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DA SILVA, D.B. Diagnéstico soroldgico e molecular de Toxoplasma gondii
em primatas ndo humanos em Parque Zooldgico. Botucatu, 2016. 110p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A participacdo dos animais selvagens como reservatorios ou portadores de
zoonoses na natureza e em cativeiro é uma preocupacao emergente devido ao
potencial de transmisséo de agentes zoondticos. Dentre os animais de cativeiro
estdo aqueles alojados em zooldgicos, em particular os primatas de diferentes
espécies. Este estudo teve como objetivo pesquisar a infeccéo por T. gondii em
primatas ndo humanos em Parque Zoolégico Municipal. Anticorpos anti-T. gondii
foram avaliados pelos métodos soroldgicos de Aglutinacdo Direta Modificada
(MAD) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), bem como a técnica
molecular de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de sangue
de 43 primatas africanos, pertencentes as categorias do Velho Mundo e Novo
Mundo (Neotropicais). Dos animais estudados, 16/43 (37,2%) apresentaram
anticorpos anti-T. gondii & técnica de MAD e 10/43 (23,3%) a técnica de RIFI. A
prova de PCR todas as amostras foram negativas. Nenhuma diferenca
significativa (P< 0,001) foi observada com relacéo as variaveis sexo, idade e as
categorias Velho Mundo e Neotropicais. Os resultados demonstraram alta
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em primatas de Parque Zooldgico,
necessitando-se, portanto de um monitoramento constante para a infeccao, pela
realizacdo periodica de testes soroldgicos, bem como os cuidados relacionados
aos fatores de risco, como a procedéncia da areia utilizada nos recintos e dos
alimentos oferecidos aos animais, bem como, a higienizacdo adequada das
frutas e verduras fornecidas aos animais. Assim, a toxoplasmose deve ser
monitorada em ambientes de zooldgicos, principalmente pela orientacdo de seus
funcionérios e tratadores, pela modificacdo de habitos no manejo sanitario dos
animais, como forma de prevencao da infeccdo para os funcionarios bem como
para o publico visitante.

Palavras chaves: toxoplasmose, diagndstico, zoonose, primatas de cativeiro
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DA SILVA, D.B. Serological and Molecular Diagnosis of Toxoplasma gondii
in non-human primates at Zoo. Botucatu, SP, 2016. 110p. Mestrado —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The participation of wildlife as reservoirs or carriers of zoonoses in the wild and
in captivity is an emerging concern because of the potential transmission of
zoonotic agents. Among the captive animals housed in zoos, there are
particularly primates of different species. This study aimed to investigate the T.
gondii infection in non-human primates from Municipal Zoological Park. IgG
anti-T. gondii antibodies were evaluated by the serological methods Modified
Agglutination Test (MAT) and Imunofluorescence Antibody Test (IFAT), and the
molecular technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) in 43 blood samples
of Africans primates, belonging to the categories of the Old World and New World
(Neotropical). Among the 43 samples analyzed, 16 (37.2%) were reactive to 1gG
anti-T. gondii antibodies, according to the IFAT assay and 10 (23.3%) were
reactive to the MAT assay. All samples were negative to PCR test. Risk factors
analyses showed that no significant difference (P <0.001) was observed related
to gender, age and Old World and Neotropical categories. The results showed a
high prevalence of anti-T. gondii antibodies in primates from Municipal Zoo Park,
aiming therefore a constant monitoring for infection by periodic serological tests,
as well as care related to risk factors, such as the origin of the sand used in the
enclosures and the food offered to the animals, as well the proper cleaning of
fruits and vegetables supplied to them. Thus, toxoplasmosis should be monitored
in zoos environments, especially for the guidance of its employees and
attendants by modifying handling sanitary habits of animals as a way to prevent
infection for employees as well as the visiting public.

Key-words: toxoplasmosis, diagnosis, zoonosis, captive primate
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) é um dos patégenos mais bem
sucedidos tanto em nimero de hospedeiros quanto em porcentagem de animais
infectados pelo mundo (SU et al.,, 2010). Aproximadamente um ter¢co da
populacdo mundial encontra-se infectada em fase cronica pela toxoplasmose
(PENG et al., 2011). T. gondii é conhecido como um dos parasitos mais
estudados entre os coccideos. No entanto, sua importancia médica e veterinaria
faz com que muitos aspectos da biologia e da epidemiologia continuem a serem
pesquisados (DUBEY, 2010).

Pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida, Subclasse
Coccidia, Ordem Eucoccidiia e a Sub-familia Toxoplasmatinae (LEVINE, 1988).
Dentro do género Toxoplasma, este protozoario € a Unica espécie representante.
Os primeiros relatos de identificacdo deste parasito foram realizados em 1908
na Tunisia por Nicolle e Manceaux em roedores silvestres africanos. A espécie
foi descrita posteriormente com base na morfologia (Toxo = arco; Plasma =
vida) e no hospedeiro em que foi encontrado (Ctenodactylus gundi) (TENTER et
al., 2000; DUBEY, 2010).

A toxoplasmose é uma parasitose de alta prevaléncia com ocorréncia
mundial, que acomete os animais homeotérmicos, causada por um coccidio
intracelular obrigatério com distribuicdo cosmopolita (LANGONI et al., 2006;
IZASA, 2007; DUBEY, 2010).

Apesar de varios estudos terem sido realizados desde o inicio do
século XX, somente na década de 1960 o ciclo biolégico de T. gondii foi
elucidado. Isto ocorreu apés a demonstracao de estagios infecciosos do parasito
nas fezes de felideos que possibilitariam a transmissao a outros hospedeiros
(TENTER etal., 2000; DUBEY, 2010). Durante a evolu¢do T. gondii desenvolveu
ampla variedade de vias de transmissao, tendo como hospedeiros intermediarios
provavelmente todos os animais homeotérmicos e como hospedeiros definitivos
0s membros da familia Felidae (TENTER et al., 2000).

T. gondii possui trés linhagens predominantes, designadas I, 1l e lll.

As cepas tipo | ocorrem predominantemente em casos de toxoplasmose aguda,



enquanto que as cepas do tipo Il sdo prevalentes em pacientes com sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (Aids) e na toxoplasmose congénita (FUENTES,
2001). As cepas tipo Il tem sido identificadas como genatipo prevalente tanto em
animais como em humanos (HONORE et al., 2000). A cepa tipo Il € mais
frequente em animais do que humanos (HOWE e SIBLEY, 1995).

Embora seja um parasito com pouca especificidade quanto a
hospedeiros, os membros da familia Felidae (domésticos e silvestres), sdo os
Unicos hospedeiros nos quais se completa o ciclo enteroepitelial (fase sexual) do
parasito (DUBEY, 1994).

Em seus hospedeiros intermediarios, o parasito passa por duas fases
de desenvolvimento assexuado, a de taquizoito (de multiplicacdo rapida em
diferentes tipos celulares) e a de bradizoito (de multiplicagcéo lenta, responsavel
pela formacdo de cistos teciduais). Nos hospedeiros definitivos ocorre a
formacdo de oocistos que sao liberados ainda ndo esporulados nas fezes
(TENTER et al., 2000; DUBEY, 2004; HILL et al., 2004). A esporulacédo ocorre
no ambiente entre um a cinco dias, dependendo das condi¢cdes de temperatura
e umidade. Oocistos esporulados contém dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada (DUBEY, 2004; HILL et al., 2011).

Camundongos foram utilizados como modelo experimental e
observou-se que, apds a ingestdo de oocistos, 0s esporozoitos sdo encistados
passando pelos enterécitos e células caliciformes do epitélio intestinal. Desse
local, os parasitos podem infectar todos os tipos celulares do hospedeiro, com
excecdo das hemacias. A multiplicacdo celular propicia a formacdo de
taquizoitos, as quais multiplicam-se assexuadamente de forma intensa (HILL et
al., 2004; DUBEY, 2010).

Infeccdes com T. gondii ocorrem em animais domesticos e silvestres
em todo mundo. A toxoplasmose € uma doenca zoonética que abrange muitas
espécies de animais, incluindo os primatas ndo humanos. As alteracfes dos seus
habitats naturais e a maior frequéncia de pessoas que visitam zooldgicos
propiciam uma maior proximidade destes com os humanos. Desta forma, esta
proximidade tende a afetar a ecologia das doencas, aumentando a possibilidade

de transmissédo de zoonoses para 0os humanos e entre este grupo de animais.



Portanto, primatas podem ser considerados animais sentinelas para enfermidades
de interesse em saude publica, como a toxoplasmose (COOK e KARESH, 2008;
GILLESPIE e CHAPMAN, 2008; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2013; MOLINA et
al., 2014).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mecanismos de transmissao

Todas as formas evolutivas de T. gondii s&o consideradas infectantes,
tanto para hospedeiros definitivos, quanto para os intermediérios. As formas
mais frequentes de transmissao ocorrem por via horizontal ou vertical. Na forma
horizontal a infeccéo ocorre pela via oral, geralmente pela ingestdo de oocistos
esporulados infectantes que podem estar presentes no ambiente ou pela
ingestdo de carne crua ou mal cozida que contenha cistos teciduais (bradizoitos).
A via vertical ocorre pela transmisséao transplacentaria de taquizoitos (TENTER
et al., 2000).

O risco de transmisséo, associado a ingestdo de carne, varia entre 0s
diferentes paises de acordo com os habitos alimentares locais e com a
prevaléncia da doenca entre os animais criados para consumo. Estudos em
populacdes podem indicar os fatores de risco para a infeccéo, direcionando para

uma possivel via de transmissdo (COOK et al., 2000).

Milhdes de animais no Brasil sdo destinados a alimentacédo e séo
abatidos para o consumo humano por ano. Dentre esses merecem destaque 0s
suinos, uma das fontes mais provaveis de infec¢do pela ingestdo de carne, ja
gue o consumo da carne desta espécie vem aumentado consideravelmente pela
populacdo (DUBEY et al., 2012). Outra fonte importante de infec¢ao por cistos
teciduais é o consumo da carne de galinhas caipiras. Estes animais servem
como indicadores de contaminacdo do solo por oocistos, e também como fonte
de infeccao para felideos e humanos (DUBEY et al., 2003; DUBEY et al., 2004;
DUBEY et al., 2010). Estas séo frequentemente abatidas de maneira doméstica,
sendo que as visceras, muitas vezes, ndo sédo devidamente eliminadas e até
consumidas (DUBEY et al., 2012).

A contaminacdo ambiental por oocistos merece atengao especial na
transmissao da toxoplasmose, pois um unico felideo pode liberar mais de 100
milhdes de oocistos ndo esporulados (DUBEY 2010). Agua e o solo

contaminados podem servir como veiculos de transmissdo de oocistos para



frutas e vegetais de consumo, mesmo havendo poucos dados que confirmem
esta via de transmissdo (REMINGTON, 2011).

A transmissdo e difusdo do parasito associada a agua possuem
impacto epidemioldgico, jA que grande numero de pessoas podem se infectar,
resultando em surtos da doenca (KARANIS et al., 2013). Oocistos podem
permanecer viaveis por longos periodos na agua, resistindo a diferentes
temperaturas. Além disso, ndo séo facilmente destruidos por tratamentos
quimicos e fisicos, como a cloracdo e tratamento com ozbdnio (ROBERT-
GANGNEUX e DARDE, 2012).

A transmissao vertical caracteriza-se pela capacidade dos taquizoitos
atravessarem a placenta causando infeccdo congénita. A transmisséo
transplacentaria tem sido responsabilizada pela ocorréncia de debilidade,
natimortos, mortalidade neonatal e abortamentos, tanto em humanos como em
animais (TENTER et al.,2000). As infec¢des congénitas sao resultantes da primo
infeccdo materna que ocorre durante a gestacao, sendo a placenta responsavel
por este processo, ja que se torna um tecido alvo para a multiplicacédo do parasito
(ABBASI et al., 2003). A barreira placentaria é mais eficiente no inicio da
gestacao e possibilita a passagem de parasitos em menos de 10% dos casos no
primeiro trimestre, tornando-se mais permeavel ao longo da gestacao,
possibilitando a transmissdo em cerca de 30% dos casos no segundo trimestre
e de 60 a 70% no terceiro (ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012).

Relataram que, embora sejam mais raras, outras vias de transmisséo
sdo citadas na literatura, como a transfusdo de sangue (MARTINS, 2003; e
BIANCHI, 2005). Transplante de o6rgdos para receptores nédo infectados e
acidentes de laboratério (DUBEY, 2010).

2.2. Toxoplasmose em humanos

25 a 30% da populacdo mundial esta infectada por T. gondii, embora
as prevaléncias variam muito entre os paises e mesmo entre diferentes
comunidades de uma mesma regido (TENTER et al., 2000; ZHU et al., 2008;
DUBEY, 2010).



A sobrevivéncia dos oocistos pode ser afetada por fatores climaticos
e, consequentemente, as possibilidades de infeccdo dos animais consumidos.
Outros fatores condicionantes, tais como habitos culturais, sociais, alimentares
e econdmicos, bem como a qualidade da agua de bebida utilizada para irrigagédo
e 0 saneamento basico do local devem ser consideradas no contexto
epidemioldgico da toxoplasmose (SILVEIRA, 2015). As altas prevaléncias séo
classicamente observadas em paises tropicais com clima Uumido e quente,
enquanto frequéncias mais baixas sdo observadas em paises aridos ou muito
frios (ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012).

A infeccdo e a disseminacdo de patdgenos podem ocorrer entre 0s
animais selvagens do proprio zoolégico, animais sinantrépicos, funcionarios e o
publico visitante, devendo-se ressaltar, em especial, o risco potencial de
exposicdo em criangas e idosos (SILVA et al.,, 2007). Neste ambiente, os
primatas podem vir a se comportar como hospedeiros e reservatérios de agentes
etiologicos de diferentes zoonoses, incluindo a toxoplasmose (DUBEY e
BEATTIE, 1988; SILVA et al., 2001; FORSYTH et al, 2012). Portanto, tendo em
vista que tratadores e outros funciondrios de zooldgicos, estdo continuamente
expostos, bem como ocasionalmente o publico visitante, deve-se prevenir e
controlar possiveis zoonoses que possam estar sendo veiculadas no local, como

a toxoplasmose.

2.2.1. Imunocompetentes

Em individuos imunocompetentes, a infec¢cdo primaria possui uma
fase aguda de curta duracdo, caracterizada por febre, fraqueza muscular e
enfartamento dos linfonodos (SIBLEY ET al., 2009; ROBERT-GANGNEUX e
DARDE, 2012). Na maioria dos casos, tais infeccdes permanecem clinicamente
ndo aparentes. No entanto, alguns estudos relataram possivel associa¢do entre
a soropositividade para toxoplasmose com doencas psiquiatricas atipicas em
humanos (SIBLEY et al., 2009). Em geral, a infec¢éo € controlada pelo sistema
imune e raramente 0s pacientes necessitam de tratamento (SIBLEY et al., 2009;
ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012).



Sabe-se que uma grande parte dos pacientes com lesdes oculares
(toxoplasmose ocular) € resultante de infeccbes pds-natais adquiridas. O
tratamento da toxoplasmose ocular pode ser realizado com corticoides e
antibiéticos, embora néo eliminem a infeccdo (SIBLEY et al., 2009; GRIGG et al.,
2015).

2.2.2. Imunodeficientes

Em individuos imunodeficientes, os pacientes estdo sujeitos a maior
risco de reagudizacéo, seja por reativacao pela ruptura de cistos teciduais ou por
reinfecgdes (KHAN et al., 2007; ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012). O
encéfalo é o 6rgdo mais comumente atingido nestes pacientes, seguido dos
olhos, pulmdes e coracao. Nas lesbes ativas, grande nimero de taquizoitos sao
encontrados destruindo o tecido do hospedeiro (DUBEY, 2010).

Em pacientes com Aids, a toxoplasmose pode causar encefalite,
pneumonia, retinocoroidite, entre outros (DUBEY, 2010). A manifestacao
predominante é a encefalite, causando dores principalmente de cabeca, letargia,
perda de memodria e deméncia (HILL et al., 2004; KHAN et al., 2007). Apos o
surgimento da terapia antiretroviral, diminuiu a incidéncia de encefalite em

pacientes com Aids infectados por T. gondii (JONES et al., 2010).

Em individuos transplantados, a toxoplasmose aguda ou disseminada
pode ser resultado tanto da reativacdo de uma infeccédo latente, quanto de
infeccdo por cistos presentes no érgéo recebido. A toxoplasmose pulmonar ou
disseminada ocorre com mais frequéncia nestes pacientes por desenvolverem
rapidamente infeccéo progressiva, aléem de massiva disseminacao de parasitos
(DUBEY, 2010; ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012).



2.2.3. Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita tem sido responsabilizada pela ocorréncia
de natimortos, debilidade, mortalidade neonatal e abortamentos (SOUZA et al.
2015). Os recém-nascidos podem apresentar sinais classicos, que sao
caracterizados por hidrocefalia, microcefalia, calcificacbes cerebrais e
retinocoroidite (TENTER et al., 2000; ZHOU et al., 2011). No feto, a multiplicacéo
do parasito induz focos de necrose e intensa inflamacgao, levando a grandes
alteracdes, principalmente no cérebro e olhos (DUBEY, 2010).

Em 2007, em um estudo realizado na Europa, foi observada
prevaléncia de toxoplasmose congénita de 3,3 a cada 10.000 nascidos Vvivos.
Dos 272 casos que ocorreram naquele ano, 11 resultaram na interrupcao da
gravidez devido as lesbes cerebrais ou morte fetal e 87% dos nascidos vivos
foram assintomaticos (ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012).

Nos EUA, das 25 criancas com a doenca que nao foram tratadas até
0 primeiro ano de vida, 72% desenvolveram lesGes oculares novas durante um
periodo médio de acompanhamento que variou de 5 a 7 anos (PHAN et al.,
2008).

Na China, apesar da maioria dos nascidos vivos ndo apresentarem
anormalidades ao nascimento sem tratamento, muitos individuos desenvolvem

sinais neuroldgicos e retinocoroidite ao longo da vida (ZHOU et al., 2011).

No Brasil, em estudo realizado em Minas Gerais entre 0s anos de
2006 e 2007, observou-se um caso da doenca para cada 770 nascidos vivos,
sendo que 80% destes desenvolveram ledes oculares em pelo menos um dos
olhos, mesmo sendo assintomaticos ao nascimento (VASCONCELOS-SANTOS
et al., 2009).

Na maioria dos casos, o feto € exposto durante o ultimo trimestre de
gestagcdo quando os sinais sdo leves ou a crianga € assintomatica, ja que, neste
periodo, o risco de transmissao é bastante elevado. No entanto, apenas cerca
de 10% das criancas nascem com sinais clinicos detectaveis (KAYE, 2011). Por

outro lado, quando gestantes se infectam em idades gestacionais prematuras, o



risco de transmisséo transplacentaria se torna baixo, mas, caso ocorra, as
consequéncias para o desenvolvimento fetal sdo mais graves, podendo levar a
anomalias ou abortamento espontaneo do feto (PINARD et al., 2003; KAYE,
2011).

2.3. Toxoplasmose em animais

A deteccao da infeccao cronica por T. gondii em animais baseia-se
principalmente em testes sorologicos. Entretanto, somente o0s inquéritos
sorolégicos ndo fornecem informacgdes sobre a prevaléncia de parasitos viaveis,
uma vez que T. gondii ja foi isolado a partir de animais soronegativos (ROBERT-
GANGNEUX e DARDE, 2012).

2.3.1. Animais domeésticos

Os gatos sédo os hospedeiros mais importantes na epidemiologia da
toxoplasmose em humanos e outras espécies animais (DUBEY, 2004).
Geralmente, os felideos domésticos possuem menor prevaléncia em relacdo aos
silvestres por possuirem estilos de vida diferentes, principalmente devido ao
hébito de cacar ser mais frequente nos felideos silvestres (DUBEY, 2010). A
soroprevaléncia também varia de acordo com a idade dos felinos, a dieta, o
meétodo de teste soroldgico e a localizacdo geografica (PENA et al., 2008). Sabe-
se que a positividade aumenta com a idade, indicando a transmissao pés-natal
do protozoério (DUBEY, 2010).

A maioria dos gatos que eliminaram oocistos ndo excretam
repetidamente oocistos apds um novo desafio, pois desenvolvem imunidade
(PENA et al. 2011). Os bradizoitos sé&o altamente infectantes para gatos,
culminando na liberagéo de milhdées de oocistos apds a ingestédo. Por outro lado,

oocistos possuem infectividade baixa para estes animais (DUBEY 2010).

Pinto et al. (2009) analisaram o soro de 245 gatos domiciliados do Rio
Grande do Sul, encontrando 37,9% de animais soropositivos por RIFI. Pena et
al. (2008) determinaram a prevaléncia soroldgica e parasitologica de T. gondii

em 237 gatos de 15 municipios de S&o Paulo. Anticorpos anti-T. gondii foram
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encontrados em 84 animais (35,4%) pela técnica de Aglutinagdo Direta
Modificada (MAD). Os autores ressaltaram que estes animais, em algum
momento da vida, foram fonte de contaminacdo ambiental, sendo que o0 acesso

do animal a rua e a idade foram fatores considerados de risco.

Em suinos, pesquisas sorolégicas tém relatado uma distribuicdo
mundial de T. gondii. A prevaléncia varia entre 0s suinos comercializados em
supermercados criados em sistemas de confinamento e os porcos de criacdes

“caipiras” ou nao tecnificadas (DUBEY, 2010).

A prevaléncia de anticorpos para T. gondii entre ovinos é geralmente
maior que em outros herbivoros domésticos. Esta diferenca deve estar
relacionada a susceptibilidade das diferentes espécies a infec¢cdo (DUBEY,
2010). Nestes animais, a infeccdo ndo s6 resulta em significantes perdas
econdmicas, mas também tem implicacdes para saude publica por constituirem

uma fonte de infec¢do para os humanos (TENTER et al., 2000).

Em galinhas, prevaléncias sorolégicas utilizando a técnica de MAD
mostraram resultados variando entre 2 e 100% ao redor do mundo (DUBEY,
2010). H& basicamente dois métodos de criacao de galinhas, o chamado “free-
range” (galinhas de fundo de quintal) e o de criagdo em gaiolas ou galpdes
(galinhas de granja). A principal diferenca entre os dois grupos é que as galinhas
criadas ao ar livre (“free-range”) podem ingerir alimentos presentes no solo,
estando mais susceptiveis a adquirirem a infeccdo, pela ingestdo de oocistos
esporulados em comparacao as galinhas de granja, que sao alimentadas quase

exclusivamente com ragcéo seca processada comercialmente (ZHU et al., 2008).

2.3.2. Animais silvestres

Os processos que promovem a infeccdo em populacgdes silvestres sao
altamente complexos e envolvem a interacdo de caracteristicas fisicas,
biolégicas e ecoldgicas. A titulo de exemplo, o clima quente e seco €
desfavoravel a sobrevivéncia do oocisto, 0 que esta associado a baixa
prevaléncia em regides com estas caracteristicas. Ja em paises de clima tropical
umido a prevaléncia é alta. Quanto a dieta e ao comportamento alimentar dos

hospedeiros, a prevaléncia € menor em herbivoros do que em onivoros ou
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carnivoros, devido a eficacia cumulativa do ciclo predador-presa de T. gondii, ja
gue o carnivorismo permite que o ciclo se mantenha apenas entre hospedeiros
intermediarios (TENTER et al., 2000; ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012;
FORNAZARI e LANGONI, 2014). E possivel dizer que T. gondii € mais bem
adaptado a transmissao por carnivorismo em felideos e por oocistos nos demais
hospedeiros (SIBLEY et al., 2009; DUBEY, 2010).

Como ocorre nos animais domésticos e nos humanos, alguns fatores
podem aumentar o risco de animais selvagens se infectarem por T. gondii,
principalmente em areas sob influéncia humana e de animais domésticos
(VITALIANO et al., 2004; FORNAZARI et al., 2011).

A soroprevaléncia em felideos silvestres é geralmente alta, podendo
atingir 100% em alguns casos (DUBEY, 2010). A dieta e os hébitos
comportamentais de felideos silvestres tém grande efeito sobre a
transmissibilidade e a prevaléncia de T. gondii aos demais hospedeiros. Cafion-
Franco et al. (2013) verificaram pela analise por PCR de tecidos de 40 felideos

silvestres do Rio Grande do Sul, positividade em 34,4% dos animais.

No Brasil, estudos mostram a presenca da infeccdo em grande
variedade de animais silvestres. Truppel et al. (2010) realizaram estudo em
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), roedor utilizado para o consumo humano
em muitas areas da América do Sul. Com o uso da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em 26 capivaras do sul do Brasil, foi
observada soropositividade em 61,5% animais. Cabral et al. (2013) observaram
a presenca do parasito em morcegos do estado de Séo Paulo pela inoculacdo
de tecidos destes animais em camundongos. Estes autores destacaram a
importancia de insetos como transportadores mecanicos de oocistos, da
contaminacéo pela agua e solo, além da possibilidade de contaminacao pela

ingestao de sangue de um hospedeiro em fase aguda.

Podem-se destacar também estudos envolvendo animais aquaticos.
Uma variedade de animais como lontras, golfinhos, focas e morsas tem sido
relatada na literatura recente, com prevaléncia entre 47 e 100% (DUBEY,2010).
Estes animais servem como sentinelas da contaminagdo aquatica por oocistos,

pelo escoamento de agua doce no ecossistema marinho (DUBEY et al., 2003;
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ROBERT-GANGNEUX e DARDE, 2012). Estudo realizado com botos
amazonicos (Inia geoffrensis) mostrou a existéncia de anticorpos anti-T. gondii
em 82 dos 95 botos estudados. A presenca de oncas na regido em época de
seca, na qual as aguas estdo baixas, bem como o clima tropical umido sao

provaveis fatores associados a infec¢éo dos botos (SANTOS et al., 2011).

2.3.3. Primatas

Primatas s&o animais que apresentam cinco digitos nos pés e maos,
polegares opositores, unhas no lugar de garras, visdo de profundidade e
comportamentos complexos, muitos deles aprendidos e ndo apenas instintivos.
Apresentam ainda uma organizacdo social complexa; as crias sdo muito
dependentes das maes e tém uma infancia prolongada. S&o divididos em 2
grupos: primatas inferiores ou prossimios e primatas superiores ou antropdides
(LEWIN, 2005).

Dentre os animais selvagens, a toxoplasmose € responsavel por
mortalidade de primatas ndo humanos em populacbes de vida livre e em
cativeiro, ja que estes animais comumente desenvolvem infec¢do aguda e fatal.
S&o varios os surtos da doenca relatados em colénias de primatas ndo humanos
pelo mundo como na Holanda (BORST e VAN KNAPEN, 1984); Paris
(CUNNINGHAM et al., 1992); Dinamarca (DIETZ et al.,, 1997) e no Japéo
(INOUE, 1997), em zoolégicos e em criadouros do Brasil como em Sao Paulo
(BOUER et al.,, 1999; EPIPHANIO et al., 2003; DUBEY et al., 2006); na
Amazonas (ANDRADE et al., 2007) e Roraima (MALUENDA et al., 2009).

2.3.4. Primatas do Velho Mundo e Neotropicais

Os Antropoides, primatas superiores, simios, simiiformes ou,
simplesmente, macacos, sdo os membros da subordem Haplorrhini (significa
narina simples), que habitam todos os continentes exceto Oceania e Antartica.
Estes animais praticamente desapareceram da América do Norte e da Europa.
Os antropdides também podem ser divididos em pequenos antropodides e
grandes antropdéides (LEWIN, 2005; NEVES et al., 2008; DAWKINS, 2009) . Os
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pequenos antropdides sao os macacos do Velho e do Novo Mundo. Nesse grupo
também séo incluidos os gibdes. Os grandes antropoides sdo os hominideos
(LEWIN, 2005; BILHARINHO, 2014).

2.4. Animais de zooldgicos

A participacdo dos animais selvagens como reservatorios ou
portadores de zoonoses na natureza e em cativeiro é de grande relevancia no
contexto de Saude Publica (ACHA e SZYFRES, 2003). Dentre os animais
selvagens, a toxoplasmose causa elevada mortalidade de primatas ndo humanos
em cativeiro e em popula¢des de vida livre, jA que estes animais desenvolvem
infeccdo aguda e fatal (CASAGRANDE et al., 2013).

As alteracfes devido a infeccdo sdo secundarias a necrose tecidual
resultante da replicacdo e ruptura das células hospedeiras pelos taquizoitos
(JONES et al., 2000). Quando o hospedeiro adquire resisténcia, a infeccao torna-
se crbnica e, nestes casos, sao visiveis cistos de bradizoitos, principalmente na
musculatura esquelética e cardiaca, bem como no cérebro (JONES et al., 2000;
DUBEY et al., 2004).

A via de transmissao da toxoplasmose para primatas mantidos em
cativeiro pode ocorrer pelo contato direto com o oocisto presente nas fezes de
felideos, tanto do préprio zooldgico (felideos selvagens) como por animais
sinantrépicos, tendo em vista o contato mais frequente dos primatas com o solo
do que em vida livre, cujo habito é preferencialmente arboricola. A transmisséo
pode ser atribuida ainda ao consumo de carne crua contendo bradizoitos ou
alimentos contaminados por cistos ou oocistos esporulados (DUBEY et al., 2006;
SILVA, 2006; BOUER et al., 2010). Neste contexto, € importante a construcao
de recintos de primatas afastados dos felideos, além de treinamento adequado
dos tratadores para evitar a contaminacao cruzada (CASAGRANDE et al., 2013).

Deve-se estabelecer o controle de vetores mecéanicos, bem como o
uso exclusivo de utensilios em cada recinto, a desinfeccdo dos recintos,

utensilios e equipamentos de protecao individual ndo descartaveis, vazio
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sanitario e troca de substrato, em situagdes em que haja mudanca de animais
do recinto. Além disso, recomenda-se proceder adequadamente a limpeza diaria
dos recintos e o destino dos dejetos (SILVA, 2006).

A ndo adequacao do habitat dos primatas possibilita aproximacéo
maior com 0s humanos, podendo ampliar as possibilidades de transmisséo de
zoonoses. Portanto, os primatas podem ser considerados animais sentinelas
para varias enfermidades de interesse em saude publica, como a toxoplasmose
(MOLINA et al., 2014).

As espécies pertencentes ao grupo dos primatas neotropicais
geralmente apresentam toxoplasmose aguda e fatal, com sinais clinicos
inespecificos e tratamento ndo-responsivo. Segundo estudo conduzido em 33
primatas neotropicais acometidos por toxoplasmose, na Fundacdo Parque
Zoolégico de Sédo Paulo, os sinais clinicos mais observados foram apatia
(40,6%), dispneia (18,7%), hipotermia (15,6%), secrecdo nasal sero-
sanguinolenta ou espumosa (12,5%), anorexia (9,4%) e vomito (9,4%). Em
43,7% dos casos 0s animais vieram a Obito sem apresentar sinais clinicos
(EPIPHANIO et al., 2003). Neste ponto, 0s zooldgicos oferecem oportunidades
para o estudo desses animais em situagdes controladas e sdo importantes fontes
de informacéo para investigacdes epidemioldgicas de doencas transmissiveis
(SILVA et al., 2007; CAMPS et al., 2008).

Pesquisando a soroprevaléncia para toxoplasmose em animais
selvagens, em zoologicos do estado de S&o Paulo, Mato Grosso e Distrito
Federal foram encontrados 63,9% (102/169) de animais reagentes para
anticorpos de T. gondii pela técnica de RIFI (ANDRE et al., 2010).

Em zooldgicos do Norte e do Nordeste do Brasil, foi possivel detectar
a presenca de anticorpos anti-T. gondii em 33,15% (n= 61/184) das amostras de
mamiferos selvagens de varias espécies pelo teste de MAD, incluindo os
primatas (MINERVINO, et al., 2010).

A prevencdo da toxoplasmose em animais de vida livre ndo é
praticada. Ja a prevencdo dos humanos consiste em nao ingerir carne crua ou
mal cozida de aves e mamiferos selvagens, embora poucas sejam as espécies

cuja criagdo e comeércio sdo permitidos no Brasil. O controle da infec¢cdo nos
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felinos, higiene dos recintos e o destino adequado das fezes também é de
fundamental importancia no controle da toxoplasmose humana transmitida por
animais selvagens (FORNAZARI e LANGONI, 2014).

2.5. Avaliagao diagndstica

As provas sorologicas possibilitam a deteccdo da resposta do
hospedeiro frente a infeccdo (THULLIEZ et al., 1986). O sorodiagnostico é
tradicionalmente o método mais utilizado para confirmacédo da infeccdo, sendo
na maioria das vezes baseada na identificacdo de IgG especifica (NEVES, 1995;
UCHOA et al, 1999; SILVA, 2007).

Dentre os testes soroldgicos disponiveis para deteccao de anticorpos
para T. gondii, a técnica de MAD constitui-se em uma prova diagndstica bastante
utilizada em diferentes espécies animais, pois apresenta boa sensibilidade e
especificidade, ndo exige equipamentos especiais nem conjugados espécie-
especificos, 0 que a torna essa técnica muito Util, em especial na aplicacdo em
animais silvestres (DUBEY et al., 2003).

A RIFI é o teste padrdo para o diagnoéstico sorolégico de T. gondi,
identificando imunoglobulinas IgG utilizando-se conjugado anti-macaco espécie
especifico. A presenca de anticorpos anti-T. gondii em primatas pode alertar para
um ambiente contaminado com oocistos de felideos selvagens, pelo contato com
0 parasito ao manusear o alimento contaminado, bem como ao alimentar-se de
frutas ou de carne crua, ou ainda pela invasdo de passaros e/ou roedores nos

recintos, 0s quais sdo muitas vezes presas destes animais (LEITE et al., 2008).

Existe grande interesse na investigacdo molecular de T. gondii
provenientes de infecgdes de animais e humanos, com o intuito de verificar a
relacéo entre as variantes encontradas, bem como rastrear epidemiologicamente
0 agente para a identificacéo de fontes de infec¢do ou vias de transmissédo (OWEN
e TREES, 1999).

A detecgdo molecular do DNA de T. gondii ndo substitui os métodos
soroldgicos tradicionais no diagnostico da doenca. Entretanto, a associacdo do

diagnadstico sorolégico com o molecular pode confirmar a infeccdo precocemente
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no diagnoéstico (KOMPALIC-CRISTO et al., 2004), podendo-se sugerir estratégias

de controle nos recintos.

A toxoplasmose se apresenta como uma doenca de curso clinico
agudo e inespecifico com lesBes caracteristicas em varios 6rgaos, que pode
causar alta mortalidade em col6nias de primatas neotropicais e representar sério
problema a conservacdo dessas espécies em cativeiro. Assim, medidas
preventivas devem ser tomadas para evitar a infeccdo desses animais
(CASAGRANDE et al., 2013).



JUSTIFICATIVAS
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3. Justificativas

O Parque Zoolégico Municipal de Bauru esta localizado no interior do
estado de Sao Paulo, na cidade de Bauru e situa-se nas coordenadas 22°20’ de
latitude sul e 49°01’" de longitude oeste. Possui licenga IBAMA 1/35/91/2157;
SMA 8000/2011 e CRMV-SP 01601. Foi inaugurado no dia 24 de agosto de 1980
e contava com numero restrito de espécies de animais. No entanto, nos ultimos
anos sofreu diversas expansdes e atualmente possui uma area de 20 alqueires,

gue esta inserida em um ambiente de cerrado de mais de 200 alqueires.

E considerado zooldgico de grande destaque no pais, principalmente
devido a sua estrutura e preocupacao ecoldgica. Possui aproximadamente 880
animais e 227 especies, recebendo cerca de 150.000 visitantes por ano. Os
animais que residem no Zoologico sédo provenientes de diferentes continentes,
incluindo paises da Africa, Asia, Austrélia, Europa, Américas do Norte e do Sul,

embora a maioria seja proveniente da fauna brasileira.

A pesquisa de T. gondii em primatas ndo humanos procedentes do
Parque Zoologico Municipal de Bauru é desconhecida até o presente momento.
A conciliagé@o das técnicas sorolégicas e a confirmacao pelo PCR para T. gondii
e posterior sequenciamento genético, sao de grande utilidade para se pesquisar
a presenca de animais infectados no local, ja que anteriormente ocorreram 6bitos
de animais por infeccéo aguda de toxoplasmose. Desta forma, com este estudo,
pretendeu-se verificar a presenca de T. gondii em primatas ndo humanos
alojados no Parque Zoolégico Municipal de Bauru, SP, como uma forma de

vigilancia epidemioldgica para a toxoplasmose.

Pretende-se, também, propor medidas de controle no ambiente, ja
que os primatas ndao humanos podem servir como sentinelas para infecgéo
humana, por se infectarem de diferentes maneiras, seja pelo contato com fomites
contaminados, pela ingestdo de carnes cruas, frutas e de vegetais que possam
estar contaminados com oocistos de T. gondii, bem como pela ingestdo de

insetos e pequenos roedores.
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Em 2013 ocorreram casos de toxoplasmose no Parque Zooldgico
Municipal de Bauru, SP, causando o Obito de algumas espécies animais,
destacando-se os primatas ndo humanos africanos e pinguins, estes ultimos
possivelmente infectados pelo contato direto com a areia do recinto contaminada
com oocistos esporulados. Este episddio gerou grande preocupacao por parte dos
setores responsaveis pela administragdo do local. Os varios modos de
transmissdo do agente sejam pelo solo e agua contaminados por oocistos
esporulados eliminados por felideos, ou até mesmo pela oferta de verduras e
frutas que, por ventura, pudessem conter oocistos esporulados, ou ainda pela
ingestdo de carne crua contendo bradizoitos, possibilitariam a infeccdo destes
animais. Tal situacdo demonstra o risco de contaminacdo nas areas onde
tratadores, médicos veterinarios e seus auxiliares encontram-se expostos
diariamente, bem como riscos para os transeuntes, ja que o Parque Zooldgico
Municipal de Bauru é um local de intensa visitacdo, principalmente de criancas,
justificando-se a investigacao desta zoonose em primatas, 0s quais sao altamente

susceptiveis.



OBJETIVOS
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral:

- Pesquisar a ocorréncia de T. gondii em primatas ndao humanos,

procedentes do Parque Zooldgico Municipal de Bauru, SP.

4.2. Especificos:

- Determinar o perfil sorolégico da toxoplasmose em primatas nao
humanos de diferentes espécies, que habitam o Parque Zooldgico Municipal de
Bauru-SP, pelos métodos de RIFI e MAD;

-Realizar o diagndéstico molecular pela PCR para T. gondii e posterior

sequenciamento genético.



MATERIAL E METODOS
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Animais e local de estudo

No presente estudo, foram utilizadas amostras de sangue de 43
primatas ndo humanos, pertencentes ao plantel do Parque Zooldgico Municipal
de Bauru, SP, de diferentes espécies. O Zooldgico esta situado nas coordenadas
22°20’ de latitude sul e 49°01’ de longitude oeste.

Os animais pertenciam a diferentes recintos em localidades variadas
do parque, 0s quais permitiam o acesso de animais sinantropicos, como gatos
domésticos e roedores. A localizacdo dos diferentes recintos dos primatas
africanos pertencentes ao Zoolégico de Bauru encontra-se detalhada na Figura
1.

Figura 1. Mapa de localizacdo dos recintos dos primatas africanos do Novo e

Velho Mundo no Parque Zoolégico Municipal de Bauru-SP. Botucatu, 2016.

Fotos: Arquivo pessoal

llustracdo: Santos, W.J.



A amostragem foi
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de conveniéncia e bastante heterogénea,

abrangendo mais da metade de todos os primatas locados no Zoologico. Foram

consideradas apenas as amostras de sangue que continham volume adequado

para realizacdo da prova molecular de PCR e para realizacdo dos testes

sorolégicos (Quadro 1).

Quadro 1. Categorias, espécies, nome cientifico, nome popular e numero de

amostras coletadas para pesquisa de Toxoplasma gondii em primatas n&o

humanos, pertencentes ao Zooldgico Municipal de Bauru-SP. Botucatu, 2016.

Categoria Espécies Nome cientifico Nome Popular n %
Alouatta A. belzebul Guariba de médos ruivas 2 (4,6)
A. caraya Bugio preto 5(11,7)
A. fusca Bugio 3(7)
A. seniculus Bugio 2 (4,6)
Neotropicais
Ateles A. chamek Macaco aranha da cara 2 (4,6)
preta
A. marginatus Macaco aranha da testa 3 (7)
branca
A. paniscus Macaco aranha da cara 2 (4,6)
vermelha
Cebus C. albifrons Cairara 2 (4,6)
Erythrocebus E. pata Macaco pata 3(7)
Lagothrix L. lagotricha Macaco barrigudo 3(7)
Mandrillus M. sphinx Mandril 6 (14)
Velho Mundo Papio P. hamadryas Babuino Sagrado 9 (21)
P. papio Babuino Comum 1(2,3)
Total 43 (100)

n= ndmero de amostras coletadas

%=porcentagem
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O fornecimento de frutas e verduras era de procedéncia das Centrais
Estaduais de Abastecimento (CEASA) de Bauru; (Figura 2A). Ja o fornecimento
de carnes foi relatado ser realizado por compra por licitacdo do préprio zooldgico,

mas nao nos foi informada a procedéncia do fornecedor.

A procedéncia da areia colocada nos recintos também néo nos foi
informada. Quando necessario, era realizado o transporte da areia de um recinto
desalojado para outro, ndo importando as espécies mantidas de animais
(Figura 2B).

Figura 2. Frutas fornecidas no Zoolégico aos animais (A). Areia recolocada nos

recintos dos primatas africanos do Velho Mundo (B), do Parque Zoolégico
Municipal de Bauru, SP. Botucatu, 2016.

Fonte: (Arquivo Pessoal)

A idade também era variavel nos recintos, ndo sendo possivel estabelecer
a idade de todos os animais. Os animais foram categorizados como menores ou
iguais a 1 ano de idade (< 1 ano), para filhotes e maiores de 1 ano de idade (> 1

ano), para animais considerados adultos e fémeas com filhotes.

5.2. Autorizacao do Zooldgico Municipal de Bauru-SP.

A autorizacdo para o desenvolvimento de atividades cientificas no
Parque Zooldgico Municipal de Bauru foi concedida pelo Diretor do Zooldgico
(Anexo A).
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5.3. Autorizagao para Realizagdo da Pesquisa com animais silvestres -
SISBIO.

A autorizacdo para a realizacdo da pesquisa foi aprovada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade- (ICMBIO), Sistema
de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade (SISBIO), do Ministério do Meio
Ambiente (MMA), com registro niumero 44885-1 e Cdédigo de Autenticacao:
38253396 (Anexo B).

5.4. Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), FMVZ — UNESP,
Botucatu, SP

A realizacao do presente projeto de pesquisa foi aprovada pela CEUA
(protocolo n°139/2014), j& que o projeto ndo fere qualquer preceito ético e de uso
de animais na realizagéo deste estudo cientifico (Anexo C).

5.5. Coleta de sangue

Os procedimentos de coleta de sangue foram realizados por puncao
venosa periférica ap0s assepsia com alcool 70%, realizados pela médica
veterinaria responsavel do Parque. Os animais foram sedados com anestésico
cloridato de Ketamina, na dose de 1mg/kg, previamente a intervencéo

odontoldgica preventiva nos primatas, que ocorria semanalmente.

Uma aliquota do sangue coletado foi destinada em tubos vacutainer
contendo EDTA, para a realizacdo da técnica de PCR para T. gondii. Outra
aliquota da amostra foi armazenada em tubo seco, para obtencdo do soro e

realizacdo das técnicas de MAD e Reacéo de RIFI.

5.6. Local de realizacdo dos exames

As analises sorologicas foram realizadas no Laboratério de Sanidade
Animal da APTA/SAA — Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios-Pélo
Centro-Oeste-Bauru, SP e no Laboratério de Zoonoses do Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica da FMVZ/UNESP, Botucatu. As analises



24

moleculares foram realizadas no Laboratério de Sanidade Animal da APTA/SAA

- Bauru e no Instituto Adolfo Lutz - Regional de Bauru, SP.
5.7. Producao de Antigeno

Um total de 20 camundongos foram inoculados, via intraperitoneal,
com 1mL das suspensdes da cepa RH, de T. gondii previamente selecionadas.
Decorrido trés dias, os animais foram eutanasiados e coletou-se o exsudato
peritoneal, inoculando-se 10 mL de solucao fisioldgica 0,9% estéril, por animal,
aspirando-se em seguida. ApOs avaliacdo microscopica, 0s exsudatos
peritoneais ricos em parasitos e livres de contaminagéo bacteriana, hemacias e
leucdcitos, foram misturados volume a volume, com liquido ascitico tumoral
(células de sarcoma murino TG 180, derivadas de sarcoma ATCC-CCRFS-180
), previamente diluido a 1/10 em solucao fisiolégica 0,9% estéril, para se obter
volume final de 120 mL de suspensdo. Com esta suspensdo de taquizoitos e
células tumorais, devidamente homogeneizadas, e mantida em gelo, 60
camundongos Swiss, com 30 dias de idade, foram inoculados com 2mL da
suspensao, via intraperitoneal. Dois dias ap06s a inoculacao, realizou-se o lavado
peritoneal, com 10 mL de solucéo fisiol6gica 0,9% estérii (DESMONTS e
REMINGTON, 1980; SILVA, 2006). Cada lavado foi acondicionado em tubo de
ensaio esterilizado, com tampa de borracha, e mantido em repouso por uma

hora.

Todos os lavados foram avaliados microscopicamente quanto a
presenca de bactérias e células sanguineas, inflamatérias e sarcomatosas. Os
lavados que apresentaram elevado namero de parasitos, livres de células e
contaminacdo bacteriana, foram transferidos por inversdo dos tubos em
recipientes apropriados, homogeneizados e centrifugados em diferentes
rotagOes, de acordo com Silva (2006).

5.7.1. Preparacdo de antigeno inativado pela formalina (MAD)

Foi adicionado (volume/volume) formalina a 12% (Formaldeido a 6%),
diluida em Solugéo Salina Tamponada (SST) pH 7,2 a suspensao com parasitos,
incubando-a “overnight” a temperatura ambiente. Ap6s um dia, foi centrifugado

a 600 x g durante 10 minutos e ressuspendido o sedimento em 50 mL de SST
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0,01M pH 7,2. Esse processo foi repetido por mais trés vezes, para remover 0S
restos celulares e o formaldeido. Por fim, ressuspendeu-se o sedimento em
solucdo tampéo borato pH 8,7, que foi ajustado a suspenséo final para 2x104
parasitos por pL, e acondicionando a 4°C, até o momento da utilizacdo
(DESMONTS e REMINGTON, 1980).

5.7.2. Inativacdo e sensibilizacdo de laminas para a Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta — RIFI

Ao exsudato peritoneal rico em taquizoitos foi misturado com igual
volume de solucdo formalina 2%, obtendo-se uma suspensdo de exsudato-
formol a 1%. Esta suspensado foi transferida para um tubo de centrifuga e
incubada em estufa bacteriolégica a 37°C por 30 minutos, agitando-se por
inversao delicada do tubo, a cada 10 minutos. A seguir foi centrifugado a 1600 x
g por 10 minutos, e o sobrenadante foi desprezado, ressuspendendo-se o
sedimento em solucéo salina 0,85% até obter-se de 20 a 30 parasitos por campo
microscopico. Em seguida foram dispostas 50 pL da suspenséo entre a lamina
e laminula 24x60mm, utilizando-se o aumento de 40 vezes para a realiza¢do da

leitura, obtencao e contagem dos taquizoitos.

A fixacdo do antigeno na lamina foi procedida transferindo-se 10 uL
da solucéo antigénica, sobre os orificios de lamina especial de vidro para RIFI
(Perfecta®), aspirando-se a seguir o excesso, restando somente uma fina
pelicula sobre cada orificio, aps a secagem a temperatura ambiente. As laminas
assim preparadas foram mantidas em caixas de madeira e laminarios a -20°C,

até o momento de uso, por periodo ndo superior a dois meses.

5.8.Testes Soroldgicos

As amostras de sangue aliquotadas em tubos secos foram
centrifugadas a 1600 x g por 10 minutos, para obtencdo do soro sanguineo e
imediatamente acondicionadas em microtubos plasticos devidamente
identificados com o nimero de protocolo e processadas de acordo com a técnica

utilizada.
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As provas soroldgicas de escolha foram a MAD e a RIFI.

5.8.1. Aglutinacao Direta Modificada

Na técnica de MAD foi utilizado o antigeno proposto por Desmonts e
Remington (1980).

As amostras de soro foram diluidas em microplacas de fundo chato,
adicionando-se 120 pL de SST 0,01M pH 7,2, na primeira cavidade e 50 pL em
todas as demais utilizadas. Na primeira cavidade, foi adicionado 5uL de soro
(diluicdo 1:25) e, apdés homogeneizacdo com auxilio de micropipeta, foi
transferido 50uL para a cavidade seguinte, correspondendo a diluicdo 1:50. O
mesmo procedimento foi realizado até a diluicdo de 1:400 (PIMENTEL et al.
2009; PENA et al., 2011; ALVARADO-ESQUIAVEL et al. 2013; FERREIRA et al.
2015). A sequir, 25pL de cada diluigédo do soro foi transferida para as respectivas
cavidades de microplacas com fundo em “V”. Adicionou-se 25uL de 2-
mercaptoetanol (0,2M), diluido em SST 0,01M pH 7,2, para quebrar as pontes
das imunoglobulinas (Ig) IgM visando a deteccdo posterior somente de IgG. Em
seguida, adicionou-se 50uL da preparacdo de antigeno, ja ajustada a
concentracéo ideal para sua utilizacdo, diluida em tampéao borato pH 8,7, a cada
um dos pocos utilizados. Apds homogeneizacdo as microplacas foram seladas
com papel laminado e incubadas em estufa a 37°C por 12 horas (SILVA, 2006).
A amostra foi considerada soronegativa quando se observou um depdésito da
suspensao de parasitos no fundo do pogo em forma de “botédo ou anel no fundo”
(Figura 3A). Ao contrario, foi considerada soropositiva, na presenca de uma
pelicula cobrindo pelo menos metade do fundo da cavidade (Figura 3B) (DA
SILVA et al., 2011).
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Figura 3. Técnica de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD), para deteccéo de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG, em amostras de soro de primatas n&o

humanos. Reacéo positiva (A) e negativa (B)

Fonte: Arquivo Pessoal

5.8.2.Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

A RIFI foi realizada segundo Camargo (1966), utilizando-se conjugado
comercial anti-lgG de macaco (Sigma® Co. St. Louis,USA), diluido nas devidas
proporcdes para deteccao de anticorpos anti-T. gondii. Os soros foram diluidos
em SST 0,01M pH 7,2, a partir da diluicdo 1:25, duplicando até a obtencao do
titulo final, estabelecendo-se como triagem de animais positivos um ponto de
corte a partir da diluicdo 1:25 em solucao salina tamponada pH 7,2, e incubadas
em camara umida a 37°C por 30 minutos. Ap0s a incubacao, as laminas foram
lavadas duas vezes na solucao tampao (10 minutos cada lavagem) Apds a
secagem das laminas, foi adicionado o conjugado anti-lgG de macaco. O
conjugado foi previamente adicionado em solucdo tampao pH 7,2 contendo
0,02% de azul de Evans. Novamente as laminas foram incubadas em céamara
umida a 37°C por 30 minutos e lavada duas vezes por 10 minutos cada lavagem.

As leituras das laminas foram realizadas em objetiva de 40x, em
microscopio de fluorescéncia, considerando-se positiva a diluicdo em que os
taquizoitos apresentassem sem nitida fluorescéncia verde na membrana celular,
contra o fundo vermelho das formas coradas pelo azul de Evans. O titulo final foi
considerado como a maior diluicdo do soro em que ainda houvesse fluorescéncia

completa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos (Figura 4A). A auséncia
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de fluorescéncia ou apenas na extremidade dos parasitos, conhecida como
fluorescéncia polar, foi considerada como reacdo negativa (Figura 4B). As
amostras positivas a essa diluicdo foram novamente testadas nas diluicdes 1:50,
1:100, 1:200 e 1:400, obtendo-se assim o titulo de anticorpos final da amostra.

O ponto de corte, assim como as demais diluicbes, foram alteradas
para preservar o conteudo escasso de soro a ser analisado, utilizando-se assim

5 uL ao invés de 10pL.

Figura 4. Técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), para
deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii IgG, em amostras de soro

de primatas ndo humanos. Reacao positiva (A) e negativa (B)

Fonte: Arquivo pessoal

6. EXAMES MOLECULARES
6.1. Extracdo do DNA para pesquisa de T. gondii

A purificacdo do DNA das amostras de sangue foi realizada com Kit
comercial Axy Prep DNA Blood Genomic Miniprep (Axygen Scientific®,USA),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. O DNA extraido das amostras foi

mantido a -20°C até o momento do uso.

6.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase para T. gondii

As condicbes de amplificacdo da PCR em termociclador foram as
seguintes: cada tubo de reacdo de 0,2mL recebeu tampéo de PCR (50mMKCI,
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20mM de Tris-HCI), 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de DNTPs, 1U de Tag-polimerase
(Platinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen®, USA), 10 uM de cada primer, 1uL
da amostra testada e 8,3uL de agua ultra pura (MIX-PCR), finalizando em 11puL
do MIX-PCR e 1L do produto de extracdo do DNA.

No termociclador (Eppendorf Mastercycle PRO®) as condicdes de
amplificacdo foram de acordo com protocolo de Homan et al. (2000),
compreendendo um ciclo para desnaturacdo inicial a 94°C por 7 minutos;
desnaturacao, anexacao dos iniciadores e alongamento em 34 ciclos por um
minuto cada a 94°C, 60°C e 72°C, respectivamente; seguido de um ciclo de 72°C
por 10 minutos. Foram utilizados os iniciadores TOX 4 e TOX 5, descritos a

seqguir:
TOX4:5 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) 3’

TOX5:5’ (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) 3’

Nesta reacdo, os produtos resultantes apresentaram 529 pares de
base (pb) de comprimento (HOMAN, et al., 2000).

6.3. Controles

Para o controle positivo da reacao, utilizou-se a cepa RH de T. gondii,
cedida pelo Laboratério de Diagnostico de Zoonoses da FMVZ-UNESP-

Botucatu, enquanto a agua mili-Q estéril foi o controle negativo.

6.4. Eletroforese em gel de agarose

A identificacdo dos produtos amplificados foi realizada pela eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, corado com Syber safe® (Thermo Fisher Scientific®), e
submetido a corrida eletroforética em cuba horizontal HE99 (Amershan
Biosciences®) contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09m de acido bérico e 0,001M de
EDTA). A voltagem utilizada foi de 90V por aproximadamente 50 minutos.
Utilizou-se a fonte Electrophoresis Power Supply Model EPS 301 (GE-
Healthcare®). Para o padrdo de peso molecular foi utilizado o DNA Ladder, com
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100pb (Thermo Fischer Scientific®). O tamanho dos fragmentos amplificados
foram verificados a partir da comparacédo visual com os padrdes de peso
molecular e com as cepas padrdo que serviram como controles positivos

utilizando-se o foto documentador digital Major Science®.

7. ANALISE ESTATISTICA

Foram construidas tabelas de contingéncia e calculados o coeficiente
Qui-quadrado para se verificar a concordancia entre os testes diagndsticos
utilizados. Com os dados obtidos, também foram calculados valores de
sensibilidade e especificidade relativa, comparando-se a técnica sorolégica de
MAD e RIFI e com a técnica de PCR para T. gondii. Foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5, para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA, 2016).



RESULTADOS
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8. RESULTADOS

8.1. Provas Soroldgicas

8.1.1. Método de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD) e Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A prevaléncia de primatas positivos a MAD foi de 37,2% (n = 16/43).
Dentre os animais positivos, o titulo de maior frequéncia foi 200 (31,2%), seguido
dos titulos 100 e 400 (18,7%), 25 e 50 (6,2%).

No teste soroldgico de RIFI, observou-se 23,3% (n= 10/43) de animais
reagentes, obtendo-se os titulos 25 em 40%, seguido de 200 em 30%, 100 em

20% e 50 em 10%. Nenhum animal apresentou titulo = 400.

A prevaléncia de animais sororreagentes variou entre 14,3 e 41,7%
entre os animais menores de um ano e maiores de um ano de idade,
respectivamente com intervalo de p de > 0,17 e <0,71 nos dois testes realizados
(Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise univariada de fatores de risco para a soroprevaléncia de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii, em primatas ndo humanos procedentes do

Parque Zoologico Municipal de Bauru, SP. Botucatu, 2016.

Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii

Fatores n® MADP f¢©  Valor p* | RIFIP fe Valor p *
Sexo
Macho 18 9 50,0 0,14 5 20,0 0,55
Fémea 25 7 28,0 5 27,8
Idade
<1 ano 7 1 14,3 0,17 2 28,6 0,71
>1 ano 36 15 41,7 8 22,2
Classes
Velho 27 11 40,7 0,53 5 31,2 0,33
Mundo
Neotropicais 16 5 31,7 5 18,5

Legenda: 2 Total de animais estudados, ® Reagentes para pesquisa de anticorpos
pela MAD e RIFI quando titulo 225; ¢ frequéncia dos reagentes, * teste Qui-
quadrado, associacdo com a soroprevaléncia de T. gondii pela MAD e RIFI.
MAD= Aglutinagdo Direta Modificada; RIFI=Reac¢&o de Imunofluorescéncia
Indireta.

A prevaléncia foi diferente entre os sexos dos animais (p =0,14) para
o teste de MAD, sendo que os machos se apresentaram em 50% das amostras
analisadas sororreagentes para anticorpos anti-T. gondii, enquanto a RIFI
(p =0,55) essa diferenca foi menor: apenas de 20% nos machos contra 27,8%

nas fémeas estudadas.

Ao estudar os animais pertencentes ao Novo Mundo (Neotropicais),
foi encontrada a frequéncia de 40,7% de animais sororreagentes, contra 31,2%
de animais sororregentes do Velho Mundo no teste de MAD e, 18,5% e 31,2%,

respectivamente, para RIFI.
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Os resultados da andlise univariada para frequéncia de titulos
encontrados nas amostras pesquisadas indicaram que, dentre os dois testes
sorologicos utilizados, a MAD mostrou-se mais sensivel por apresentar maior
namero de animais reagentes a triagem e uma titulacdo maior comparada a
técnica da RIFI, que se mostrou mais especifica, sendo que todos os animais
gue se apresentaram positivos a triagem, comprovaram positividade a titulacéo,
mesmo com titulo baixo (< 25), apresentado pela maioria dos animais (Tabela
2).

Tabela 2. Soroprevaléncia de anticorpos da classe IgG anti-T. gondii e analise
univariada pelas técnicas de MAD e RIFI em 43 primatas ndo humanos

provenientes do Parque Zooldgico Municipal de Bauru-SP. Botucatu, 2016.

Titulacdo de anticorpos anti-T. gondii

Titulos
Técnica 25 50 100 200 400 NR
MAD 6,2 6,2 18,7 31,2 18,7 18,7
RIFI 40,0 10,0 20,0 30,0 - -

Legenda: - (zero por cento)

A associacdo entre as variaveis e a soropositividade nao foram
significantes quando ajustada ao numero total de animais pesquisados. A maior
prevaléncia foi encontrada na variavel sexo, sendo a metade dos animais
pesquisados sororreativos a MAD, ao contrario do que foi observado para RIFI,
com a maior prevaléncia observada na categoria primatas do Velho Mundo,

obtendo-se 31,2% dos animais sororreagentes.

Ja em relacdo a variavel sexo, observou-se que, apenas 20% dos
machos foram sorreagentes, e quanto a idade nem o teste de MAD e o teste de

RIFI foram associados a soropositividade dos animais.
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8.1.2. Reag&o em Cadeia da Polimerase (PCR) para Toxoplasma gondii

Todas as amostras de sangue se apresentaram negativas ao teste

molecular de PCR convencional, ndo se realizando, portanto, o sequenciamento.



DISCUSSAO
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9. DISCUSSAO

A toxoplasmose em primatas ndo humanos € de ocorréncia mundial,
de grande prevaléncia inclusive na fauna selvagem, nas formas de vida livre e
em cativeiro (PIMENTEL et al., 2009). Apesar das evidéncias sorologicas da
infeccdo por T. gondii em animais selvagens, ainda ndo esta bem esclarecido o
impacto destes primatas na cadeia epidemiologica e tampouco a respeito da
susceptibilidade das variadas espécies ao parasito (VITALIANO, 2012). Mesmo
em felideos, que servem como hospedeiros definitivos na transmissdo e na
manutencdo da toxoplasmose em seu habitat, ha poucos estudos sobre o seu
envolvimento dessa espécie na epidemiologia da enfermidade (CANON-
FRANCO et al., 2013)

A técnica de MAD é um teste sorolégico bastante sensivel e
especifico, baseada na reacdo direta antigeno-anticorpo, adicionado de 2-
mercaptoetanol, que destréi as pontes de dissulfeto presentes na cadeia J de
IgM e IgA secretora, limitando assim a ocorréncia de reacdes inespecificas
(WILSON et al., 1990). A técnica de MAD utilizada por Thulliez et al. (1986),
adaptada por Desmonts e Remington (1980) e, posteriormente, por Montoya
(2002) e Montoya et al. (2007), possibilita a diferenciacdo do estagios agudos e
cronicos de infeccdo. Outra vantagem deste teste é a ndo necessidade de

conjugado espécie-especifico (SILVA, 2007).

A Reacdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € o teste considerado
padrdo ouro para o diagnostico sorolégico da toxoplasmose, apresentando alto
indice de sensibilidade e especificidade (CAMARGO, 1966).

No presente estudo foi observada soroprevaléncia de 37,2% em
primatas pertencentes ao Zooldgico Municipal de Bauru, SP, ao teste soroldgico
de MAD e 23,3% na RIFI, em 43 amostras de primatas amostrados dos quais, a
maior parte dos animais positivos, com titulos de 200 U no teste de MAD e 25 a
RIFI.

Todos os animais encontravam-se em estagio crénico da infeccao,
ndo se podendo determinar o periodo da infec¢éo, pois priorizada a detec¢éo de

IgG. Os animais com titulos baixos podem apresentar infec¢do leve ou até
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mesmo infeccdo em seu estdgio inicial. A toxoplasmose apresenta resposta
imune especifica. Estabelece-se a formacdo de cistos e, com isso, a
multiplicacdo € lenta, porém constante (FERREIRA-DA-SILVA, et al. 2008;
SILVA, et al., 2009).

Todas as amostras de sangue avaliadas foram negativas a PCR,
indicando que os animais estudados ndo se apresentavam em infeccdo aguda

no momento da coleta.

Tendo em vista os resultados obtidos, sugere-se continuidade na
pesquisa soroldgica para T. gondii nos primatas do zooldgico, se possivel com
coleta de amostras pareadas, para que se possa identificar os animais
recentemente infectados e verificar se h4 aumento dos titulos a repeticdo do

teste.

Andlises soroldgicas para toxoplasmose poderiam também ser
realizadas em outras espécies, como os felideos, que sdo os hospedeiros
definitivos. A pesquisa de oocistos esporulados em agua e alimentos, bem como
na areia dos ambientes dos recintos néo foi realizada. Entretanto é fundamental

na cadeia epidemioldgica de transmisséo desta zoonose para 0s animais.

A informacéo sobre a procedéncia da carne consumida pelos animais
e a areia utilizada no ambiente dos recintos de vivéncia dos primatas é
indispensavel, ja que podem ter sido a fonte de oocistos esporulados de T. gondii

na infecgéo dos animais.

Nos recintos havia presenca de areia para a ambientacdo dos
animais, nao tendo-se a informacao da sua origem. A procedéncia da areia dos
recintos é de extrema importancia, tendo em vista que ja houve registros de
Obitos no recinto dos pinguins, tendo-se encontrado oocistos de T. gondii nesta
areia, e cistos teciduais em tecido cerebral de um exemplar de pinguim enviado
a exame patoldgico, realizado no Laboratério de Patologia da Universidade
Estadual Paulista — UNESP, campus de Aracatuba-SP (Comunicacao pessoal-

Veterinaria do Zoologico).

Com relacdo a variavel sexo e a soropositividade dos animais
estudados, constatou-se que houve 41,9% (18/43) de animais sororreagentes,
sendo 50,0%(9/18) machos na MAD e 27,8% (5/18) na RIFIl. Maiores taxas de
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infeccdo em animais machos também foram encontradas em 60,0% no estado
de Sergipe (PIMENTEL et al., 2009), e menores taxas como 33,3% no estado de
Séo Paulo (SILVA et al., 2013).

Os animais machos apresentaram OR de 2,8 vezes a MAD e OR de
1,5 vezes a RIFI, tendo, portanto, uma maior chance de apresentar machos
soropositivos em relacdo as fémeas. Dentre as categorias estudadas, o sexo dos
animais também nao foi um fator de risco neste estudo, ao contrario de
resultados apresentados em pesquisa realizada em cinco estados do nordeste
brasileiro por Ferreira et al. (2015), no qual a variavel sexo dos animais machos

foi significante estatisticamente.

Os primatas de cativeiro podem ser importantes reservatorios de T.
gondii, assumindo o papel de sentinelas para a informacdo de fontes de

contaminacgao no recinto.

Quanto a variavel idade observou-se OR de 4,3 vezes maior a MAD
e OR 0,7 vezes maior a RIFI indicando maior risco de infeccdo em relacdo aos
animais mais velhos (> de 1 ano de idade). No entanto, essa diferenca néao foi
considerada significante, de maneira similar ao obtido por Da Silva et al. (2013)
em primatas de Sao Paulo.

Os primatas foram categorizados em duas diferentes classes
denominadas de primatas de Velho Mundo e primatas do Novo Mundo ou
Neotropicais, os quais sdo diferenciados pelo tamanho e habitos. As espécies
neotropicais sdo consideradas mais susceptiveis a toxoplasmose em relacdo
aos primatas do Velho Mundo, segundo Anderson e Mc Clure, 1993; Innes,
(1997) e Silva, (2007). Entretanto, Anderson e Mc Clure (1993), Innes (1997) e
Epiphanio et al., (2003) relataram que essa vulnerabilidade ainda n&o foi
totalmente esclarecida. Evidéncias sugerem que, durante a evolucdo desses
animais, os primatas neotropicais estiveram isolados dos felideos, devido ao
habito arboricola, e devido ao pouco ou nenhum contato com oocistos de T.
gondii, essas espécies tornaram-se mais susceptiveis a toxoplasmose (INNES
1997). Entretanto, os resultados obtidos neste estudo em relagcdo as
soropositividade das amostras estudadas demonstraram que as espécies de

primatas do Velho Mundo e os Neotropicais, ndo diferiram estatisticamente, pois,
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dos 27 primatas Neotropicais, onze (40,7%) foram sororreagentes a MAD
(p=0,53) e dos 16 primatas do Velho Mundo cinco (31,2%) foram mostraram
sororreagentes a RIFI (p=0,33).

Primatas neotropicais apresentam alta susceptibilidade em relacéo a
infeccdo por T. gondii, ja relatada em estudos similares (CASAGRANDE et al.,
2013; DA SILVA et al., 2013; FERREIRA et al., 2015). No presente estudo,
alguns fatores de risco foram observados e que podem ter contribuido para a
infeccdo dos animais, com a areia nos recintos no qual se alojavam os primatas
do Velho Mundo. Tais recintos haviam sido construidos recentemente, e a areia
pode ter sido utilizada para ambientalizar estes recintos procedentes de outros
locais, tais como os recintos dos felideos ou ainda de locais externos ao
Zoologico. Esta areia poderia estar contaminada com oocistos, possibilitando a

infecgdo dos animais.

Outro fator de risco para os primatas seria a presenca de animais
sinantropicos, como pequenos roedores e gatos domésticos, que podem ter
acesso aos recintos (CAMPS et al., 2008), além de passaros, 0s quais podem
conter cistos teciduais de T. gondii em sua musculatura, e os primatas, ao ingeri-

los, podem adquirir a infeccdo (GYIMESI et al., 2006).

A alimentacao de todos os animais era composta de frutas e verduras,
bem como racdo, a qual era armazenada a granel, além do fornecimento de
carne crua. O abastecimento de agua era proveniente de agua canalizada e
tratada pelo sistema de abastecimento de agua e esgoto da cidade de Bauru,
SP. Nao foi possivel relacionar as variaveis estudadas estatisticamente com as
vias de transmissdo e fontes de infeccdo associar a presenca de animais
soropositivos para T. gondii no local de estudo. No entanto os primatas de habito
carnivoro podem ter se infectado pela ingestado de carnes cruas contendo cistos
teciduais com bradizoitos, assim como por ingestdo de agua, verduras e frutas

contaminadas com oocistos.

Informacdes precisas sobre a procedéncia dos alimentos, bem como
da areia que é colocada nos ambientes dos animais, ndo estavam disponiveis

no zooldgico. No entanto, os fatores de risco relacionados a infeccdo dos

animais, como a procedéncia, da agua e alimentos, bem como da areia que
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ambientaliza os recintos devem ser levados em consideracdo, na cadeia
epidemioldgica da doenca para primatas ndo humanos. Deve-se atentar para
uma maior preocupacao com a higienizacdo de alimentos oferecidos aos animais
e a possibilidade de se implantar uma forma de tratamento térmico ou quimico
para a areia utilizada nos recintos, a fim de se destruir provaveis oocistos

esporulados nesta areia.

Portanto, sugere-se realizar o planejamento de projetos para a
prevencado de futuros problemas com outros animais e funcionarios do Parque
Zoolégico Municipal de Bauru, SP, bem como promover atividades de educagéo
em saulde, sobre as principais doencas zoondticas em ambiente do zooldgico,
direcionado aos trabalhadores que realizam o manejo da alimentacdo e dos
animais, para que se possa prevenir o risco da toxoplasmose, bem como de

outras doencas zoondticas.
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10. CONCLUSOES

- Os primatas ndo humanos foram reagentes ao teste de Aglutinacao
Direta Modificada (MAD) e a prova de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), indicando infeccdo com Toxoplasma gondii, provavelmente a partir da
ingestdo de agua e alimentos ou contato com a areia dos recintos;

- Todos os animais foram negativos a prova de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), sugerindo que os animais estudados ndo apresentavam
infecgdo aguda no momento da coleta de amostra de sangue;

- Os resultados revelam a necessidade do constante monitoramento
sorologico para toxoplasmose nos primatas, bem como a andlise de suas
provaveis fontes de infeccdo, possivelmente relacionados a alimentacdo
fornecida aos animais, bem como a presenca de animais sinantropicos, além da
provavel reutilizacdo de areia de recintos de outras espécies animais, cComo 0s

felideos.
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Resumo
A participagdo de animais selvagens como reservatérios ou portadores de

zoonoses na natureza e em cativeiro é uma preocupacao emergente devido ao
potencial de transmissdo de agentes zoondticos, tais como a toxoplasmose.O
estudo verifica fatores de risco associados com a prevaléncia de Toxoplasma
gondii na infeccéo de primatas procedentes de zooldgico. Amostras de soro de
43 primatas, foram testados para anticorpos para T. gondii utilizando as técnicas
sorolégicas de método de aglutinacdo direta (MAD) e reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (cut-off =2 25) e a técnica molecular de reacao
em cadeia polimerase (PCR); anticorpos foram encontrados em 37,2% (18/43)
dos animais, 8/18 foram sororreagentes para ambas as técnicas, 8/18 somente
para MAD e 2/18 para RIFI. Nenhuma amostra se apresentou positiva ha PCR.
Os fatores de risco estudados como sexo, idade e categoria (velho mundo e
neotropicais) ndo se apresentaram significativas a analise estatistica (<0,01),
entre tanto, resultados indicam que fatores relacionados como alimentacéo e
areia presente nos recintos dos animais ndo foram analisados, mas se
mostraram em potencial, possivel causa da alta prevaléncia de anticorpos dos
animais pesquisados do Parque Zooldgico, necessitando, portanto de um
monitoramento constante para a infeccao, pela realizacéo periédica de testes
sorolégicos, como cuidados relacionados aos fatores de risco, como a
procedéncia da areia utilizada nos recintos e a higienizacdo adequada das frutas
e verduras fornecidas aos animais como forma de prevencao da infec¢do para

os funcionarios bem como para o publico visitante.
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SUMMARY

The participation of wildlife as reservoirs or carriers of zoonoses in the wild and
in captivity is an emerging concern because of the potential transmission of
zoonotic agents, such as toxoplasmosis. The study verifies risk factors
associated with prevalence of Toxoplasma gondii in infection of primates from
Zoo. Serum samples of 43 primates, were tested for antibodies to T. gondii using
serological techniques of Modified agglutination Test (MAT) and Indirect
Immunofluorescent Antibody Test (IFAT), (cut off= 25) and molecular technique
of polymerase chain reaction (PCR); antibodies were found in 37.2% (18/43),
8/18 were seropositives for both techniques, 8/18 only to MAT and 2/18 to IFAT.
No sample was positive by PCR. The risk factors studied gender, age and
category (old world and Neotropics) did not presented significant statistical
analysis (<0.01) between both, results indicate that related factors such as
presence of food and sand in animal enclosures were not analyzed, but showed
potential, possible cause of high prevalence of antibodies of animals surveyed
the Park Zoo, requiring, therefore a constant monitoring for infection , for
conducting periodic serologic tests, well as the concern about risk factors, such
as the origin of the sand used in enclosures and proper cleaning fruits and
vegetables provided to animals as a way of preventing infection for employees
well as for the visiting public. This is the first record of a high prevalence of anti-
T. gondii antibodies in primates from a Municipal Zoo Park in Bauru, Brazil; thus,
this study highlights the importance of the toxoplasmosis in the environments of
Z0oos; so, the monitoring is necessary, especially for the guidance of its
employees and attendants by modifying handling sanitary habits of animals as a

way to prevent infection for employees as well as the visiting public.
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INTRODUCTION

Toxoplasma gondii is one of the most successful pathoghens, both in
number of hosts and percentage of infected animals around the world (Su et al.,
2010). Close to one third of the world population is chronically infected by

toxoplasmosis (Peng et al., 2011).

The toxoplasmosis is a zoonotic disease that infects many species of
animals, including non-human primates. The changing of their natural habitat and
the frequency of people who visit the zoos provide greater proximity to humans.
Thus, this proximity tends to affect the ecology of the diseases, increasing the
possibility of transmission of zoonosis to humans and between this group of
animals. (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2013). Therefore, primates can be
considered as sentinel animals to diseases of interest in Public Health, like

toxoplasmosis (MOLINA et al., 2014).

The environmental contamination by oocysts deserves special
attention in the transmission of toxoplasmosis, because just one felid can shed
more than 100 million of non sporulated oocysts (DUBEY 2010). Contaminated
water and soil can serve as transmission carriers of oocysts in fruits and
vegetables, even with few data that confirm this way of transmission

(REMINGTON, 2011).

Concerning the diet and the feeding behavior of the hosts, the
prevalence is lower in herbivorous than in omnivorous and carnivorous, due to
the cumulative efficiency of the predator-prey cycle of T. gondii , as the

carnivorism allows the cycle to be maintained just between intermediate hosts
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(TENTET et al., 2000). It is possible to say that T. gondii is more well adapted to
the transmission by carnivorism in felid and by oocysts in the other hosts (SIBLEY

et al., 2009; DUBEY, 2010).

The toxoplasmosis causes high mortality of nonhuman primates in
captivity and in free populations, as these animals develop an acute and fatal
toxoplasmosis (CASAGRANDE et al.,, 2013). The way of transmission of
toxoplasmosis in captivity primates can occur by direct contact with oocyst in
felids feces, both from the own zoo (wild felids) as by synanthropic animals, owing
to the more frequent contact of primates with the soil than if they were free, which
habit is preferably arboreal. The transmission can be related to the consumption
of raw meat containing bradyzoites or contaminated food by cysts or sporulated
oocysts (DUBEY et al., 2006; SILVA, 2006, BOUER et al., 2010). In this point,
the zoos give opportunities for the study of these animals in controlled situations
and are important sources of information to epidemiologic investigations of

transmittable diseases (SILVA et al., 2007); CAMPS et al., 2008).

Due to a toxoplasmosis infection of some African nonhuman primates
in one municipal Zoo from Southeast of Brazil, was demonstrated a risk situation
of contamination in areas where the treater, as well as risks for passers, as this
is a local of intense visitation, especially of children, creating big concern by the
responsible sections of the area administration. Therefore, the objective of this
study was to determine the prevalence of infection by T. gondii in nonhuman

primates in zoos.
METHODS

Animals and study area
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Blood samples of 43 nonhuman primates were used, belonging to one

municipal Zoo from Southeast of Brazil, of different species.

The animals belonged to different enclosures in several areas of the
zoo, which allowed access of synanthropic animals, like domestic cats and

rodents.
Sample collection

The procedures of collection of blood were done before the preventive
odontology surgery, which used to occur every week, during the year of 2015.
The animals were sedated with Ketamin (10mg/kg). One blood aliquot was
collected by vein puncture, stored in one dry tube and one with EDTA for

serologic tests and PCR.
Laboratory tests
Modified agglutination test (MAT)

The MAT technique was used with an antigen proposed by
(DESMONTS and REMINGTON, 1980). The antigens used were T. gondii
tachyzoites produced by inoculation of lineage RH, reproduced in vivo, with

utilization of Swiss mice.
Indirect Immunofluorescent Antibody Test (IFAT)

The IFAT was made as proposed by Camargo (1966), utilizing a
commercial conjugate anti-lgG-monkey (Sigma® Co. St. Louis, USA),
establishing as screening of positive animals the cut-off of 1:25. The slides
readings were realized in 400X for magnifying, in fluorescence microscope,
considering positive the dilution in which the tachyzoites presented clear green

fluorescence in cellular membrane, in contrast with the red background of forms
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colored by Evans blue. The final titer was considered by the highest dilution of
the serum in which there was still complete fluorescence in the borders of at least
50% of tachyzoites. The absence of fluorescence or just in the ends of the
parasite, known as polar fluorescence, was considered as negative reaction. The
positive samples to this first dilution were then tested in dilutions of 1:50, 1:100,

1:200 and 1:400, getting the final antibody titer of the sample.
Molecular Exams

The exam of Polymerase Chain Reaction (PCR) was realized as the
protocol of Homan et al. (2000), doing the extraction of T. gondii DNA with the
commercial kit Axy Prep DNA Blood Genomic Miniprep (Axygen Scientific® USA),
following the fabricant recommendations. The amplification of PCR: each tube of
0,2ml received PCR buffer (50mMKCL, 20mM of Tris-HCL), 1,5 mM of MgClI2,
02, mM od DNTPs, 1U of Tal-polymerase (Platinum® Tag DNA Polymerase,
Invitrogen®, USA), 10 uM of each primer, 1uL of each tested sample and 8,3 uL
of distilled water (MIX-PCR), ending in 11 pyL of MIX-PCR and 1uL and 1uLof the

extraction product from DNA.
The primers used were TOX4 and TOX5, whit 539 pb described next:

TOX4:5’ (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) 3’

TOX5:5’ (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) 3’

The size of the amplified fragments were verified starting with visual
comparison of the molecular weight models and with the standard strains which

served as positive controls.

Statistical Analysis
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Contingency tables were done and Chi-square was calculated to verify
the agreement between both diagnostic tests. With the obtained data, the relative
sensibility and specificity values were also calculated, comparing the serological
techniques of MAT and IFAT and with the PCR technique for T.gondii. The
program GraphPad Prism 5, for Windows (GraphPad Software, San Diego,

California, USA, 2016) was used.
Ethics

The study was approved by Sistema de Autorizacéo e Informacao em
Biodiversidade (SISBIO) Autenticacdo: 38258896, courtesy of Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade Institute (ICMBIO) and the Ethic Committee for
utilization of animals (CEUA) of FMVZ-UNESP, Botucatu-SP (protocol n°

139/2014)
RESULTS

Antibodies for T. gondii were found in primates by MAT, in total of
37,2% (n=16/43). Among the seropositive animals, the most frequent titer was

200 (31,2%), followed by titers of 100 and 400 (18,7%), 25 and 50 (6,2%).

In the IFAT, 23,3% (n=10) of the animals were reagent, presenting
titers of 25 in 40%, followed by 200 in 30%, 100 in 20% and 50 in 10%. Any

animal showed titer of 400.

The seropositive species were: A. caraya=2, A. paniscus=1, E.
pata=2, M. sphinx=2, P. hamadryas=1 em ambas técnicas sorologicas. A.
seniculus=1, A. chamek=2, A. marginatus=2, L. lagotricha=1, M. sphinx=1 e P.

hamadryas=1 for MAT and M. sphinx=1 e P. hamadryas=1 for IFAT.
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The prevalence of seropositive animals ranged from 14,3 to 41,7%
among the animals younger than one year and older than one year, with interval

of p of >0,17 and <0,71 in two tests (Table 1)

Table 1. Univariate analysis of risk factors for the seroprevalence of antibodies
anti-Toxoplasma gondii, in nonhuman primates housed in zoo.

Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-T.gondii

Factors nd  MATP f¢ p-Value* | IFAT> f° p-Value *
Sex

Male 18 9 50,0 0,14 5 20,0 0,55
Female 25 7 28,0 5 27,8

Age

<1 year 7 1 14,3 0,17 2 28,6 0,71
>1 year 36 15 41,7 8 22,2

Classes

Old World 27 11 40,7 0,53 5 31,2 0,33
Neotropicals 16 5 31,7 5 18,5

a Total number of studied animals, ® Reagents for antibodies by MAT and IFAT,
when titer 225; ¢ frequency of reagents; * Chi-square test, association with the
seroprevalence of T. gondii by MAT and IFAT. MAT= Modified Agglutination Test;
IFAT: Indirect Immunofluorescent Antibody Test

The prevalence differed between sex (p=0.14) by MAT, in which males
were 50% of the positive samples analyzed for T. gondii, while the IFAT (p=0.55)
showed a smaller difference: only 20% in males against 27.8% in the studied
females.

By studying the animals of the New World (Neotropical), a frequency

of 40.7% of seropositive animals was found, compared to 31.2% of seropositive

animals of the Old World, the MAT test and 18.5% and 31.2 % by IFAT,
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respectively. The results of the univariate analysis for titers frequency found in
the surveyed samples indicated that, among the two serological tests used, the
MAT was more sensitive due to a higher number of positive animals sorting and
a higher titer compared to the technique of IFAT, which was more specific, and
all the animals that tested positive to screening, proved positive to the titration
even with low titer (< 25), presented by most of the animals (Table 2).
Table 2. Seroprevalence of anti -IgG T. gondii antibodies and univariate analysis
by MAD and IFAT techniques in 43 nonhuman primates housed in Zoo.
Legend: - (zero per 100)

The association between the variables and seroconversion were not
significant when adjusted to the total number of surveyed animals. The highest

prevalence was found in the variable sex, which half of the animals studied were

seropositive by MAD, contrary to what was observed in IFAT, with higher

Titration of antibodies anti-T.gondii

Titers
Technique 25 100 200 400 NR
MAT 6,2 6,2 18,7 31,2 18,7 18,7
IFAT 40,0 10,0 20,0 30,0 - -

prevalence in Old World primates category, yielding 31.2% of seropositive

animals.

In relation to sex, it was observed that only 20% of males were
seropositive, and regarding the age (p = 0.17) by MAT and p = 0.71 to IFAT was

not associated with seroconversion of animals.

In the conventional PCR, all blood samples presented to be negative,
suggesting that the studied animals did not have an acute infection at the time of

collection, since this response occurs mainly in acute phase.



246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

DA SILVA 63

DISCUSSION

This study showed a seroprevalence of 37.2% by MAT and 23.3% by
IFAT in 43 samples from primates, of which most positive animals showed titers
of 200 U in MAT and 25 in IFAT. All the animals were in chronic stage of infection.

All the animals were in the chronic stage of infection, and it was not
able to determine the period of infection, because the search was for IgG.
Animals with low titers may have mild infection or even infection in its early
stages. Toxoplasmosis presents specific immune response. It establishes the
formation of cysts, and with it, the multiplication is slow but steady (FERREIRA-
DA-SILVA, et al 2008; DA SILVA, et al, 2013).

Given the results, it is suggested to keep the serological survey for T.
gondii in zoo on primates, if possible with collection of paired samples so that you
can identify recently infected animals and check if the titers are increasing when
the test is repeated. Serological tests for toxoplasmosis could also be conducted
in other species, such as felines, which are the definitive hosts. The sporulated
oocysts search in water and food as well as the sand of the enclosures
environments was not performed. However it is important in the epidemiological
chain of transmission of this zoonosis to animals.

Information about the origin of the meat consumed by animals and the
sand used in the environment of the living grounds of primates is of extreme
importance, as may have been the source of oocysts of T. gondii the cause of
infection for animals.

With respect to gender and serum status of the animals studied, it was

found that there were 41.9% (18/43) seropositive animals, being 50.0% (9/18)



271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

DA SILVA 64

males by MAT and 27.8% (5 / 18) by IFAT. Higher rates of infection in male were
also found in 60.0% in the state of Sergipe (PIMENTEL et al., 2009), and lower
rates as 33.3% in S&o Paulo (DA SILVA et al., 2013).

Male presented OR of 2.8 times the MAT and OR 1.5 times the IFAT,
getting a greater chance of having seropositive males than females. Among the
categories studied, sex was also not a risk factor in this study, unlike results
reported in a survey conducted in five states in northeastern Brazil by Ferreira et
al. (2015), in which the variable sex of animals was statistically significant.

Captive primates can be important reservoirs of T. gondii, assuming
the role of sentinels for sources of contamination in the enclusure.
The variable age, showed OR of 4.3 times by MAT and OR 0.7 times by IFAT,
and therefore found increased risk of infection compared to older animals (> 1
year old).

However, this was not considered a significant difference, similarly to
that obtained by Da Silva et al. (2013) in primates of Sao Paulo.

Neotropical species are considered more susceptible to toxoplasmosis
in relation to the Old World primates, according to reports from Anderson and Mc
Clure, 1993; Innes, 1997; Silva, 2007. However, Anderson and Mc Clure (1993);
Innes (1997) and Epiphanio et al. (2003) reported that vulnerability has not been
fully clarified. In this study, the results obtained in relation to the serum status of
the samples, showed that the species of Old World primates and Neotropical, did
not represent a risk factor, because, of the 27 Neotropical primates, eleven
(40.7%) were seropositive by MAT (p = 0.53) and from 16 Old World primates,

five (31.2%) were seropositive by IFAT (p = 0.33).
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Neotropical Primates have high susceptibility in relation to T. gondii
infection, as reported in other similar work (CASAGRANDE et al, 2013; DA SILVA
et al, 2013; Ferreira et al, 2015.). Some risk factors were observed and that may
have contributed to the infection of the animals, with the sand in the enclosures
in which the primates of the Old World are housed. These enclosures were newly
built, and the sand may have been used to copy and the sand may have been
used in these enclosures from other places, such as the enclusures of the felids
or from external sites of the zoo. This sand might be contaminated with oocysts,
allowing the infection of the animals.

Another risk factor for primates would be the presence of synanthropic
animals such as domestic cats and small rodents that may have access to
enclosures (Camps et al., 2008), and birds, which may contain tissue cysts of T.
gondii in their muscles, and, by ingesting them, primates can acquire the infection
(Gyimesi et al., 2006).

The feeding of all animals was made up of fruits and vegetables, as
well as feed, which was stored in bulk, besides the supply of raw meat. The water
supply came from tap water and treated by the water and sewage system of the
city. It was not possible to relate the variables statistically with the transmission
routes and sources of infection related to the presence of seropositive animals to
T. gondii in the study site. However, the primates with carnivorous habit may have
become infected by eating raw meat containing tissue cysts with bradyzoites, as
well by water, fruits and vegetables contaminated with oocysts.

Accurate information about the origin of food, as well as the sand that is
placed in animal environments, was unknown. However, both may be important

risk factors that should be considered to prevent future infections of animals,
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knowing that penguins had died suddenly, in which were found oocysts of T.
gondii in the sand used at the enclosure of these animals, as well as brain tissue
cysts in a penguin in pathological examination, suggesting contamination of the
site and the infection of animals (Personal communication: Zoo's Veterinary). In
the context, is important the constructions of enclosures of primates far from
felids, beside the proper training of treaters to avoid crossed contamination
(CASAGRANDE et al., 2013).

Therefore, itis suggested to perform a project planning for the prevention
of future problems with other animals and employees of the Zoo and promote
health education activities on major zoonotic diseases in these environments,
directed to those involved in the management and feeding of animals so that it
can prevent the risk of toxoplasmosis, as well as other diseases.

CONCLUSION

The results show the need for constant serological monitoring for
toxoplasmosis in primates, as well as analysis of their likely sources of infection,
possibly related to the feed supplied to the animals and the presence of
synanthropic animals in enclosures, besides the probable sand reuse from other

animal species, such as felines.
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Declaragao

Declaro que o projeto de pesquisa intitulado: “Avaliacdo sorolégica e
molecular para Toxoplasma gondii em primatas ndo humanos procedentes do
Parque Zoolégico Municipal de Bauru — SP", a ser desenvolvido por Daniela
Barbosa da Silva, foi analisado e aprovado de acordo com as diretrizes para o
desenvolvimento de trabalhos técnico-cientificos nesta instituigdo, autorizando-
se, portanto, o inicio das coletas nos animais-alvo a partir de agosto de 2014
com término previsto para novembro de 2014.

Bauru, 01 de setembro de 2014.
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ATESTADO

Atesto que o Projeto de Pesquisa “Avaliagdo soroldgica e molecular para Toxoplasma
gondiiem primatas ndo humanos procedentes do Parque Zooldgico Municipal de Bauru
- SP” Protocolo CEUA 139/2014, aprovado em 05/09/2014, a ser conduzido por
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