variaveis epidemioldgicas avaliadas foi o fato de ter

nascido em cativeiro foi a Unica variavel que mostrou diferencga significativa.

Existem fatores de risco como a presenca de gatos errantes sororreagentes
(20% no RIOZOO e 14,28% no PZN) e outros animais que podem ser
considerados como carreadores mecanicos, qualidade do alimento e da agua e
0 manejo, sao fatores que podem estar influenciando na presenca da infecgéo

toxoplasmica nos animais dos zooldgicos de Havana e do Rio de Janeiro.

No exame de fezes dos felinos ndao foram detectadas formas morfoldgicas
similares a oocistos. No entanto, os exames coproparasitologicos mostraram a
presenca de larvas e ovos de nematoides similares aos da familia

Ancylostomatidae e ovos da familia Diphyllobothriidae.

Nas duas instituicdes foi observada elevada frequéncia de soropositividade
para anti- T. gondiinos trabalhadores expostos (51,88%), sendo que a frequéncia
de sororreagentes no RIOZOO era mais elevada (62,96%) do que no PZN
(44,30%).

No RIOZOO a variavel tempo de trabalho (mais de 10 anos) foi um fator
importante para a presencga de trabalhadores sorreagentes (81%) do que no PZN
(52,8%).

Os participantes de servigos (tratadores, auxiliares do laboratério) foi o grupo
de maior positividade no PZN (65%) e no RIOZOO o grupo dos técnicos de

veterinarios apresentaram maior nimero de sororreagentes (79,16%).

Todos os trabalhadores tiveram uma elevada percepgao de risco (acima de
50%) tanto os do PZN quanto os do RIOZOO. Com relacdo a competéncia

profissional todos os grupos estavam em meédia de 50%, sendo que chegou a
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100% acima da média no grupo dos médicos veterinarios do PZN e no grupo dos

outros profissionais do RIOZOO.
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6. PERSPETIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos na presente pesquisa ndo significam o término do
estudo da tematica. Deve ser considerado como um estimulo a exploragao e
ampliagdo da tematica em futuras pesquisas destinadas ao conhecimento da
epidemiologia de zoonoses em animais silvestres em cativeiro e em profissionais

com risco ocupacional.

No contexto anterior, sdo importantes os estudos de genotipagem molecular
de isolamento do parasito em animais silvestres dado a importancia da

preservacao destes em cativeiro.

Este trabalho incentiva a ampliagdo desta pesquisa aplicada a outros grupos
de animais, tais como o grupo das aves, o qual nao foi considerado devido ao
manejo das mesmas. O estudo deste grupo é particularmente interessante, pois
com ele poderia complementar aspectos epidemiolégicos importantes da

infecgdo por Toxoplasma gondiino PZN e no RIOZOO.

Se mostra interessante uma abordagem que estabeleca estratégias de
educacao em saude com a participacao dos diferentes atores sociais envolvidos

para o combate da toxoplasmose e de outras zoonoses em zooldgicos.
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8. APENDICES E ANEXOS

APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Esmdo comparativo da prevaléncia da infecg3o por Toxoplasma
gondii em animais silvestes em cativeiro e fatores de rnsco para a saude humana
associados com o risco ocupacional. entre o5 zoologicos: Parque Zoologico Nacional
(Cuba) e do R10Z0OO (Brasil).

Pesquisadoras Responsaveis: Dra Ma Rezina R_Amendoeira e Me Ginetez Villar Echante
Laboratorio de Toxoplasmose- Institato Oswaldo Cruz’ I0C- Fiocruz
Telefones para contato: 25621844/ 25621839

Nome do participante: N®

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar dests projeto de pesquisa que visa obter
mais conhecimentos sobre a toxoplasmoss. Sua participag3o sera responder a um questionario
sobre o seu conhecimento sobre a infecgdo pelo Toxopiasma gondl, a sua atividade no RioZoo
e quais 05 animais que o{2) sznhor(a) tem contato. O procedimento consistira na aplicagdo de
um questionario, sezuida de coleta de seu sangue e distribuigdo gratuita de marerial informativo
sobre a toxoplasmose. A coleta de de sanzue sera realizada com material estenil, por profissional
de saude capacitado. O volums de sangue. 3 a 5 mL (uma colher de sobremessa), retirado nao
causara danos ou risco para o voluntario. Os possiveis desconfortos, casos ocorreram. 30
relacionados a problemas durante a coleta como dor local e hematoma, mas que regridem de 3 a
5 dias.

O questionario sera aplicado em entrevista de forma reservada, sem exposigdes ou
consTangimentos perants 0s colegas de mabalho e/ou pesquizadoras. O material obtido sera
arquivado no Laboratorio de Toxoplasmose e outras Protozoosss do IOC Fiocruz, sob a guarda
das pesquisadoras responsaveis pelo projeto. As pesquisadoras fcardo a disposicdo para sanar
qualquer davida acerca do assunto.

Sua participagdo & volumtaria, podendo a qualquer MOmSnto TStirAr seU CONsentimento sem
que 1530 traga algum prejuizo. Nao havera custos ou qualquer outro tipo de ressarcimento ao
participante desta pesquisa. Os dados que terham relagdo com o presente estudo serdo
publicados em revistas cientificas, respeitando o carater confidencial e anonimato. O senhor(a)
recebera os resultados de seus exames sorologicos, Caso 3eja D2Cessanio, @ s2ra orientado a
procurar um medico. Alem disso, recebera orientagdes sobre os cuidados para evitar a doenga e
como devera Hdar com 03 animais para controlar a ransmissao do parasita. Quaisquer davidas
sobre assuntos relacionados a pesquisa serdo esclarecidas pelas pesquisadoras responsaveis.

O(A) senhor(a) esta recebendo uma via de izual teor deste termo de consentimento, e pelo
presente, consentira voluntariamente em participar deste estudo.

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa Humana do Instituto Oswaldo
Cruz- Fiocruz — Endersco: Avenida Brasil. Avenida Brasil 4036 - sala 705 (Expansdo),
Manzuithos - Rio de JameiroRJ - CEP: 21.040-360 Tels: (21) 3882-0011 e-mail:
etica@fiocruz br, cepfiocruz/@ioc. fiocruz br.

Rio de Janeiro, / 01__ Azzinatura do Participante

Testermuzha Pezquizadora
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APENDICE 2 - Questionario aplicado aos médicos veterinarios

Guectionario Epidemiciogico (1)
Médoon Vetefnkfos ooy ave

Dacoc Genalc
Nome & Scorenome:
dace: Sewm
Area de rabahoc
M8 trabainado em ouras areas.

sim rdo Qual

Tempo (em ndmeros) que trabaiha no 200K8gIco.
—anos —_meses —_zemanas — _das
Quectionario

Ajustado zagundo “Metodologla para a andlicec de algunc Incicadorec de ricoo 3cCO0ladot 30 mManejo
teerttorial cac zoonocec” segundo Sudrez ef 3l (20055 (2003) e apicad0 3 PessCAs OCuUpAConaments
expostys.

Lol detdaments 0 QUATTONANO sagunis depols, responds 3T perguntas o mals rapidaments possivel & nio
responda duas VeZes Und Mesma pergunta.

1 Conhece vocd 0 Que 23 rzco”
sim - n%

2 Ests vocd submeSdo a rscos?
sim —n%

3 VocS detects & notica as zooncses ol mencs rum S0 % dos casos?
sim —n%

4 Voot comhecs o que fazer ante U™ Toonoses”
sim —_n%

5 Vood conhece 3 zua fungSo numa siuagio de emerpéngia no caso de Zoonoszes?
sm —n%

8 Conmhece a situazSo c towopiazmozes em seus animals & y trabahadores do centro?
sim —n%

7. Vocé pode orfentar um agnosico presuntivo das doeneas comuns 30 homem e 03 animals peio menos
num 50 % dos casos que se apresentamT

—_—empre —5 veres —_—unca
§ Exstem fatores de rsco PAM 3 Popuacio Nd sud Area de Fabalno para padecer AgUTA Zoonoses”
sim nSo

9. Conhece a5 vias © mecanismos para 3 InteragSo dos Senvigos Veterinarios Assistencials e o3 Servigos
Azziztencials de Sadde Pubiica?

sim —nSo
10. Segue as normas de protegio e higlene sempre que trabalha com ankmais?

—sempre T o _nunca
Dacioc complementarioc ao quectionario
Rezulades das probas:
RFL ___Posivo —Negatvwo —Thio
Ellca: ___Fozawvo —Negatvo
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APENDICE

10.

3 — Questionario aplicado aos outros profissionais

Qusstonario Epidamiologico (i)

QOutros profissionals ocupacionalmants Exposios
Dados Gerals
Nome & Sobranome:
laade: Sax
Area ge ranaho:
H3 Tabanado &m oulras arsas.

sim n&o Qud

Tampo (em nimeros) que rabaha no Zoaiogico.

anos meses SEMaN3s dlas
Questionario

Asiado segqundo “Metodologla para a analisse de alguns Indicadorss de risco
3ssociados 30 manejo territorial das 200N0868™ sagundo Suarez ef al, (2006); (2003) e
3plicado 3 PEss0as OCUDACioNalmente exposias.

Lela detidameants 0 QUESHONAno seguinte, depois, responda 35 perguntas o mals rapidaments
possivel & NS0 responda OU3S VE2S5 UN3 MESMa pergunta.

Conhaca vool 0 que &6 nsco?
sim ndo
Esta voc2 submetido a riscos?

sm ndo
Considera 52 exposto ou N30 3 J0eNgas 200ndticas?

sim ndo
Conhacs 3 shuag3o 0o comportamento Jtud das 2000826 Nos animals sivesres?

sim n&o
VooE pods fransmitir doencas 30s animals?
sim n&o
Conhacs 52 3 TOXORI3SMOSES & UMa 200N0ses?

sim n&
LRiiza madios o2 protecao para o trabalho com 05 animals ou S2US produtos?

- Sempre o asvezes nunc3a
AD teminGr 0 rabaho com 05 ANIMAS 0U S2US ProdLRos 52 1ava as maos?

sempre 35 vezes nunca
Amzs 0 Ingarr almentos se lava as maos?

sempre — asVezss —hunca
msmmmmmmmaﬁmm’

sim ndo

Dados complementarios 30 questionario
Resutados 035 prodas:
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APENDICE 4 — Questionario aplicado aos técnicos e tratadores

Questionario Epldemioiogico (Il
Técnkeos e tratadores ocupacionamants expostos
Dados Gerals
Nome & Sobrenome:
Idade: Sexo
Ar2a o trabalho:
Ha trabahado em outras areas.
____&m ___ndo Qual
Temo(enmnw)umammaogeo
- - _____Mmeses ___ semanas ___das
Queetionario
Ajustado “Matodologla para a analises de alguns Indicadores de risco assoclados
0 433 Z0ONO08Ses™ segquUNd0 Suarsz &f i, (200€); (2008) e apicado 3 passoas
ocupaconaiments exposias.

Lela detidaments 0 quastionaro saguinte, depols, FespoNaa 35 PErguntas o mals
rapicaments possivel & N30 r2sponda JU3S VEZES UNA MESM3 PErgUNia.

1. Conhece voo2 0 qu2 &6 sco?
sim ndo

2. Eslavoce submetdo a riscos?

sim ndo
3. Voo conhacs 0 que € UMa 200N0sE6?

sim ndo
4. Conhece s2 ha 002ngas que padam Tansmitr se dos animas 30 homam?

____8m _____ndo
5. VOcepodeuanamlrdoeng&aosa'lmas’

sim ndo
5. Conhece se 3 TOX0DI3SMOSES & UM3 200N068s7

_____8m _____nd3o
7. wmm&wwmowmaMwnmmmwmmx’

- Sempre — asvezes —nunca
3. szmmommmosmousasprm&ossemznﬁos’

__ sempre __ asvezes nurca
3. Amesaemgenramgmsselavaamaos’

— sempre ____asvezes —nun:a
10 Gmalmmoaseummrnsmagﬁesmaosmm7

sim n3o

Dados complementarios ao questionario
Resultados das probas:
RIFE Posltivo Negamvo Titulo

Ellsa Positvo Negatio
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ANEXO 1 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ -
FIOCRUZ/IOC
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo comparativo da prevaléncia da Infacgdo por Toxopiasma gondll em animas
SIVESYTES &M CITVErD & fatores de rsco para 3 5alde humana associados com o Msco
ocupacional, entre 0s 200l0gicos: Parque Zookgico Nadonal (Cuba) & do RIOZOO

(Brasll).
Pesquisador: Maria Regina Rels Amandosira
Arsa Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 49773215.7.0000.5243

Instituig3o Proponents: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

NOomero do Parecar: 1.303.111

Aprassntagao do Projeto:

Toxoplasma gondll Infacta varias espéecies e animals, clusive o homem. Todos 05 haspedelros podem
apresantar 3 Inf2cgdo 3ssIntomatica, no c3s0 do homem chega 3 cerca de 90% dos casos. A Infecgdo e 63
pala IngestSo de ¢istos em came cruaimal cozida e g8 00CiStos em aiMentos/agua contaminados. Tendo
COM D332 0 SXpOsio, 5873 redizado um estudo CoMParativo da prevaldncia da Infecgdo por T.gondll em
animals shvestres em cativelro & f3tores de risco Para 3 s30de humana 3ss0ci300s com 0 MSCo ocupaciond
do Parque Zooldgico Nacional (P2N) de Cuba e do RIOZOO (Erasll), com 0 cbjetivo de determinar 3
prevaléncia de anticorpo de T. gondll em ungulados, primatas, camIvoros @ sefes humanos com risco
ocupacional no Parque Zoologco Nadional (PZN) de Cuba @ RIOZO0 do Rio ge Janei, BR. Para tanto 05
dados serdo obligos por mek da coleta ge sangue das famlilias de unguiados, primatas, camivoros,
Ingdlviduos humanos com risco ocupacional e fezes ge felinos.

Sera redlzado um esudo analitico, obsenvacional, transversal, ndo controlado, COMParando 06 resUtados

odtigos em 200l0gicos de dols palses (Cuba e Brasll). O projeto sera submeatico 30 comite de &tica no Uso
d2 Animals (CEUA) do I0C/ Flocnuz, € 50 sera desenvolvido 3p0s 3

Enderego:  Av Brasl 4038 Saa 705 |Campus Exparmidac)

Babrrec Margantos CEP. 21 040-3%0
UF: RJ Municiplo: R0 DE JANERO
Telefone:  (2173&22.0011 Fax: (2125614815 E-mall: cepfiocna@ioc focn by
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aprovacdo do CEUA. O RIGZOO |a fomecsay 0 Temo de ANUENda para redlizacdo do projeto. No c350 dos
animas do Parque Zoologico Nackona (Cuba) |a 1emos 3 Aprovagao do Codigo de £1ca para radbalho com
animals. Com refacdo 3 pesquisa CoOm SEres NUManos Sera submetido 30 Comié de £1c3 em Pesquisa
(CEP - FlocuIOC). A pasquisa s& Iniclara somente 3pds 03 aprovacdo 0o CEUA @ do CEP. A coleta de
SANQUE hUMAN0 (SXAMESs SONIOgIcos 6PEcitcos para detecedo o8 anticorpos antl-T.gondll ) sara realizaca
por uma ¥cnica o2 enfermagem. Ja 3 coleta de sangue dos animas (para realizacio 02 eXames Soniogcos
e5peciicos para detecgdo 02 anticorpos ant-T.gondl) & fezes de Teinos (para detectdo de 00cisios de
T.gond!) s&ra r2allzada por um Madico VEternano do Zooldgico. Somente participardo do estudo aqueles
que acafiarem e assinarem o Termo de Consantimento Livre e Escarecido. Os resultados obidos com esta

pesquisa serdo dlvuigados em comunicagies clentineas.

Cortauacio 4o Pasmcar 1300111

Metodologla Proposta:

A pesQUIS3 CONta Com s panes fundamentals:

1.Coleta ge amosiras dos animals.

~AMOSIT3s 08 SaNgUe Para extragdo de sor0. As 3Mosiras ge sangue Serdo coletadas na vela ugular de
unguiados, vela =moral d2 camivoros & primatas, com ant-s2pela antes puncao 03 are3 com £0sing ou
dcool 3 70%. Serdo ullizadas serngas de 10mL & 20 mL, descanavels. Os bos de 2nsalo serdo esténes
gavidameanta rotuados. O sangue sera dstribuldo em tubos sem antl-coaguiants para obtengdo oe soro.0
SOr0 & 0 5angue com EDTA s2rdo consenvados 3 -20°C. Para a oetecgdo de anticorpos antl-Toxopiasma
gondl em UNQUIAT0S, PrIMatas & CamIvoros sera utiizada a tecnica de ELISAINDIcS0 valldado pelo Cantro
para a Producdo de Animals de Laboratono em Cuba.

2 Coieta de amostras dos profissionals com risco ocupacional apos ter 3ssinado o Termo de Consentimento
Livre e Esciarecido.

~AMOSITas 02 SaNgUe Para extracao o 50M. AMOSTas 02 sangue 5230 coletadas na vela radlal, com ant-
sepsla antas puncdo 03 ar2a com £0sina ou dcool 3 70 %. Serdo uthiZadas senngas de 3ml e SmL,
gascanavels. Os tubos 02 ens3o Serdo estéres davidaments rotulados. O sangue s2ra distribuldo em wubos
sem ant-coaguiants para obiengao 02 SOr0.ApOS 3 refracao J0 CO3gUID, 3 aMostra sera cantrifugada 3
1000g gurante 10 minutos. Os s0ros serdo I0entificados & armazenados em tubos o2 poliproplieno,
mantidos a temperatura de -20°C, 3é 3 reallzagdo dos testas Soroldgcos. As amostras de sangue total,
5730 congeladas até o momanto de seu

Enderego: Ay Boasl 4038 Sae 705 |Campus Exparmidc)
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procassameanto em |3Doratono. Para a detecgdo 0e anticorpos antl-Toxopiasma gondll serdo utlizadas 35
técnicas de ELISA e RIFL

Corgauacio 4o Pasmcer 1308111

3.Para 0 estudo 00s Indicadoras de rsco 3550C13005 3 Z00NDSES em unguiados, primatas, camivoros &
humanos no PZN & no RIOZOO, s& seguira as 2tapas: Conslderando, tambem, 5525 cntérios, s2rdo
definidos alguns Indicadores o2 rsco.

3.1. Se 02fnkr3 o fator de Msco 3sS0Ca00 COM 3 Presanca de doencas INfecciosas ou parasitanas de
CIAracier Zoonotico &M uNguIados, Primata, Camivors @ PEss0as COoM MScos ocupacionals em Instalagles
com anima's shveses em catvelro.

3.2. Para lgentifNicar os fatores de rsco, se 3picara 3 “Metodoiogla para 3 analise de alguns Indicadares oe
risco 3550Ciados 30 Manejo temional das ZooNDses” SaguNdo Suarez et 3, (2006; 2003) 3o qual foram
realzadas algumas acequacies para aproxdma-a 35 Zoonosas parasitanas.

3.3, A pesquisa utllizada devera respeltar o8 principlos do d2senno 02 um QuEesHoNario ou um Ngquério
epidemioidgico sequndo Pfisfer (2002) e atender 306 requisitos, tanto quanto possivel, ser fechadas ou o2
mUItpa escoiha, tendo veracidade, sublectividade reduzioa, contabllicade e faciiidade de aplicagdo. A
FDIC3C30 00 INQUENTD 5673 precedita de UMa sSega0 035 PR6S03s 3 Serem NVestigadas a partir de: Grupos
e Trabahadores de Nivel SUPErior com Mscos |aDorals, Membros dos Senigos VEternanos Assistentss oe
nivel superor & Membros 005 Senvicos Vennancs Assistencials de nivel maalo superor.

Critério de Inclus3o:

No estudo $er30 Inciulgos animals 43s familias de unguiades, primatas e camivoros de Parque Zookglico
Nacional (PZN) de Cuba & RIOZOO do Rio de Janeiro. Também os Inalviduos selecionados devem ser
aparentements saudavels. Para o estudo com o8 trabalhadores 0o Panque Zoologico Nackonal (PZN) de
Cuba & do RIOZOO do RJ s£r30 INCUIC3s 35 DESS03s COM Msco ocupacional que participardo do estudo
d2verdo estar &m contato diretd com 05 3niMals ou com 06 produtos dos mesmos. Os particpantss deverdo
ser malores de 13 3nos, 08 ambos 0 S2X06 & 02 10035 35 ragas.

Criterio de Excius3o:

Na pesquisa t2ra como criténo de excius3o 35 aMostras DIDIgIC3s 00s animals tals como: aves, répels &
outros resigentes a fauna, além 0os animals Nascdos fora do Zookdgico Nacional (PZN) e RIOZO0. Nio
S£r30 25IU03005 ANIMAls Senis, $Meas gravidas 2 seus flihotes. Os rabahadores que N30 tveram Interesse
&m participar & qua nd3o 3ssinarem o Termo de Consentmento Livre &

Enderego: A Boasl 4058, Saa 705 (Campus Expamsde)
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Esciarecioo & 08 Individuos que Tadalharem em outras ar2as que nao t2nham contato com os anima's ou
S2Us d2rvados.

Cortauacic do Pawmcar 1308 111

NOmMero g2 Indlviduos 300rdados pessodments, recnutados, ou que sofrerdo Agum tpo de Intervengio
neste cantro de pesquisa: 49

Quros Técnicos (N=3) Aplicagdo de questionano 2 coleta de sangue
VEtennanos (n=4) Aplicago de questionano 2 coleta de sangue
Culdadores (n=33) Apiicagdo de quastionano & coleta de sangue
Biciogos (n=3) Aplicacio 02 QUESTONANo & coleta de sangue

Pass0al que Tanaina com amento (n=5) Aplicacdo de questionano & coleta de sangue.

Apos 3 aprovagdo 0o CEUA e do CEP, serdo coletadas 3s amostras biologicas dos animals & dos
profisslonas em risco ocupacional do RIOZ00. A coleta de sangue sera realzada por um técnico de
enfermagem. J3 a coleta de sangue e fezes em animals sera redizada por um madco veternaro do
Zookgico. Somente participardo do esd0 aqueles que 3caltarem & assinarem o Temo de Consentimento
Lvre & Esclaragido. Para otengdo

d3s amostras 02 Sangue para 06 animas de 3-S5 ml & em humanos S ml em tubos especificos para
somioga. O método de escolha para a oetecgdo 02 1gG & IgM em animals serd feito peio metodo ELISA oe
Inic3o (ELISAN). As amosiras humanas serdo analisacas pelos metodos Toxoplasma Latex, ELISA e RIFI.
As amostras dos animals serSo transporiadas para o Laboratorio de Microbiologla do Centro para a
Produco de Animals de Laboratorio em Cuba. Para 0 ransports 35 amostras serdo acondcionadas em
embalagans Categora B (UN 3373) apropriada 3o franspone 3éreo para material biokdgico, 35 amostras
5673 CONICIONaA3s Paias NOMMas INtemacionals 0e Yanspons em dltwido de Carnono sOI00 (0240 56C0) com
53lda do gas O0e 0IOXIJO O2 CArDONO0 PAra evitar uma acuMuacao de pressao que possa romper as
emdalagens. A embalagem primana € 3

embalagem secundana devem manter 3 sua Imegridade 1an0 para a temperatura do refrigerants utliizado
COMO Para 3 temperatura e 3 pressdo resultants c3so 5 Perca 3 refrigeragdo, & colocadas em uma

sobreembalagem, 35 marcagdes ge embalagem requendas devem ser ciaraments Visivels ou reproduzicas
no Iado ge fora 03 sodreembalagem 3 qual deve ser Marcada com a palavia “Sobreembaagem” ou

“Overpack™. A analise
035 aMOsTas 005 raalhacores 2m risco Sera Processada No Laboratono de Toxoplasmossas &

Enderego.  Av Boasl 4038 Saa 705 (Campus Exparmidc)
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outras Protozoonoses no Instituto Oswaldo Crz/FIOCRUZ. Sera fella uma comparagdo dos resultados
odtidos no RIOZOO com 05 resuitados cbidos no Parque Zoologico Nacional de Cuba com do RICZO0, Rio
02 Janeiro, Brasl. Os resutados obiioos com e6t3 pesqUISa Ser30 dvuigados em comunicaghes clentificas.

Corgauacic 42 Pascer 1.300.111

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

A presenga ge ttuos de anticorpos ant-Toxoplasma gonall em profissionals com risco ocupacional do
Panque Zooidgico Nacional de Cuba & RICZOO pode estar 35500103 3 presanca de ungulados, primatas e
CAMIVOros com 3 Infecg30 por T.gondl, sendo Indusive 3 transmiss3o ter ocomido por uma fonts comum.

Obietvo Primano;
Determinar 3 prevaléncia de anticorpo de Toxoplasma gondl em unguiados, primatas, camvoros e em
profssionais com atvidades que possam levar 30 fsco ocupaciona no Pargue Zookgico Nackonal (PZN) de
Cuba e RIOZOO do Rio de Janeiro, ER.

Objetvo Secundario:
1.Fawummmmummumxoﬂmemmlmepemmmm
ocupaciona no Pargue Zoologico Nacional (PZN) de Cuba e RIOZOO do Rio de Janeiro, BR.

2. Defnir, identifNcar e avallar 0s fatores 02 rsco 3SSOCIat0s 3 presenca de anticorpos antl-Toxoplasma
gondll em UNQUIados, primatas, CamIvoros & Pess0as Com Mscos ocupacionals nos Parque Zoologico
Nacional @ RIOZOO.

3. Damonstrar 3 relagao 0os nivels de anticorpos para antl-Toxopiasma gondl entre 05 unguiados, primatas,
CAMIVOMDS & sares NUMance no Pamus Zoologico Naciond & no RIOZ0O.

4. Neste projeto objetiva-se 3 utlizagio d2 metodos 02 PesqUIsa Parasiiologica (00Cistos em fe2es de
felinos), sorologica e molecular aplicados na vigliancia epidemiologica.

S. Detectar 3 percepcdo de risco € 3 cultura ge pravengdo, utllizando 3 compeaténcia profissional pelos
trabanadores 0o Pargue Zoologico Nacional & do RIOZOO.

Enderege: A Brasl 4058 Saa 705 (Campus Expamidc)
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Avallag3o dos Riscos @ Beneficios:

Riscos:

A pesquisa apresenta rsco Misico tanto para 0s animas & quanto Para 0s humanos N3 coleta de sangue,
pols podera ocomer hematoma @ dor local. Para 08 INndviduos que fazem 3 C3piura dos animals, tambam
apresenta ha risco biologico devido 30 manusako, coleta de sangue e das fezes.

Cortauagic 42 Pasmcar 1300111

Beneficics:

Os resutados da pesquisa rardo benficios dirzios 1anto para 0s animals, quanto para os profissionals 03s
Instituigies paricpantes do estudo.Pols, 3ém d2 esclarecar Sobre 05 mecanismos 02 ransmissdo da
Inf2cgdo & medidas o2 controle, s2r30 entregues 05 resutados Sorokdgicos. Em c3so de Infecdo aguaa o
participants s&ra oNentado 3 procurar um madco. Akm disso, CoM 05 resultados oUIOS S&ra possivel
awdiiar os profissionals 3 ragar medioas de profilada e controle A0equacas 30 local.

Comentarios & Consideragdes sobrs a Peaquisa:

O projeto esta suficientamanta claro em seus propdsitos e devidamente fundamentado,tem ralevancia
clentifica, & ndo necessita de submiss3o 3 CONEP antes 0e ser Inkiado. O projeto |a fol aprovado pelo
CEP ge Cuba & somente sera r2allzado na Floouz apes 3 provagdo do CEUA e do CEP Flocruz/ICC.
A5 3mosiras dos ungulados, primatas & carmnivoros com a Infecgdo por T.gondll serdo reallzadas no
Laboraono ge Toxoplasmose da Flocnuz10C & depois 05 resultatos S2r30 Comparados Com 0 resuitacos
do masmo estudo raallzado em Cuba. E513 anexado termo oe colaboragdo da equipe de Cuba com o

respectvo projeto.

Consideragdas sobre o8 Termos de apressntag3o obrigatoria:
Folha de Rosto FolhadeRos0.pdf

TCLE par

Termo anueéncia_RIOZOO.par

Queasionanos.pd’

Deciaragdo de Pesquisadores - termo_siglo_marcia pal

Deciaragdo de Pesquisadores - termo_siglo_gnatie par

Deciaragdo de Pesquisadores - temmo_oesiglo_MR.pd”

Deciaragio o8 Pesquisadonss - TemoCompromisso_Sigilo_Yoianda par
Projeto Detainaco / Brochura Investigador_Projetocetainado_Ginstts par

Enderego:  Av Boasl 4058 Saa 705 (Campus Exparmde)
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Cortauacio 4o Pasmcer 1308111

Recomendagdes:
Apresentar relatonos parials (anuas) e relatono Ainal do projeto de pesquisa & responsablidade Indelegaved
00 pesquisador prncipa.

Qualguer modncagcdo ou emenda 30 projeto 08 PesquUIsSa &M Pauta deve ser submetida 3 apreciagdo do
CEP Flocruz1CC.

Conclusdee ou Pendéncias e Lista de Inadequagdas:

Diante do exposto, 0 Comite de £3¢a em Pesquisa do Instituto Cewaldo Cniz (CEP FICCRUZNIOC), em sua
2093 Reunldo Ordinana, r2allzada em 13.10.2015, ge acordo com 3s atribulgles daninidas na Resolugdo

CNS 456/12, manifesia-s2 pela 3provagao 0o projeto de pesquisa proposto.
Consideragdes Finals a critério do CEP:

O sujeito 02 pesquisa Ou S2U representants, QuUANJo %r 0 €350, devera rubrcar todas as faihas do Temmo o2
Consentimento Livre @ Esclaracido -TCLE 3pondo sua 3ssinatura na (iima pagina do refendo Temo.

© pesquisador responsavel devera da mesma fonma, UDMCar 10035 35 folnas do Termo de Consentimento
Livre 2 Esclarecioo - TCLE 3pondo SU3 3ssSINatura na Uitima paging do raferido Temo.

Este paracsr fol slaborado bassado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem AL SHuagI0|
Informacies Basicas| PE_INFORMAGOES_BASICAS DO _P | 02102015 ACED
%@%ﬁr ROJETO 502183. 14:3220

mﬂ TZT02075 |[Mara Regina mels | Ao |
| _ 14:31:07 | Amendoeira
Curos TemoAnuendaRIOZOO par 0211072015 | Mana Regina Reais AcCEito

10:23:35 | Amendoeira

CuTos [ quesionarios.pd’ CZTV2015 | [ ACSTD |
B 00:1220 |Amendoeira
Deciaragao e temosiglomarcia pa 021072015 |Mana Regina Rels AcSito
| Pasquisadores 00:11:28  |Amendoeira
Declarag3o oe termosiglognette. par 027102015 |Mana Rais | Acsito
| Pesquisadores 00:11:15 3
Enderego. Ay Boasl 4058 Saa 705 (Campus Expamde)
Balrro. Margantos CEP. 21 040-3%0
uF: R Municipla:  RI0 DE JANERO
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Continuagéo do Parecer: 1.308.111
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A

Ry

Auséncia

Declaragao de termodesigiloMR.pdf 02/10/2015 [Maria Regina Reis Aceito
Pesquisadores 00:11:01 Amendoeira

Declaragao de TermoCompromissoSigiloYoIanda.pdf 02/10/2015 [Maria Regina Reis Aceito
Pesquisadores 00:10:43 Amendoeira

Projeto Detalhado / ProjetodetalhadoGinette.pdf 02/10/2015 [Maria Regina Reis Aceito
Brochura 00:09:52 | Amendoeira

Investigador

TCLE / Termos de TCLE.pdf 02/10/2015 [Maria Regina Reis Aceito
Assentimento / 00:09:24 | Amendoeira

Justificativa de _J

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciaciao da CONEP:

Nao

Enderego:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Telefone: (21)3882-9011

RIO DE JANEIRO, 04 de Novembro

015

Av. Brasil 4036, Sal

ICSC bendQue dop Whn Yol

ssinado por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

a 705 (Campus Expans&o)

CEP: 21.040-360

Municipio: RIO DE JANEIRO

Fax: (21)2561-4815
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ANEXO 2 — Carta de permissao dos diretores do Parque Zoolégico Nacional
de Cuba

Ministario de 12 Agricultura

Parque Zoologico Nacional

Ceatretare de Varons, kn 3 % Capdevile, Boywrcs, Le Habene, Cube | CF 10800 AF 8090
Tel: (#53) 7847 20984 J (#53) 7884 7913
E-malt dveccion@eutadoo cu / SO wall M Aeww. cobelon cu

La Habana, 13 de diclembre de 2016

A quien pueda Interasar.

Como director adjunto del Parque Zoologico Nacional ge Cudba autorizo 1a

Investigacion que se reallza con 10s animales de nuesira Instalacion. Nuestro pals no
posee CEUA, por tanto, por medio de |a presenta autorizamos dicha Investigacion.
La compafiera Ginetts Vilar Echarte que desarrolla el proyecto de Investigacion del
estudio comparativo sobre 13 prevalencia de Toxoplasmosis entre 2l Zookdgico Nacional
de Cuba y & Zookgico de Rio de Janelro. La misma abarca Importantes especies de
nuestro zoologico, muchas de ellas recibidas en 13 donacion de Namibia, también son
estudiados los trabajadores con riesgo ocupacional por ser esta una enfermedad
Zoonotica. Esta Investigacion forma parte de estudios previos de maestria realizados
por la compafiera Ginette Villar Echarne.

Sin otro asunto que tratar,

Lic. Edua'rdo Padrén Rames
Diractor Adjunto
Pargue Zookigico Nacional de Cuba

142



ANEXO 3 - Carta de permissao dos diretores do Zoolégico do Rio de

Janeiro

RIO

RITT.

=y

——y

A DTE SOLICITANDO ANALISE

De: Ciratona Teécnica para Geréncias 2 sub-psrénckas Técnices
Encaminhamsanto da Frojeto de Fesquisa
Em: 08/052015

.
)

\
Marcus Dalgado Borges

Dirstor Tecnico

TIMULO DO TRABALHO: ESTUDC COMPARATIVO DE INFECCAO POR
TOXOPLASMA GONDII EM ANIMAIS SILVESTRES EM CATIVEIRO E DA
PREVALENCIA FATORES DE RISCO PARA A SAUDE HUMANA ASSOCIADOS COM
O RISCO OQUPACIONAL

AUTOR (A): Ginette Vilar Echarte
ORIENTADOR (A): Dr’. Maria Regina Rels Amendoeira

INSTITUICAO: Fundagio Oswaldo Crz/FIQCRUZ

Declaramos que estanos centes & de acordo com oS propdsitos ¢ metoedologia do
Irabaihe suprame ‘cnagp.. N
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ANEXO 4 - Aprovacao do Sistema de Autorizacao e Informacao em
Biodiversidade (SISBIO), Instituto Chico Mendes de Conservacado da
Biodiversidade (ICMBio), Ministério do Meio Ambiente (IBAMA)

Minis2ério do Meio Ambiente - MMA
Insthuto Chico Mendes de ConservazSo da Blodiversidade - ICMEBio
Saterma de Autrizecho e Mimadio em Blodversideds - SISEO

Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica

Nomero: 847871 l Data da Emiccdo: 270812018 11:60 l Data para Revallcagdo®: 271102017
* Do sooedo com ¢ et 28 da IN 052014 ests asofzecio tem pra2o de veldede egivalents oo previslo no conogame de alividedes oo promto,

s deverd sef revaldeds snusiments medente & spresertechc & reeiSfo de aividedes & ser enviedd pof Meo GO Sabo No preo de eh 30 des
o corder de el 30 erfversdfo de sus erssado

Dados do ttuar
Norma Alynre de Shve Bertosa IG’F 005 101 557400

Thio do Projets Estudo comparetvo da treveliec s de infecghc por Toxeplesine ondh em afimas sivestieon om celivelio, vida e o felores de
1I9c0 pate & saude humene meociedn com ¢ facn ocupeccnsl, erdie o o Pargue Zockigico Neconel (Cubts) e do RIOZOO0 (Eresl)
Nera de stituiclo | FUNDAGAD CEWALDO CRUZ IWJ 35781.0550001-35

Cronograma de athvidades

|¢| %umnm | inoo (mealeno) |nmmlw-:| I
2ca § O hieies

omevagﬁesem

e e ou ) or © ) O] Te reciraon .
1 mwwu“mmmm.m anmommm.
|| cbedos ™eis Se reciracd & Sericaa A deatram 82 aeudo § dfhualc cu b . o Winkate-c e Ciiacia o T
Catay stotrache mewmcnmnnwamum-m o outroa i lagan barr
: come 43 conmentments do mapcratvel pels Swa pObica ou priveds, onde sed . g0 Srphc paator de taa Ingigena (FUNALL da
writace de commenazio satasus mmwwawm.mwma“mmmamuw
- de L3 drs ancoris-e8 oM S - -
Cata docamarts somarts podert aer L2izads pars oa e prewieoe na reenuchs Noemates IOMDIC r* Q2014 ou re Imatracho Norrasiva ICMS0 =* 102090 ma sue
3 | sacectica sata Actormachc, ric podendo ser JSirado sat o cormerciaia Incusttala ou o Scégies Zeend s ZITado pars atvidedea

mmm:’nmmmm
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mew-mmuncm Cl'mcrIeCl't.{
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buwmuﬂnl TerTDID 30 Necor M re0e AL SN e 61 U8 Bgpe, L eds Vie Eu-n.ﬁnunuudrmdof’mu«mmun-
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> e Tangke T Toc aentiade | Naconaidsds
1 | ancenson vesoes avcusTo ?“"‘!";‘;':"I“"” D0%m 12740 | 2400800 cRONO0C-RI trven
2 | Anm Lasicin Camvalno Zactce e e . 0115087070 9222237 S5P-RO taven
et do mbormeorc 38
3 | Viarta Ragina Ral Amendosis Toeopmamoess & oot 200 052 41T Q2722 =1 FRl Smaven
Protarocess
L e
4+ | Grets Vs corane e MITMZWTI  |G1ITWCCPVDALKRI | Caeranger

Este documentn (Autorizachc pare sfvidedes com fnaldede cantiice) 1ol egedds com Dese fe Iraliucho Notmative o 052014 Allevés oo obdigo
de sutertoaclio abuind, quEcuer Gdedlc podent verfonl & et cdde ou reguierdiceds desle documents, por melo de pEgne & ShabicACMEK ne
| rtarmet (www crrdso gov Bofsslio)
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Minis2ério do Meio Ambiente - MMA
Insttuto Chico Mendes de ConservacSo da Blodiverzidade - ICMEi0
Salerra de Atorizecho o Nimacio en Bodversideds - SISEO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numerc: 547871 | Dats ds Emice3o: 27082018 11:50 [ Data para RevallGagdo*: 27102017
* Do soordo com ¢ et 28 da IN 052074 esle astofzeclo tem prazo de velldede egivelents oo previslo no conograme de efividedes oo proto,

s deverd sel teveldeds enusiments medernte & spreserdechc 4O reeiSio de aivideden & ser enviedd Do Mo o Sabo MO o de e 30 des
& conter de elts &0 enfversdio de sus erssado

Dados do ttuar

Nora Alynre e Shes Bertosa fcor cos 10155740

Thuo & Projets Estudo comparstivo da treveliecie de infecghc por Toxoplesime gond em atmais sivesties om celivelio, vide we e felcres de
9o pate & sadde humane mecciedin com ¢ faco ocupeccnl, erie oa 2oadgome. Pergue Zockigco Neconel (Cubs) e &0 RIOZO0 (Bresl)
Nerre de istituiclo | FUNDAGAD OEWALDO CRLE [ 35781 08500135

Purms concolor, ADaats guarbe, Ateles magioate Nasus masus Aoskes saniacus Lacoardus
partale, Sagarus taccolie, Caltntc gec®oyl Cank hpus, Macdriiue sohmx. Abosts
Balrabod Aselen charmac Ovie arles, Taynaau pecart Sapaus robustus. Saguinus Intiens
Chiropotes abicike, Pecar tapcs, Gallcts vizan, Lara gara Parthers oncs, Cebom abifoms,
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Martencho mportta (wh 24 masan) 2o variaboasce abveaee P

Material @ metodos
T Ty T T

e e =

Este documents (Autorizachc pare sfvidedes com ftaldede cantiics) 13 egedds com Dese fe Inatruclo Nommative o 052014 Allevés oo codigo
de sutertoadlo abuled, quEcuer Gdedlic podert verfonl & stentcSade ou regulericiede desle docurmento, por melo de phgne & ShabichCMEBK ne
Irtarmet (wwaw crrdso gov Bosalso)

congn e senteagio-sezses 1IN
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Miniz2ério do Meio Ambiente - MMA

Insthuto Chico Mendes de ConsenvazSo da Blodiverzidade - ICMEio
Saterra de Autirizecho e Nixmacio em Bodversideds - SISEO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numerc: 547871 | Dats da Emiccdo: 27082018 11:60 [ Data para Revallcagdo: 27102017

* Do sooedo com ¢ et 28 da IN 0S2014 esls atofzeclo tem pra2o de velldede egivelents ot previslo no cronograme de alividedes oo proeto,
s deverd se teveldeds enusimente medente & spresertechc O reeiSio de aividedn & serf envied Dof e o Salo No reo de el 30 des
& conter de Sela 30 enfversdfo de sus erssadc

Dados do ttuar

Nerra Alynee de Sive Barbosa Icﬁ 005 101 55700

Thio do Projets Estudo comparetvo da treveliocs de infecghc por Toxoplesine gondh em afimas sivesties om celivelio, vide we o fetores de
I9C0 pate & saUde humene mecciedin com ¢ faco ocupeacnsl, arie o 2osdgom Pargue Zookigco Neconsl (Cubs) e do RIOZ00 (Brasl)

Notra de stituiclo | FUNDAGAD OEWALDO CRUZ |C?0J 353781.0550001-35

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com 3 Instrugdo Nomatva n® 032014, a3 coleta Impravista de matenal DIoKOgIco ou 08 SUDSTa Nao
COMEMPIAJ0 N3 3UONZa¢30 ou N3 licenca pemmanenis deverd S&r anotada N3 MESMA, &M Campo espacifico, por
0035130 da coleta, devendo st coleta Imprevista ser comunicada por melo do relaidno de atividades. O fransporte do
material DIokgico ou 0o SUDSIratD deverd ser acompannado da ANOMZag30 ou da licenca panmanents com 3 0evida
anotagdo. © material Dokdgico coletano oe fomma IMprevists, OSvErd ser 0SSIN3c0 3 INstiulgo clentinca 2, 0eposiiado,
preferenci@meants, &m colecdo blologica centifca registrada no Cadasiro Nackond de Coleghes Slolagicas (CCEIO).

Tiecon® Qide Tigo de armonts QOkte Dete

Este documents (Autorizachc pare sfvidedes com Staldede cantiice) fol eedds com Dese fe Iratruclo Normative o 052014 Altevés oo oidigo
de sutertondlo abules, quEcue Gdedlic podent verfonl & stentGdacde ou reguleticede desle docurments, por melo de phgne & ShalichCMEBKR ne
Infarmet (v crrdso gov Bofsalio)

congn desentcagioszses I
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Minis2ério do Meio Ambiente - MMA

Insttuto Chico Mendes de ConservacSo da Blodiversidade - ICMEio
Salerma de Autirizecho e Nidmacio em Blodvesideds - SISEO

Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica

Nomero: 84787-1 I Dats da Emiccdo: 27082018 11:680 l Data para Revallcagdo®: 271002017

* Do sooedo com ¢ et 28 da IN 0S2074 esls astofzeclo tem prazo de veldede egivelents oo previslo no cronogame de sivdedes do promto,
s deverd sef teveldeds snusiments medente & spresentechc & reeiSio de atividedss & ser envied pof Meo GO Sabo N prezo de eh 30 des
8 corder de et do enfversdfo de sus ersadc

Dados do ttular

Nema: Alyne de Sive Bertosa |c# 005 101 55740

Thio do Projets Estudo comparstive da preveliec s de infecglc por Toxoglesins gondh om afmas sivestien om celivelio, vide hwe o felores de
9o pate & saide humane Eeociedon com ¢ faco ocpeacnsl, arlie o8 2oodgome Pargue Zookigcs Neconel (Cuts) e do RIOZO0 (Bresl)

Neorma de mtituiclo | FUNDAGAD CEWALDO CRUZ IWJ.S&?M OS50001-35

* dertficer ¢ eapéame no nivel beeondeics posalvel

Este documentn (Autorizachc pare efvidedes com Staldede centiice) Sl pedds com Dese fe Inatruclo Normative o 052014 Allevés o cidigo
de sutertonclo abules, quecuer Gdedlc podent verfonl & stentcSede tu reguleicede desle documents, por elo de phgne 4o SiabichCMEB ne
Irtarnet (v crrdso gov Boisalio)

cogn desensesgiossemie I

| Pégne 44 |

147



ANEXO 5 — Aprovacdo Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA/ 10C

Instituto Oswaldo Cruz
Comiss30 de £tica no Uso de Anlmals - CEUAS IOC

LICENCA L-045/2016

Certificamos que o protocolo (CEUANIOC-031/2016), intitulado “Estudo comparativo
da prevalenca da mfeccao por Toxoplasma gondii em animais silvestres em catveiro
e fatores de risco para a saide humana associados com o risco ocupacional no
Zoologico Nacional de Cuba e no RioZoo, RJ, Brasi”, sob aresponsabilidade de
MARIA REGINA REIS AMENDOEIRA atende ao disposto na Lei 11794/08, que
dispoe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Anmais de Laboratorio (SBCAL). A referida Ilcenga nao
exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislac3o nacional.

Esta licenca tem validade até 31/07/2020 e inclui o uso total de:

Animal especie e quant : idade peso | origem
linhagem {total) {*)
( X )eamundongo | Swiss Webster | 500 xx 500 [30dias |20 Bioterio
gamas | CECAL
( )Rato
( ) Coelho
( ) Hamster
(X )Aves Coiring mozchata | 100 50 |50 |Adultos RioZoo
e jovens
(X ) Primata nao | Aoctus azarai 3 1 | 2 | Adultos RioZoo
humano Aotus nigriceps (3] 3 3
Aluatia 1 1] o
belzebul
Alouatta caraya 1 1 0
Abuatia 1 1] o
clamifans
s 2 |1
seniculus
Ateles chamek 6 3 3
Ateles
marginatus 5 1 <
Ateles paniscus 4 1 3
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Instituto Oswaldo Cruz
Comiss30 de E£tica no Uso de Animals - CEUAS 10C
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Instituto Oswaldo Cruz

Comiss30 de Etica no Uso de Animals - CEUAS I0C
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Instituto Oswaldo Cruz
Comiss30 de Etica no Uso de Animals - CEUAS I0C

|Cenvus unicolor 45 15| 30
ippopotamus 2 |1 ]9
mphibius

Tayassu pecan 1 1 0
ecar tajacu 8 5 3
QUUS 35INUS 1 1 0
quus caballus 5 2 3

Tapirus ferrestres 6 4 2
lephas maximus 2 0 2

Esta licenca n3o substitui outras licencas necessanas, como Certificado de
Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certficado
do IBAMA para captura de anmais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 13 de outubro de 2016.

- -~
o .
v ) F, I'/
L E : =
- g
e
Flavio Alves Lara

Coordenador da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagao Oswaldo Cruz

FIOCAUZ-Fundaqso Ozwakdo CAZOC-netiut Osweldo G
S, Sred, 4305 - Manguintos - R e Janero - R - Sred
CEF: 21080-380 Tat (21) 25424058
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ANEXO 6 - Licenca Aditiva da Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA/
IoC

Incittuto Ocwaldo Cruz
Comicz 3o de Efica no Uco de Animals - CEUA! 10C

LICENCA ADITIVA ILA-011/2017]

A Comiss3ao CEUA/NOC, em atenc3o 3 solictac3o da pesquisadora MARIA REGINA REIS
AMENDOEIRA. responsavel pela licenca (L-045/2016), do protocolo (CEUANOC-031/2018),
ntitulado “Estudo comparativo da prevaléncia da infecgio por Toxoplasma gondii em animais
silvestres em cativeiro, vida livre e fatores de risco para a salde humana 3ssociados com o
risco ocupacional, entre os zoologicos: Parque Zoologico Nacional (Cuba) e do RIOZOO", que
atende ao disposto na Lei 11784/08, que dispde sobre o uso centifico no uso de anmais,
ndusive, aos principios da Sociedade Brasdera de Ciéncia em Anmais de Laboratorio
(SBCAL), autoriza o presente aditivo. A refenda licenca aditva naoc exime a observancia das
Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacdo nacional.

Esta licenca aditva tem validade até 21/07/2020 e inclut:

Uso de animais:

Animal espécie ou quant | & | ¢ idade peso | origem (%)
__linhagem (total)

Outros | Gatos 20 10 | 10 | Aduftos e jovens | - Animais soltos
domesticos no RIOZOO
(felis catus)

Observagao: Esta licenca aditva n3o substitui outras licencas necessanas, como Certificado
de Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificado do
IBAMA para captura de anmais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 25 de abnl de 2017.

—
)
2 .f/ 2 - ./,— ,"/
S B
- v o~
\ = 5_/

Coordenador CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagao Oswaldo Cruz

FIOCAZ-Fundacas Ozwady CrziOC-rsae Oowaldo Cna
A Srecll, 4385 - Manguinnes - Rio de Janeko - RJ - Emal
CEF: 21040-200 Ta: (24) 25821058
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ANEXO 7. — Artigo original- Assessment professional competence and risk
factors perception of Toxoplasma gondii at the Cuba National Zoo Park and
Zoo Garden of Rio de Janeiro, Brazil, publicado na Revista de Ciéncia
Veterinaria e Saude Publica

Rev. Cién. Vet. Saude Publ., v.6, n. 1, p. 016-029, 2019
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Revigta de Ciéncia Veterinaria e Savude Pullica
Rev. Qién. Ver. Sadde PabL, v.6, n. 1, p. 016-029, 2019

ASSESSMENT PROFESSIONAL COMPETENCE AND RISKFACTORS
PERCEPTION OF TOXOPLASMA GONDIT AT THE CUBA NATIONAL ZOO PARK
AND ZOO GARDEN OF RIO DE JANEIRO, BRAZIL

(dvailagdo da percepgdo de fatores de risco da tramsmissdo de Toxopiasma gondii dos
trabaihadores, em suas arividades ocupacionals, no Zoologico Nacional de Cuba e da
Fundagao Jardim Zooiogico de Rio de Janeiro, Brasii)

ECHARTE, Ginette Villar'*; FERNANDEZ, Yolanda Emilia Suirez’; AUGUSTO,
Anderson Mendes®; SANTOS, Anpa Leticia Carvalho'; DANTAS, Marcia Macedo
Lima“‘; IRAOLA, Raymundo Cox*; AMENDOEIRA Maria Regina Reis*

1. Programa do Pes-Graduaclo Stoicto Semsu ez Medicina Tropical Instinzto Oswaldo Cruz, Rio ds Janeo,
Braudl
2. Univenidd Azarn de La Fabam

3. Jardizs da Cidads do Rio de Janairo
4. Loboratorio mphmnom?mm!mm&mﬂoCmmenblm Brazil
* Axtor para comespondénciy:
Artigo amiddo eox 11042018, acsito pany publicacio em 23072018
DOr:
ABSTRACT

Tbmdxmmdxmcxpomhpe&momlwmkxmwtmuuhgmmm
cbjctie was 1o evaluee the varisbles: rik perteption and cozpetance. As well rzk Hcrors
asociated with the presence of ant-Taxopdaswa powdil xrhods: o workan wxposed to the Natioml
Zeclogical Park of Coba (PZN) and RIOZ00. WmmvyadlBSwﬁm(‘?ufPD\ndﬁo&'RIOZDO)

mhobgmudnmndmmﬁhnahmxnbb&mmdmm
Wbpotﬁr:hmhudmmdxzm-o‘mkamdm&o bandling of zocmosis”

dsvsloped and validwed & Cuba Was mads msing soffrware Epidat 3.1 in the statitical amahysis test of X~ For
dstoction of ami-7. ponal axtibodios, were msed ELISA and IFAT teckmigues. The samples were anshyzed at the
Texophamosis Laboratory of the Tropical Medicie Instiute - Cuba "Pedro Kowrd” and 2t the Labaratory of
Toxophumosis and othar Protosooswes of Instiute Osmalde CruzFiocuz, RJBrazil The amalysis of replies
obtained through questicnmare: thare ware no fmdings of statiescal dierences (p20.07). The evakaated
varisbles punctuaedas pommmal categery MEDIUM, predenmmantdy. The serolom: resubts, the technican: gow
hwsp:ﬁcnmzra]d;ﬁrm:p-ﬂ%hmu:bmmbmlgdns]’bhﬁo{mk

o the muestigared worken ware not statstically diffumar b Jomcal gardens in rebitions to

prefossiomal cenpetancs.
Key words: exposed woskers, Towoplwmosis, ik parception,  profsssioma]  conpotamce.

Rev. Qudee Ver Sakde Pabl_ v.6 n 1, p 016029, 2019
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Aswsiment profssiomal compesace and rsk fctors parception of Toxopdasws gond! at the Caba Natomal 200
park and zoo gardan of Rio ds Janszro, Brazl

RESUMO

Ambm&mxmqbopoﬁmodammuﬁqmapobh“mmm@o
mabakam em zockgices. O estudo, aborda 2 2 soxoplasnncy e mdmiduos com atnadades
hborai: com aninay; whestres e catvexo. O cbjetivo da pesguxna foi avaliar 2 vaniawes:: parcepedo de nuco ¢

conpeténcia profusional, assim como os fatores de msco amsocido 3 preenca de anticorpos amti-Foxoplasms
gond( exn tabalhadore: com risce ocapacional no Zoclegico Naciozal de Caba ¢ no RIOZOO. Para tanto, foram

IBBMWW 79 do Zockbpco Naciczal d Cuba ¢ 5=34 do
m hhpgmopg:od&mmmm&bsuh::ndsm

mhnn‘ahxa\mﬁxmﬂndoom P a analig de alnms indicadores
de oo assocdo 20 mamejo temitorial das zocmoses”, deseovohido ¢ vabdado em Cuba pely Dra Suwrez ¢
cohbondam(l@ﬂ,mdxﬁndo(‘“})hmhumdm&bsbxmhn&am:& X wilizando

o soffware 31 Pan 2 detecgdo dos anticorpos ant-7. pondtl Sram wilizade: as tecnicas de
ElISAe As aostras mh&smhbumdo?axq&mablmmmrm
“Podo Eomt” em Cuba ¢ 20 Labomteoo do Tomoplamose ¢ outas Protosoowes do Imtmo Oswaldo
CruzFroaraz, R, Braad Na analng das recpesms obudys por e do questonano sde 1 wacoatou difcwac
sstatsticas (p20.07) e os dois zoologicos. As vamneis, parcepedo de nixco & Feduoml £om
poztaadys,  predozznamtemente. comod  cae noognal “MEDIAT. Nos msultados scro dos
tabakodores, somente o gupo dos técmicos logico Naciomal do Cuba, 43.75%: ¢ RIOZOO 75%:) mostrou
difieaca: estattitics ugmiSicarnas p-0.05 ene o5 doi zoolomicos. O ntvets do percepgdo de micos dos
tmabalodores mwestigados oio foram estatisticamento diferumes emtre os dois zoclogicos com relagdo 2

competéncia profissiomal.
Palavraschave: tabahadore: ocupacicmalmamte axpostos, Jowoplaswo gondd, parcepgdo do msco,

ia profissioml
INTRODUCTION

Currently, there are many factors
that increase zoonosis occwrence like
toxoplasmosis, such as: comfact with
migration (URIBARREN, 2014).
Mizration among countries also favors the
importing of infectious agents, identifiad
or mnot causing mmpact in  the
epidemiological condition of emerging and
re-emerging infectious diseases in different
regons Monsalve er al (2009) Other
factors such as the increase of human
population, pollution. amimal production
expansion, climate change sol wusage,
transportation of sick people and animals
Zanella (2016), among other factors can

contribute the parasites expansion.

Workers m veterinary centers and
zoological gardens are among the omes
who are mostly exposed to different
professional nsks related to exposure to
biological agents (GONZALEZ, 2013)
throuzh close comtact with amimals,
secretions,  excretions  products  or
byproducts, as well as work instruments
contaminated with infectious agents. These
are some of the most Tequent factors
found in the profession that mught faver
the transmission of pathogens in the
profession (NORWOOD er al. 2000;
LUCAS erai.2012).

Toxoplasmosis, in particular, 1s one
of the most known parasitic zoonosis and

Rev. Qe Ver Satde PUbl, v.& n 1, p 016-029, 2019



18

Azwsument profssioml competence and ruk fctors parception of Toxapdaswe gondtl 2t the Caba Nasozal 200
park and 200 gardan of Rio ds Janstro, Brazdl

is produced by protozoan Ioxopiasma
gondii Gomez (2013). This coccidium 15
widely distributed all over the world. with
2 large pumber of intermediate hosts,
including man Artigas et al. (2012). t 5
estimated that the prevalence of
toxoplasmosis varies from 20% to 90% in
the global buman population (SIBLET et
al., 2009; AMENDOEIRA e CAMILO-
COURA. 2010). Some factors may impact
the mfection installation by Toxoplasma
gondil, for instance: the abundance of
infecive forms in the environment, the
non-controlled amimal population and
people’s conduct Navarro (2015).

METHODS

The concept usad for variables “nisk
perception” and ‘professional competence’
followed the defimitions precomized by
Frederico Peres (2010) and Philippe
Zanfian (2001).

Risk perception: ability to mterpret
a situation whick s potentially harmful
Jor health. One must take info account
that risk perception is based on different
knowledge backgrounds (PERES, 2010).

Professional competence:
Knowledge combinadon of know-how,
experiences and behaviors that executed
m a precise context. Competence s
‘mitiative taking’ by the indnidual before

professional  situations
2001).

(ZARIFIAN,

ETHICAL CONSIDERATIONS

The present study, approved by the
Ressarch Ethics Committee of Foundation
Oswaldo Cruz-FiocruzI0C, CAAE
40773215.70000.5248, was developed
with exposad workers, that is, those who
are in direct contact with animals or its
secretions at the Natiomal Zoological
Parkof Cuba and at the Zoological Garden
Foundation of the City of Rio de Janeiro,
RIOZOO. AL workers that agreed to take
part in this research sigmed a Free
Informed Consent Form.

In order to determune prevalence of
anti-Toxopiasma gond:ni titles, blood was
collected from workers with disposable
syrnnges Samples were analyzed at the
Toxoplasmosis Laboratory at the “Pedro
Kouni" Tropical Medicine Institute in Cuba
and in the Laboratory of Toxoplasmosis
and other Protozoosis at Institute Oswaldo
CruzFiocruz, RJ, Brazl For antibody
anti-T gondii detection, the techmiques
ELISA (immunoenzymatic assay) and
FAT (indirect fuorescent antibody test)
were used.

To evaluate ‘nsk perception’ and
‘professional competence’ the
questionnaire "Methodology for analysis of
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some indicators of nsk associate to
territonal handling of zoonosis', developed
in Cuba by Dra. Suarez and collaborators
(2006) (SUAREZ e ai, 2006) and
modified (2007) (SUAREZ er ai, 2007).
For the evaluation of responses obtained
through questionmaire the following
critena was usad:

- ToYES or NO questions, 2, 1 or 0
points were Zranted to commect
responses, abstentions or mcorrect
responses, respectively.

- Multple choice  questions
received 2, 1 and 0 points for
responses: ALWAYS,

SOMETIMES AND NEVER,
respectively;

- To the total points obtamed in
each questionnaire, the category
amphtude was calculated divided
by the total of nominal categones,
gving the result nominal category
HIGH, MEDIUM AND LOW for
In order to amalyze each indicator,

the questions made by the methodological
procedure are summed (Table 1) and
each one of the catezories.

Table 1. Qualification sd mnalyxix of quationssires scoording W Sukrer of ol (2006) (2007)

Groups to be researched Analyzed indicator LUsed geertiom Nomisal categeries intery xbs
HIGH MEDIUM LOW

Mambarx of the Vaanary matqum | >1 = ! <4
Savices with Ursversity dggee

Profosionsd Conpelence 3,456 7,89, 10 >12 11-6 <S
Workers with Universily degree Risk Parception 1,23 >5 4-3 <2
non-velennery with onl béor
riadx (Biologinx) Prolcasons Coapelonee 4, 3,6, 1, &, 9, 10 =1 -6 =3
Meambarx of the Vaanay Risk perocption L2345 =8 T-4 <3
Savices with  Scooedery
Schoadl Profosionsd Conpelence 6,7,8,9, 10 =8 7-4 <3
levd (Tockniciems)

Risk Perception 1,23,45 >8 7=-4 <3
Savice Al Caectien

Profcsionsd Conpelence 6,7,8,9, 10 =8 7-4 <3

) . . 1 . 1

Test X was made using software Epidat independent variable in each Zroup.

3.1 (2006) for vanable comelation: ‘nsk

percepton’ and “professional competence’,
using the ‘nsk perception’ as an

According the responses of the
researched workers, the mamn risks and

likelhood of the disease happening were
selected, considering critena of Organismo
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-

Internacional Regiomal de Samidade
Agropecuania (OIRSA) (2006) for the risk
evaluation procadure.

The frequency according to work
areas was also calculated: areas in which
the etiologic agent 15 more Tequent were
considered of higher nsk. In these areas,
one can find: the space for felines and
other camivorous species that are definite
or indefinite hosts for Toxoplazma gondi,
the laboratory. for being the area where
one can find secretons and excretions of
sick animals; the vetenmary clinic, for
being the place where sick apimals stay. In
these emvironments of larger exposure,
workers can become comtamunated and
become spreader of the etiologic agent.

Work arsas of lower nsks are those
environments where the ungulates and
primates are found and the area of animal
food preparation In thess areas, the
etiologzical agent presents less probability
of infecting workers.

peck and 200 garden of Rio ds Jansro, Brazil

-

RESULTS

Participated mm the research 79
workers from the Cuba Natomal
Zoologxal Garden and 54 workers from
RIOZOO, all with occupatonal hazard of
exposure. Were grouped according to
different indicators (period of work, area
of work and occupation).

Fistly, was calculated the
frequency of the indicator related to period
of work in both institutions (Table 2).
Ressarch participants were divided mto
two groups: those with more than 10 years
working with 200logical animals and those
with less than 10 wyears in this kind of
work. The fequency by period of work
indicates that only 46% and 39% of
workers at the Cuba National Zoological
Park and at RIOZOO, respectively, remam
executing their activities in the institutions
for more than 10 years.

(yourx)
Area of werk Number of workers (area of Relath ¢ frequescs %)
work

Nathonal Zoe. RIOZOO National Zoo. Park of RIOZOO Natosxl Zeo. RIOZOO

Park of Caba Caba Park of Coba
» ekl ™ 30 2 0,38 054 £ 54
< il 49 25 042 046 a2 a5
Yﬂ: o Namber of workers year of werk Relative frequency (%)
o
>10 years 36 2l 046 039 & 39
< 10 yeanrs 43 13 054 051 = &l
Tetal ™ ~ 1 1 10 100

(.'Ml‘b"—?«r&“‘.“" - MR;.JJM Vet Sande Fubl, v.G inp D602, 2019

% Aree for amimal food prepersson, Area of primaw arimalz, Area of wngnicte:.
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At the Cuba Natiomal Zoological
Park, the relative Tequency indicates that
the larger positive cases of workers
exscuting their functions in lower risk

In the research, were also evaluatad
the seroprevalence by nfection per penod
of work based on diagmosis technmiques
ELISA and IFAT. Results demonstrate that
workers with over 10 wears of semice
present high levels of contamunation on

areas was 62 °: (Table 2) However, at
RIOZOO, the higher frequency was 54%
in higher nsk areas.

both zoologcal zardens. With a percentage
of 52,8% for ELISA as well asIFATat the
Cuba National Zoological Park and 85,7%
for ELISA and 81% forIFATat RIOZOO
(Table3).

Table 3. Saoprevadence suti-T gond in workax al Nattosad 700, Park of Caba nd st RIOZO00, scoosding 1o period of 10 work sd wres of work used

iaboratory techniques
Seropresakence by peried of work
2 10 yeurs < 10 years
Natioaal Zoo. Park of Ceba RIOZOO National Zoo. Park of Ceba RIOZOO
Disgnoae  Jowatipawed + Fp % Imvestigated ~+ Fp b fovestipated +  Fp b Imertipaie = Fp ™
tocknigues d
ELISA 36 19 053 28 2 13 036 8’57 43 IR 042 219 13 18 055 545
(***)
IFAT 36 19 053 28 2 17 031 8l 43 s 037 372 13 17 052 515
:“O.:,
Seroprevalence by ares of work

> riak’ < rink”

Natioaxl Zoo. Park of Cuba RIOZOO National Zeo. Park of Cuba RIOZOO

Iovestigoed + Fp ] Imvestigated ~+ Fp “ fovestipated + Fp ] Imertipie  + Fp ~

d
FLISA 0 16 047 &7 > 8 028 275 49 21 0479 &9 % 17 058 &8
FAT 0 13 043 &3 = 7 028 241 49 U 049 & 5 17 058 &8
*) Veturinary cknic, Lebovatory, aree of feline: end other carni amimeal: area:.
"".ﬁnd-’-ﬂﬁo‘%n#ﬁ-‘-ﬂu(u’h
+ponitive care:
(***) ELISA Gmmunomgmats azey)
(****) IFAT (indrect fluorm cont exsbody text)
Table 3 refers to the seroprevalence techniques ELISA and IFAT perhigher or

by infection to parasite I gondil using

lower risk area. Results point to a higher
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seroprevalence in low level risk areas with
a percentage of 49% at the Cuba National
Zoological Park and 68°% at RIOZOO. In
general the study demonstrates that labor
practices wsed by workers, both at the
Cuba National Zoological Park and at
RIOZOO should be improved.

Table 4 shows seroprevalence
results per professional occupation, where
one can notice that the higher positive case
numbers are among service staff
(caretakers, laboratory assistants), which
presented the higher number of seroreagent

technique results were of 65% for ELISA
and 60% for IFAT, at the Cuba National
Zoolozxal Park, and 76,47% for ELISA
and 70,58% for IFAT at RIOZOO from
seroreagent workers for mfection by I
gondii. In the results related to vetennary
significant differences in which p < 0.05.
Alz when making a companson between
the professions in each one of the zoos, 1t
is important to highlizht that it was the
vetennary technicians who presented a
higher frequency.

for infection by I. gondyi. In this case, the

Table 4. Saroprevalence of exti-Tozoplane gondy in workax coospationally exposal o the National Zoo Park of Cube and & RIOZOO0,
scooeding 1o proflossond occspution and by wad laborsiony todmagues uwed

OCCUPATION TOTAL b

ELISA serercagests™ IFAT servreagents
FROFISSONAL
Natwnal RIOZOO  Nember (%) Number (%) P- Nember (%)  Number (%) P-
Zoo. Park posith e Pusithen valee Positives Positives valee
of Cuba Nativax| Zea. RIOZOO Natieasd Zoo. RIOZOO
Park of Cubs Park of Cuba
Ve crirmny 5 7 2 3 009 2 2 08
Dot (40) (4255) (20) (23,57)
Othe 6 & 2 2 019 2 2 019
Profocaosals (333 (33.33) (3333) (3333)
Ve crrmny i b7 0 1] O S ™ o
Todwmicians (43.7) 75) (41.67) 79.16)
Savicede Sel 20 17 12 13 010 13 12 011
0) (T647) (65) (70,58)

* Posithves test ELISA
b Peaitives test IFAT

one can affirm that on both institutions
there is a high frequency of seropositivity

The other professional groups
maintained a similar behavior. In general,
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for anti-T. gondi in exposed professionals.

Rizk factors related to infectious or
parasitary zoonosis in environments where
wildlife animals stay increase the
likelihood that the contamination nsk is
higher. Among them, one can state hygiene
and handling practices, as well as the
increase  of lkelihood of dissase
manifestation.

The main risk factors related to the
presence of tides ann-I. gomdl In
occupationally exposed workers at the
Cuba Natiomal Zoological Garden and
RIOZOO are: 1-Manipulation of amimals
and their products, secretions, excretions,
etc., without the use of gloves; 2-Bad
hyzens habits after handling of anmmals;
3-Accidents with contammated
instruments and matenals; 4-Improper use
of installations destined to anmmals or to
maintaining personal or work belongings:
5-Animal handling in non-appropmate
places; 6-Not weanng gloves or other
ways of protection. 7-Improper use of
ammals installadons, used to store
personal or work: S-Incomrect control of
vectors. O-Feline presence at food storage
place; 10-Contaminated drinkable water;
11-Consumption of raw meat and
improper cleaning of fruits and vegetables;
12-Animal handling in non-appropnate

places.

Table 5 shows the vanable
evalmation of ‘"nsk percepton” and
"professional competence” of workers with
occupational hazard in both zoological
gardens There onme can observe a
HIGH(100%:) nsk perception in the group
of veterinary doctors at the Cuba National
Zoologxal Pak and among veterinary
doctors at RIOZOO it was between HIGH
and MEDIUM (66,66 % and 33,33 %). In
relation to the professional competence the
tax obtained was between HIGH and
MEDIUM, (60°: and 40%), at the Cuba
National Zoological Park. At RIOZOO,
these percentage number were: MEDIUM
(50%), LOW (3333%) and HIGH
(16.67°z). These oumbers show a lack of
worry on behalf of veterinary doctors, only
16,67°: wore the individual protecton
equipment for working with ammals, and
these professionals also did not have good
hygiene habits after work. In the case of
other University level professionals, nisk
perception stayed betrween HIGH and
MEDIUM (50%), at the Cuba National
Zoologxcal Park. At RIOZOO, this
perception was HIGH (66,66°%) and
MEDIUM (33,33%). Other University
level professiomals had, in relaton to
professional competence, a rate among
HIGH (50%:), MEDIUM (33.33%) and
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LOW (16.67%) in this group at the Cuba
National Zoological Park. At RIOZOO, nt
vaned amongz MEDIUM (66,6%) and
HIGH (33.33%). Therefore, statistics

show that there wers no significant
difference among professional
occupations.

Tabde S Rk poreeption beluvior sad profesdonal compatence of workers cocupationsdly exposal per profecdonal

PROFESSIONAL RISK PERCEPTION PROFESSIONAL COMPETENCE
OCCUPATION " Natioasd Zoo. Park  RIOZOO Nathunsl Zoo. Park  RIOZOO
of Cuba of Ceba
Veternary High—P 100 High—®s6 ety High—ar, High P 1667%
Dodix Medbus—p33,33% Mk —p 40%% Malian — 504
Low—P3333%
Otha High —90% High —» 50% High —P56 65% Hgp—> 13.33%
Profexeorals Malin—p 5%  Modus —p 3333%  Molus —p3333%  Molion—b 666%
Low—d 1637%
Velcrnany High—P S813%  High—> 5% High — 64,58% High —P20%
Todreadam Molion—p51 3%  Melus—p 3333%  Molun—p2292%  Maolion—$72%
Low—p 333% Low— 8% Low—p %
Service sall High —»30% Mokum—p 6656%  High—P 20% Malian —» 85,575
Malisn— 60%  Low—b 3133% Mk —B 45% Low—1333%
Low—p- 10% Low—p 1333%
DISCUSSION nsks associated to biclogical agenss

The study presents the main risk
factors for exposure and the behawior for
competence. It is important to highlizht
that workers at veterinary centers and
zoological gardens are among the group of
people who are mostly exposad to several

exposure (GONZALEZ, 2013).

After calculating the workers
frequency. according to the years of work,
it was observed that the smallest frequency
15 among those with less than 10 years of
work, which was to be expected, because
the longer the time exposed to risk factors,
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the higher the change of gatting in confact
with the protozoan due to its diverse
transmission mechanisms. However, it
must be highhightad that in one’s personal
life, the person may, at some point, have
contact with one of the infecton
mechapisms. This fact indicates that,
because they are people with work
expenence, they should have more
consciousness at work about amimal safety
protaction measures Alonso er al. (2013).

According to the existence of a
higher frequency of positive workers in
areas of lower nisk, we can affimm that in
these areas, there are sufficient nisk factors
associated with toxoplasmosis and that
poor management practices and work
hyvzens cowld increase the nsk of
presentation of the diseass.

Among the professional occupation
mostly exposad to zoomosis are the
veterinary doctors and  techmiciams
(LECAROS er al, 2010). Observed that
service staff and caretaker were the omes
more exposed, that is, they presented a
higher frequency of positive serologic
results. Because they are the most exposad
to contracting zoonotic diseasss through
direct contact with amimals. In addition to
the possibility of not using adequate means
of protection
It is the first step towards intiating a

program for fighting and controlling these
diseases Miller er al. (2000), besides
highlighting that the demands of any action
to the prevention and conwol of thess
dissases 15 vigilance Alonso er al. (2013).

OIE (2015, 2017) designmates as
basic competences for wvetermanans the
knowladge, skills and attitudes requirsd so
that a state veterinary organization enables
the practice of the profession. This group
st have the theorstical knowledze and
capacitation for avoidmgz the nsk of
zoonotic diszases (HANISCH-KIRKEBRID
et al., 2013).

Besides that, vetennary doctors, on
account of their professional activities, are
constantly exposed to nsk (ALONSO er
al, 2015). This is explained due to the fact
that In some actvities inherent to the
profession, such as veterinary assistance,
there i1s nsk of contamination by some
zoonosis, which is a condition assumed as
“inevitable” by the professional during the
labor period (GARCIA, 2013; OIE, 2017).

Nevertheless, wveterinary doctors
and techmicians also have their part m
complying with OIE’ s (OIE, 2009, 2017)
mandate and, therefore, their professiomal
competence cannot be of low level in case
they come from a country which is part of
member of this intergovernmental
organization
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FINAL CONSIDERATIONS

The present study is pioneer for
making an anmalysis of vanables ‘risk
perception’ and ‘professional competence’
in two zoological gardens (Cuba National
Zoological Park and RIOZOO),
demonstrating that there 5 a lack of
knowladgze related to 2oonosis. This result
confimmed by the presence of antibodyanti-
T gond:ni, which have higher frequencies
among technical professionals that mainly
work in lower nsk areas. This is related to
the perceived nsk levels of occupatonally
exposed workers. This fact s an
institutional challenge in the differential
education to reduce health nsks to
workers.
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ANEXO 8.- Trabalhos apresentados em congressos

Evento: 52 Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
Local: Macei6-AL

Data: 21 a 24 de agosto de 2016

Modalidade: Péster

_ .:./eff/yf(*(((/ﬁ

Certificamos que o trabalho intitulado

Fatores de risco da transmiss&o do Toxoplasma gondii associado a atividades
ocupacionais de trabalhadores do Zoologico Nacional de Cuba e do RioZoo, Brasil

dos autores

Ginette Villar Echarte; Anderson Mendes Augusto; Yolanda Emilia Suarez Femandez;
Ana Leticia Carvalho Santos; Marcia Macedo Lima Dantas; Maria Regina Reis
Amendoceira

foi apresentado na drea de Outras infecgdes parasitanias

na forma de Poster durante o 520 CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL, realizado no periodo de 21 a 24 de agosto, no Centro Cultural e
de Exposicao Ruth Cardoso em Macei6/AL.

Maceid, 24 de agosto de 2016.

AT 0NN IS o Prasiteni? &3 Sociedags Presidante do 52° MadTop
TR ADKINA TSOBTA Brasieira 0 Medicng Tropicl

g : @ P 1l e
(‘5‘7 SBMT ~ Marcus Vini¢ius Guimaraes'de Lacerda Fernandolde Aradjo Pedrosa
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Evento: XXV CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA
Local: Buzios-RJ

Data: 03 a 06 de setembro de 201

Modalidade: Poster

XXV CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA
5 De 03 a 06 de setembro de 2017 - Bazios — Rio de Janeiro

Certificado

——
—

Certifica que Ana Leticia Santos, Ginette Villar Echarte, Anderson M. Augusto, Barbara S.N. Magalhdes. Pamela
Figueiredo Pereira, Igor Falco Arrude, Luise [B.B. Ribeiro, Vulmir Laurentino Silve and Maria Regina Amendoeira
participaram do XXV Congresso Brasileiro de Parasitologia, realizado em Buzios, de o3 2 o6 de setembro de 2017, o Rio
de Janeiro, com o trabalho Occurrence of antibodies IgG anti-Toxoplasma gondii in ducks (Cairina moschata) of

Fundation RIOZOO, Rio de Janeiro, Brasil

Rio de Janeiro, 6 de Setembro de 2017

(wa DhAe Mol » S L=

Dz Jose Roberto Machado e Silva Dr Jose Mauro Peralta
Presidente Presidente Comissdo Cientifica
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Evento: 54 Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
Local: OLINDA-PE

Data: 02 a 05 de setembro de 2018

Modalidade: Péster

..V,
;- MEDTROP: CERTIFICADO

54° CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE MEDICINATROPICAL

02 405 Setembro 2018

Centro de Convengies de Pemambuco
Qbodt3 PE

Certificamos que o trabalho SOROEPIDEMIOLOGIA DA INFEC(;AO POR TOXOPLASMA GONDIl EM
ANIMAIS SILVESTRES CATIVOS DO ZOOLOGICO NACIONAL DE CUBA cujos autores sdo: GINETTE
VILLAR ECHARTE, RAIDEN GRANDIA GUZMAN, HIRAM FERNANDEZ CASTELLANOS, RUSELA MARBEL
JUBAN OLIVA, MARIA REGINA REIS AMENDOEIRA AMENDOEIRA foi apresentado no 54° CONGRESSO
DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA TROPICAL — MEDTROP 2018, realizado no periodo de 02 a 05
de setembro de 2018, no Centro de Convengdes de Pernambuco, Olinda — PE, na modalidade E-POSTER.

Olinda/PE, 05 de setembro de 2018.

Readzacdo {

~ /.4 &(lk\._\\ -

@ §.".f.‘23........ Sinval Plnto Brandao Filho

V SIS TROROM Fresidente do MEDTHOP 2018

Apoio

o RENEZKA °. Q@CNPe Cracere BTN (D @mmee [T T el TUTERE

169



Evento: XX Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria

Local: Londrina-PR

Data: 17 a 19 de setembro de 2018

Modalidade: Poster
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