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RESUMO

A toxoplasmose e a leptospirose sdo doencgas zoondticas que acometem animais
domésticos e selvagens. Inquéritos soroepidemiolégicos em quatis (Nasua nasua)
sdo importantes para conhecimento, vigilancia e controle de doengas. O objetivo
deste trabalho foi verificar a soroprevaléncia de anticorpos anti- Leptospira spp. e
anti Toxoplasma gondii, em 108 amostras de soro de quatis mantidos em vida livre,
provenientes do Parque Ecoldgico do Tieté, Sdo Paulo, Brasil. Para a pesquisa de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi utilizado o teste de aglutinagcdo modificada
(MAT) verificando soroprevaléncia de 18 animais (16,67%) positivos e 90 animais
(83,33%) negativos (IC 95%= 0,09- 0,23). Dos 18 animais positivos a frequéncia
dos titulos apresentados foram: 25 (n=8; 44,44%), 50 (n=3; 16,67%), 100 (n=3;
16,67%), 200 (n=1; 5,56%) e 400 (n=3; 16,67%). Para pesquisa de anticorpos anti-
Leptospira spp. foi utilizado o teste de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM), sendo
96 animais negativos (88,89%) e 12 animais positivos, correspondente a
soroprevaléncia de 11,11% (IC 95%= 6,0- 19), e os sorovares reagentes
encontrados foram Butembo (n=2; 16,67%); Whitcombi (n=1; 8,33%); Sentot (n=1;
8,33%); Gryppotyphosa (n=1; 8,33%); Panama (n=1; 8,33%); Hardjo bovis (n=1;
8,33%); Hardjo ctg (n=1; 8,33%); Hardjo prajitno (n=4; 33,33%) e a frequéncia dos
titulos apresentados foi: 100 (n=5; 41,67%); 200 (n=5; 41,67%); 400 (n=2; 16,67%).
Portanto o presente estudo demonstra a importancia da avaliagéo sorolégica anti-
Toxoplasma gondii e anti- Leptospira spp. em quatis de vida livre, o que avalia os
aspectos epidemioldgicos relacionados a estas zoonoses e riscos para a saude
publica, pois mantém contato com humanos.

Palavras chave: Leptospira spp.; quati, Toxoplasma gondii; zoonoses

G.J.SANTOS, 2015
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ABSTRACT

The toxoplasmosis and leptospirosis are zoonotic diseases that affect domestic and
wild animals. Seroepidemiological surveys in coatis (Nasua nasua) is important for
information, surveillance and disease control. The objective of this study was to
determine the seroprevalence of antibody against Leptospira spp. and Toxoplasma
gondii in 108 samples of coatis serum maintained in the wild, from the Ecological
Park of Tieté, Sdo Paulo, Brazil. For research of anti-Toxoplasma gondii antibodies
we used the modified agglutination test (MAT) and 18 animals (16.67%) were
soropositive and 90 animals (83.33%) negative (95% CI = 0,09- 0.23). Of the 18
positive animals positive the frequency of the antibodies were: 25 (n = 8; 44.44%),
50 (n=3;16.67%), 100 (n=3; 16.67%), 200 (n = 1; 5.56%) and 400 (n = 3; 16.67%).
To search the anti-Leptospira spp antibodies. It was used the Microscopic
Agglutination Test test (MAT), and 96 were negative 88.89%) and 12 positive
(11,11%) (95% CI = 6,0- 19). The serovars reagents Butembo (n = 2; 16.67%);
Whitcombi (n = 1; 8.33%); Sentot (n = 1; 8.33%); Gryppotyphosa (n = 1; 8.33%);
Panama (n = 1; 8.33%); Hardjo bovis (n = 1; 8.33%); Hardjo ctg (n = 1; 8.33%);
Hardjo prajitno (n = 4; 33.33%). The frequency of the presented titles were 100 (n =
5; 41.67%); 200 (n = 5; 41.67%); 400 (n = 2; 16.67%). Therefore, this study

demonstrates the importance of evaluating the serological response to anti-

Toxoplasma gondii and for anti-Leptospira spp. of captive animals to assess
epidemiological aspects related to these zoonoses and risks to public health
because it maintains contact with humans.

Key words: Leptospira spp.; coati; Toxoplasma gondii; zoonoses

G.J.SANTOS, 2015
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1. INTRODUGAO

A familia Procyonidae (Gray, 1825) pertence a ordem Carnivora, sendo
dividida em duas subfamilias: Procyoninae e Ailurinae (TEIXEIRA e AMBROSIO;
2014). Os procionideos compreendem seis géneros com 18 espécies,
geograficamente distribuidas nas Américas. Na América do Sul encontram-se
quatro géneros que englobam desde espécies arbodreas tropicais
essencialmente frugivoras, como o jupara (Potos spp.) e o olingo (Bassaricyon
spp.), até espécies onivoras de habitos terrestres e arboreos encontradas em
diferentes habitats, como os quatis (Nasua spp.) e os guaxinins (Procyon spp.)
(GUIMARAES et al., 2012; TEIXEIRA e AMBROSIO, 2014).

Nasua nasua (Linnaeus, 1766), pode ser facilmente identificado pelo
formato do corpo e focinho longo, olhos e orelhas pequenas, arredondadas, de
coloragcdo esbranquicada na parte interna e escura em membros. O focinho
longo € uma estrutura importante de sobrevivéncia, pois sua flexibilidade
possibilita explorar ocos de arvores, ninhos e tocas e, por meio do olfato
consegue encontrar pequenos vertebrados. Os procionideos sdo onivoros e,
portanto, sdo capazes de obter os nutrientes a partir de uma grande variedade
alimentar na natureza (TEIXEIRA e AMBROSIO, 2014).

Figura1: Quati (Nasua nasua) cedida por VIEIRA, A.A, 2015

G.J.SANTOS, 2015
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A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete
animais domésticos e selvagens. Sua manifestacdo esta relacionada a alta
ocorréncia de roedores infectados e precarias condi¢des sanitarias (BRASIL et
al., 2013). Ha ampla variedade de espécies selvagens vivendo em condi¢des
diferentes do seu habitat natural, que representa um ambiente propicio a
disseminagao de doencas, muitas delas zoonéticas (PIMENTEL et al., 2009). A
participacdo dos animais selvagens como reservatérios ou portadores de
zoonoses ha hatureza e em cativeiro € de grande importancia (ACHA e
SZYFRES, 2003).

Animais silvestres no ambiente urbano podem agir como reservatorios de
varios agentes infecciosos. Muitos parques zooldgicos se localizam na zona
urbana, possibilitando a disseminacdo de agentes infecciosos por animais
silvestres de vida livre para os animais em cativeiro (JUNGE et al., 2007).
Parques zooldgicos possuem recintos abertos para muitas das espécies
mantidas em cativeiro, resultando na exposicdo dos animais a roedores e
gambas predispondo- os as infecgdes (LENHARO et al., 2012).

A leptospirose em animais selvagens mantidos em cativeiro € importante
devido aos mesmos ficarem portadores renais, sendo um risco para 0s
trabalhadores das instalacbes do jardim zooldgico, veterinarios e visitantes
(SCARCELLI et al., 2003).

Surtos de leptospirose foram associados ao turismo e atividades
recreacionais em ambiente silvestre (BHARTI et al., 2003). Desta forma, verifica-
se a importancia de estudos relacionados ao papel de espécies de animais
silvestres como reservatorios, tanto no ambiente silvestre como em cativeiro
(LENHARO et al., 2012)

Toxoplasma gondii, € um protozoario intracelular obrigatério, podendo
infectar varias espécies de animais considerando-se um agente patogénico
significativo, de carater zoonético (ACHA e SZYFRES, 2003, CENCI -CONGA et
al., 2011). Também pode infectar varios tipos de células a partir de uma ampla
variedade de mamiferos e de aves em todo o mundo, incluindo os seres
humanos e primatas ndo-humanos (SILVA et al., 2013).

A toxoplasmose pode causar infeccdo disseminada aguda com

pneumonia intersticial aguda e necrose hepatocelular focal, febre, anorexia,

G.J.SANTOS, 2015
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vomito e diarreia principalmente quando relacionada a fatores
imunossupressores (ANDRADE et al., 2007).

Praticamente todas as espécies de animais s&o susceptiveis ao T. gondii
e as taxas de soropositividade e sinais clinicos variam nos diferentes
hospedeiros. Por ser um agente causador de zoonoses e por seu impacto a
saude publica, o Toxoplasma gondii tem sido o coccideo mais estudado
(TENTER et al., 2000).

Apesar das pesquisas indicarem que o0s animais selvagens sao
frequentemente positivos nos testes sorologicos para a toxoplasmose, o papel
dessas espécies no ciclo epidemiolégico da doenga ndo é bem conhecido
(DUBEY, 2012).

G.J.SANTOS, 2015
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo verificar soroprevaléncia de anticorpos
anti-Leptospira spp. e anti-Toxoplasma gondii, em amostras de soro de 108
Quatis (Nasua nasua) mantidos em vida livre provenientes do Parque Ecoldgico
do Tieté, Sdo Paulo, Brasil. Procurou demonstrar a importancia da pesquisa
sorologica para anticorpos anti- Toxoplasma gondii e anti- Leptospira spp. em
animais de vida livre na tentativa de avaliar aspectos epidemiologicos

relacionados a essas duas doengas zoonéticas.

G.J.SANTOS, 2015
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.LEPTOSPIROSE

3.1.1. Etiologia

A leptospirose é causada por diversas espécies de bactérias do género
Leptospira, familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales. (GREENE et al.,
2012).

Leptospiras sdo bactérias espiraladas e sua nomenclatura vem do grego
lepto (fina, delgada) e spira (espiral), com aproximadamente de 0,10 a 0,25um
de diametro e por 6-25 pym de comprimento, flexiveis, flamentosas e com
extremidades em forma de gancho, apresentando alta motilidade e movimentos
giratérios ao longo do seu proprio eixo (QUINN et al., 2005, GREENE et al.,
2012).

A leptospirose possui caracteristica sazonal, ocorrendo com frequéncia
no verdo quando os indices pluviométricos e temperaturas estao elevadas
(SARKAR et al., 2002; ROMERO et al., 2003).

Umidade e temperatura entre 28 a 30°C sao condi¢cdes essenciais para
a sobrevivéncia da Leptospira spp. no ambiente e pH 7,6, sob aerobiose, € ideal
para o crescimento e multiplicacado (LEVETT, 2001).

A infecgao por Leptospira spp. ocorre pelo contato direto com urina ou
tecidos de animais infectados, mordeduras, e também pelo contato indireto pela
exposicao de animais a fontes de agua contaminada, solo umido contaminado,
sendo outra forma de infecg¢ao a via transplacentaria (FELT et al; 2011; GREENE
et al; 2012).

A bactéria penetra ativamente ao entrar em contato com mucosas,
ocorrendo também penetracdo de leptospiras pela pele integra quando ha
exposigao prolongada, durante banhos em rios ou lagos (LEVETT, 2001)

A ordem Spirochaetales é subdividida em 14 géneros, Borrelia,
Brachyspira, Brevinema, Clevelandina, Cristispera, Diplocalix, Hollandina,
Leptonema, Leptospira, Pillotina, Serpulina, Spirochaeta, Trepanema,

Turneriella (GOMES,2009). As espécies do género Leptospira podem ser

G.J.SANTOS, 2015
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classificadas em mais de 250 sorovares agrupados em 24 sorogrupos (FAINE,
1999).

Até 1989 se conheciam duas espécies: L.interrogans, que agrupava as
bactérias patogénicas; contendo mais de 200 sorovares e L. biflexa, que incluia
bactérias saprofitas, ndo-patogénicas, presentes no ambiente com mais de 60
sorovares (LEVETT,2001; GREENE et al., 2006).

A classificagao soroldgica € importante para a epidemiologia, por esse
motivo a taxonomia da familia Leptospiraceae passou a ser baseada na
classificagdo genotipica apos heterogeneidade genética de espécie agrupada
em um mesmo sorovar (BRENNER et al., 1999).

Espécies patogénicas e saprofiticas, sado categorizadas nas
genomoespécies um, trés, quatro e cinco (ADLER e DE LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

Em 2007 na reunido do Subcomité de Taxonomia da familia
Leptospiraceae, realizada em Quito, Equador, a espécie L. interrogans foi
reclassificada em 13 espécies patogénicas: L. Alexanderi, L. alstonii
(genomoespecies um), L. borgpeterseni, L. inadai, L. interrogans, L. fainei,
L.kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae
(genomoespécies trés), L. weilii e L.wolfii (genomoespécies cinco) distribuidas
em mais de 260 sorovariedades agrupadas em 23 sorogrupos. Também foram
reconhecidas seis leptospiras saprofitas com mais de 60 sorovares sendo as
principais L.biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomoespecies cinco) e L.
kmetyi, L. vantheelii, L.wolbachii (genmoespécies quatro). As leptospiras podem
ser divididas de acordo com diferencgas fenotipicas ou antigénicas, denominados
sorovares. Portanto, um determinado sorovar pode compreender mais de uma
espécie de Leptospira spp (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

SMYTHE et al, (2013) sugerem que a classificagdo das genomoespecies
um, genomoespecie trés, genomoespecie quatro e genomoespecie cinco
respectivamente como Leptospira alstonii sp. nov., Leptospira vanthielii sp. nov.,
Leptospira trepstrae sp. nov., Leptospira yanagawae sp. nov.

LANGONI et al. (2009) avaliaram a soroprevalencia de anticorpos anti-
Leptospira sp. em 17quatis provenientes de trés municipios do Estado de Sao
Paulo, pelo teste de soroaglutinacdo microscopica, entre eles nove animais

apresentaram resultados positivos e foram identificados os sorovares
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Copenhageni, Shermani, Andamana, Wolfi, e Pyrogenes, revelando a
possibilidade de infeccdo nesses animais sem sinais clinicos.

ULMANN et al. (2012) realizaram um levantamento epidemioldgico da
Leptospira sp. em mamiferos selvagens no Zoologico de Sorocaba, observaram
que em cinco quatis analisados dois foram soropositivos, um para o sorovar
Canicola e um outro para o sorovar Copenhageni, e ambos os casos com titulo
100 UI.

A presenca de leptospiras em varias espécies de animais silvestres
como roedores, edendatas, carnivoros e artiodactilas, possibilita que os mesmos
possam atuar como fontes de infecgdo. Desta forma, disseminam o agente pela
urina para outros animais, contaminando o meio ambiente, podendo a doencga
alcancar homens, pois, a leptospirose € uma importante zoonose e seério
problema de saude publica (ACHA e SZYFRES, 2003).

Os animais silvestres s&o relevantes na epidemiologia da leptospirose,
pois, algumas espécies, principalmente pequenos mamiferos, atuam como

reservatorios de diversos sorovares (MILLAN et al., 2009)

3.1.2. Reservatorio

Os reservatorios de leptospiras incluem todos os animais susceptiveis a
infeccao leptospirica, capazes de eliminar a bactéria pela urina apds o periodo
de incubacgado. Diversas espécies, tanto domesticas como selvagens, podem
atuar como reservatoérios, e sao classificados como primarios e secundarios
(LEVETT, 2001; QUINN et al.,, 2005). Um reservatério primario & altamente
susceptivel a infecgdo, ocorrendo pelo contato direto entre os animais. Os
reservatorios primarios sao eficazes em manter a infecgao renal e eliminar
leptospiras pela urina por um logo periodo de tempo, sendo os maiores
responsaveis pela contaminagdo ambiental (FELT et al., 2011).

Os roedores de habito sinantrépico sao considerados os reservatorios
mais importantes de Leptospira spp. A especie Rattus norvegicus, popularmente
chamada de ratazana, € o reservatoério primario de leptospiras pertencentes ao
sorogrupo Icterohaemorrhagiae e Ballum (LEVETT, 2001; RAHELINIRINA et al.,

2010). E importante levar em consideracdo que a condicdo de reservatorio
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primario ou secundario, pode variar dependendo da regido, assim como 0s
sorovares envolvidos (LEVETT, 2001)

Um animal infectado pode ser assintomatico, e durante sua vida pode
eliminar um dos 250 sorotipos conhecidos do género Leptospira pela urina
(PIMENTEL et al., 2009).

Muitos animais domésticos e selvagens ao se infectar tornam-se
portadores renais e potenciais reservatérios (SHARMA et al., 2003). Devido a
caracteristica endémica da leptospirose no Brasil, estudos de soroprevaléncia
em animais silvestres foram realizados em alguns zooldgicos brasileiros,
incluindo: Zooldgico do Rio de Janeiro (LILENBAUM et al., 2002), Fundacéo
Parque Zooldgico de Sdo Paulo (CORREA et al., 2004), Zooldgico Municipal de
Uberada (ESTEVES et al., 2005), Zoolégico de Aracaju (PIMENTEL et al., 2009),
Zoolégico de Ribeirdo Preto (SILVA et al., 2010);Parque Zoolégico Municipal de
Bauru (LENHARO et al.,2012) e no mundo como no Zooldgico Saint Louis nos
Estados Unidos (JUNG et al., 2007) e no Zooldgico de Chapultepec no México
(LUNA-ALVAREZ et al.,1996).

Um estudo envolvendo sete quatis de um zooldgico do Rio de Janeiro,
avaliou a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. Trés deles reagiram para
o sorotipo Icterohemorrhagiae, 0 que caracteriza a alta susceptibilidade de
animais em cativeiro, em comparagcdo com animais silvestres de vida livre
(LILENBAUM et al., 2002)

GIRIO et al. (2004) ndo encontraram nenhum reagente para Leptospira
spp. entre nove quatis de vida livre, no entanto, estes animais podem estar
infectados sem apresentar resposta imune humoral, com anticorpos detectaveis,
provavelmente pelo tempo insuficiente para sua produgéo, por se encontrarem
na fase inicial da infeccao.

A infeccdo por Leptospira spp. pode ocorrer em quatis mantidos em
cativeiro sem sinais clinicos, mas com anticorpos mensuraveis. A maioria dos
animais estudados podem ser reservatérios desta bactéria e, portanto,
necessitam de testes sorologicos para leptopsirose bem como para outras
zoonoses, determinando os riscos ambientais, para os visitantes e trabalhadores
do local, visando avaliar o impacto na saude publica (LANGONI et al; 2009;
PIMENTEL et al., 2009).
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PIMENTEL et al. (2009) avaliaram 32 mamiferos selvagens neotropicais
do Zoolégico de Aracaju- Sergipe, Brasil, para anticorpos anti- Leptospira spp. €
anti- Toxoplasma gondii , sendo que dois quatis apresentaram anticorpos para
Toxoplasma gondii mas n&o reagiram para Leptospira spp.

SOUZA JUNIOR et al. (2006) realizaram estudo sorolégico para
anticorpos anti- Leptospira spp. em 427 animais de vida livre resgatados do lago
da Usina Hidrelétrica Luis Eduardo Magalhaes, Tocantins, sendo 286 macacos
prego ( Cebus apella), 82 bugios (Alouatta caraya), 31quatis (Nasua nasua), 10
cachorros do mato (Cerdocyon thous), sete cutias (Dasyprocta sp.), seis
tamanduas mirins (Tamandua tetradactyla) e cinco tatus (Euphractus sexcintus)
e encontraram soros positivos em 16,1% dos macacos prego,2,4% dos bugios,
12,9% dos quatis, 20% dos cachorros do mato e os titulos variaram de 100 Ul a
1.600 UL.

3.1.3. Patogenia

A infecgao por Leptospira spp.é dividida em duas fases: aguda e cronica.
Ao penetrar no organismo, as leptospiras atingem a corrente sanguinea, o que
€ denominado leptospiremia, e multiplicam nos tecidos, principalmente pulmoes,
figado, baco e rim (GREENE et al; 2012). A fase aguda dura em média uma a
duas semanas, caracterizando-se pelo aparecimento de sinais clinicos
(LEVETT, 2001; GREENE et al; 2012).

Quando a multiplicagdo do agente ocorre no endotélio vascular
determina um quadro de vasculite generalizada. Os mecanismos imunolégicos
diminuem a quantidade de leptospiras no organismo, havendo uma maior
concentragdo nos tecidos onde a resposta inflamatéria € menos acentuada,
principalmente nos tubulos renais (LEVETT, 2001). Se a resposta imune nao for
suficiente para controlar a infecgdo, podera haver manifestacbes sistémicas
acarretando a morte. Leptospira spp. estimula a aderéncia de neutrofilos e a
ativagdo de plaquetas acarretando processo inflamatério e coagulopatias, e os
animais jovens podem desenvolver sinais de disfungdo hepatica (GREENE et
al., 2012).

Durante a fase crbénica as leptospiras permanecem principalmente nos

rins, se aderem no epitélio dos tubulos renais, se multiplicam e sao eliminadas
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pela urina de forma intermitente, processo denominado leptospiruria. Essa
eliminacgdo renal do micro-organismo ocorre desde 72 horas apos a infecgéo até
semanas a meses nos animais domeésticos e por toda vida nos roedores
(LEVETT, 2001).

3.1.4. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos mais comuns na infecgdo aguda em céaes sao: letargia,
depressao, anorexia, vomito, febre, poliuria, polidipsia, dor abdominal e/ou
lombar, diarreia, mialgia, halitose, ulceras bucais, ictericia, petéquias em
mucosas e conjuntivas, acarretando também casos assintomaticos. O quadro
pode evoluir rapidamente para a morte sem que haja tempo para o
desenvolvimento de doencga renal ou hepatica evidente (NELSON e COUTO,
2001).

3.1.5. Diagnéstico

O diagndstico laboratorial da leptospirose pode ser realizado por
métodos diretos, que identificam a presenga do agente etiolégico, ou indiretos,
que detectam anticorpos especificos contra leptospiras (LEVETT, 2001). O local
onde ha tendéncia de persisténcia da Leptospira spp. sdo os tubulos renais,
globo ocular e utero, onde a atividade de anticorpos é minima, assim
disseminando a doengca (BROWN et al., 1996).

Os métodos diretos para o diagndstico de leptospirose sao: Microscopia
de Campo Escuro em sangue, urina, derrames cavitarios e fluido
cerebroespinhal, permitindo assim a visualizagdo das leptospiras (VINETZ,
2001; GREENE et al., 2006). Porém, esta técnica apresenta pouca sensibilidade
e especificidade, devido a intermiténcia com que as leptospiras sao eliminadas
pela urina, e a pequena carga bacteriana presente nos demais fluidos do
organismo. Resultados negativos nao significam auséncia de Leptospira spp. no
animal, e a andlise de amostras pareadas € necessaria (LEVETT, 2001).

Os metodos indiretos, chamados de sorolégicos, os mais utilizados sao
aqueles baseados na aglutinacao de leptospiras (LEVETT, 2001). O método de

referéncia oficial preconizado pela Organizagado Mundial de Saude Animal
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(OMSA) é o teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) (WHO, 2003). O
diagndstico € formado pela reagao de aglutinagédo entre os anticorpos presentes
no soro do paciente e o antigeno dos lipopolissacarideos de membrana de varios
sorovares de Leptospira spp (FAINE et al., 1999; WHO, 2003).

Outra técnica sorologica recomendada € o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), um teste muito sensivel, especifico, rapido e com facilidade de
execugao, porém esta técnica ndo e capaz de determinar qual o sorovar ou
sorogrupo infectante. (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;.MELO et al.,
2010).

3.1.6. Tratamento e Profilaxia

O tratamento depende do estagio e severidade da infecgdo e dos sinais
apresentados (LEVETT, 2001), conforme Noel (2004) o tratamento inicia com
fluidoterapia, e associada a administragao de antibiéticos como a penicilina G
cristalina, ceftriaxona, doxiciclina ou ampicilina, e em casos mais severos de
anemia realiza-se transfusao sanguinea. Agdes profilaticas relativas as fontes de
infeccdo da leptospirose em animais domésticos e selvagens devem ser
direcionadas para o saneamento do meio ambiente, visando, principalmente, o
controle de roedores que sao as principais fontes de infecgdo para animais e
humanos (FAINE et al.; 1999; LEVETT, 2001).
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3.2.TOXOPLASMOSE

3.2.1 Etiologia

A toxoplasmose € causada por um protozoario coccidio intracelular
obrigatério Toxoplasma gondii, pertencente ao filo Apicomplexa (FIALHO et al.,
2009), familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, género Toxoplasma
(SERCONDES, 2010). Os felideos sao hospedeiros definitivos, e aves e
mamiferos sdo hospedeiros intermediarios (DUBEY e LAPPIN, 2012). O nome
do género ¢ derivado de Toxon, palavra grega que significa arco e que se refere
a forma que os taquizoitos apresentam in vitro (SILVA, 2006)

O Toxoplasma foi descoberto simultaneamente em 1908 por Splendore,
num coelho de laboratério em S&o Paulo, no Brasil e por Nicolle & Manceaux, no
Ctenodactylus gundi, um roedor africano usado na pesquisa da leishmaniose no
Instituto Pasteur da Tunisia. O parasita, inicialmente considerado como
pertencente ao género Leishmania, foi caracterizado em 1909 por Nicolle e
Manceaux como uma nova espécie, o Toxoplasma gondii (MEIRELES, 2001;
FERGUSON, 2009)

PIMENTEL el al. (2009) descreveram pela primeira vez a ocorréncia de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Leptospira spp. com sorovar mais
provavel Copenhageni em primata ameagado de extingdo macaco-prego-de-
peito-amarelo (C.xanthosternus) em Aracaju, SE.

O gato doméstico e outras espécies de felideos sdao os unicos
hospedeiros definitivos conhecidos para o Toxoplasma gondii (DUBBEY E
LAPPIN, 2012). A transmissao do T. gondii pode ocorrer mediante a ingestao de
um dos trés estagios infectantes (DUBEY, 2008; FERGUSON, 2009):
1.taquizoitos (forma de multiplicagdo rapida) encontrado em varias células e
correspondem a fase de parasitemia; 2. bradizoitos (forma de multiplicagao
lenta) encontradas em cistos nos tecidos dos animais; 3. esporozoitos
encontrados em oocistos que sao unicamente eliminado nas fezes dos felideos
(FERREIRA e NAVARRO, 1994; JONES et al., 2001; DUBEY e LAPPIN, 2012).

O ciclo bioldgico de T. gondii apresenta duas fases distintas, sendo uma
delas a fase assexuada, que ocorre nos hospedeiros definitivos e intermediarios,

e a fase sexuada, que acomete somente os felideos (DUBEY, 2008).
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Na fase assexuada ocorre quando, hospedeiros intermediarios ou
definitivos se infectam com taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos. Estas fases
se desenvolverao por endodiogenia e dardo origem aos taquizoitos, os quais
poderdo infectar sistema linfatico, sanguineo ou qualquer 6rgédo (BLACK e
BOOTHROYD, 2000). Caso o sistema imune consiga impedir a multiplicagcao de
forma proliferativa, se desenvolvem os cistos tissulares, podendo ficar latente
durante toda vida do hospedeiro sem causar sintomatologia (LYONS et al., 2002;
KAWAZOE, 2005).

A fase sexuada, chamada de ciclo enteroepitelial, ocorre somente nos
felideos (DUBEY e LAPPIN, 2012). Ocorre quando esporozoitos, bradizoitos ou
taquizoitos penetram no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos e se
multiplicam por endodiogenia e originam varios merozoitos, formando-se no
interior de vacuolos parasitoforos, podendo romper as células epiteliais e infectar
outra de mesma origem (DUBEY, 2009). Os merozoitos originardo os
macrogametas e microgametas, caracterizando a fase sexuada do ciclo
enteroepitelial (DUBEY, 2010)

As formas sexuais sofrem mutagcdo e originardo os microgametas
(gametas masculinos méveis) e macrogametas (gametas femininos imoveis)
(BLACK e BOOTHROYD, 2000). Os microgametas fecundam os macrogametas
no interior de uma célula epitelial, originando o zigoto. Este evolui para oocisto
ainda no epitélio, o qual € eliminado na forma n&o esporulada nas fezes (DUBEY
e LAPPIN, 2012). No meio ambiente, sob condi¢gdes adequadas, o oocisto sofre
maturagao apos um processo de esporogonia, e contém esporozoitos os quais
sao infectantes (DUBEY, 2010).

Todas essas vias possuem importancia no desenvolvimento da infecgao
para os hospedeiros, que podem adquirir a toxoplasmose por diferentes vias
como a horizontal, por ingestao oral de oocistos esporulados no ambiente ou por
ingestao de cistos tissulares na carne crua ou mal cozida; ou adquirir pela via
vertical, pela transmissao transplacentaria de taquizoitos (TENTER et al., 2000).

A contaminagdo ambiental por oocistos eliminados por felideos
selvagens foi constatada somente por animais capturados e avaliados que
apresentavam episodios de diarreia com eliminagao de oocistos no momento da
avaliagdo (CANON- FRANCO et al., 2013).
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JONES e DUBEY (2010) relataram a contaminac&o de reservatorios de
agua por oocistos eliminados por felideos selvagens, assim a auséncia de gatos
domésticos mas a presencga de felideos selvagens pode ser considerada um

fator de risco associado a transmissao de toxoplasmose.

3.2.2 Aspectos Relacionados ao Genétipos do T. gondii

O toxoplasma gondii possui uma ampla gama de hospedeiros e
presencga de fase sexual no ciclo biolégico, apresentando uma baixa variagao
genética (YAI, 2007).

Isolados de T. gondii de humanos e animais na Europa e América do
Norte e Africa foram agrupados em trés linhagens genéticas, designadas tipos |,
II, lll, sendo considerados clonais e com baixa diversidade genética
(AJZENBERG et al., 2002; SU et al., 2010).

A linhagem genética de T.gondii classificada como gendtipo tipo | &
normalmente associada a casos de toxoplasmose aguda, podendo provocar
lesbes oculares (VALLOCHI et al., 2005). O gendtipo tipo Il é
predominantemente encontrado em pacientes imunossuprimidos e em casos de
toxoplasmose congénita. O gendtipo tipo Il € comumente encontradas nos
animais (CARNEIRO, 2014).

PENA et al. (2008) realizaram o isolamento e bioensaio em
camundongos no Brasil denominando de Brl, Brll,Brlll e BrlV, demonstraram que
o isolamento do tipo Brl € considerado virulento, o tipo Brll ndo virulento e os

tipos Brlll e BrlV sao considerados virulentos intermediarios.

3.2.3 Manifestagoes Clinicas

Os maiores problemas clinicos da toxoplasmose referem-se a infecgao
primaria durante a gestagdo que pode resultar em infecgdo congénita do feto,
levando a quadros neurolégicos e oculares. Em animais, podem ocorrer
abortamento e mortalidade neonatal causando perdas econémicas (TENTER et
al., 2000; CARNEIRO et al; 2014).

Uma porcentagem variavel de animais sadios, e também humanos,

apresentam anticorpos anti-T. gondii. Contudo, os marsupiais australianos e
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primatas neotropicais, além de serem altamente suscetiveis, raramente
sobrevivem a esta doenca, sendo desconhecida a razdo desta alta
suscetibilidade (EPIPHANIO et al., 2003).

O tipo e a gravidade da doencga clinica com infecgdes do T. gondii
dependem do grau e localizagdo de tecido lesionado. A necrose celular é
causada pela multiplicagdo do Toxoplasma intracelular. Em infec¢des adquiridas
apods a ingestao de cistos teciduais ou oocistos, os sinais clinicos iniciais séo
causados pela necrose do intestino e 6rgaos linfoides causada pelos taquizoitos.
O cérebro, figado, pulmdes, musculo esquelético, e os olhos sdo locais comuns
de replicacao inicial e persisténcia da infecgao crénica (DUBEY e LAPPIN, 2012).

A imunossupressao causa a susceptibilidade ao T. gondii devido a sua
proliferagdo como um patégeno oportunista. Sinais clinicos incluem febre
persistente ou intermitente, anorexia, perda de peso, ictericia causada por
hepatite, vOmitos, diarreia, ascite, esplenomegalia, pneumonia, hepatomegalia
(FIALHO et al, 2009).

3.2.4. Diagnéstico

O diagnéstico laboratorial da toxoplasmose é necessario e importante
pois a doenga é uma zoonose e pode se manifestar nas mais variadas formas e
situagdes e com quadros clinicos que facilmente podem ser confundidos com
outras doencas infecciosas, como leptospirose, brucelose, clamidiose, sendo
disseminada em animais domésticos (VIDOTTO et al, 1990).

Meétodos laboratoriais para o diagnostico desta doenga incluem
isolamento do agente e os testes imunolégicos. Sendo os testes soroldgicos
mais utilizados (CANTOS et al, 2000).

Diversas técnicas soroldgicas tém sido empregadas no diagndstico da
toxoplasmose com grande eficiéncia, a técnica de Sabin-Feldman ou teste do
corante (TC), a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a hemaglutinagao
indireta (HAI), a fixagdo de complemento (FC), o ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA), e o teste de aglutinacéo direta modificada (MAD) (UCHOA et al, 1999;
CAMOSSI et al.,2010).

A técnica de Sabin-Feldman, também conhecida como teste do corante
ou “dye test” (TC) possui alta sensibilidade e especificidade, portanto deixou de
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ser realizada rotineiramente em virtude da complexidade da técnica e por
necessitar de parasitos vivos para sua realizacio, trazendo riscos de infeccao
aos técnicos (SHARMA, 1990; SCHMIDT e DUNCAN, 1999).

A técnica utilizada para a detecgdo de anticorpos anti- T. gondii nas
diferentes espécies animais, é a Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(VIDOTTO et al., 1990; GARCIA et al., 1999), porém requer reagentes espegie-
especificos, microscépio para fluorescéncia e treinamento técnico para a leitura
das laminas (COLA et al., 2010).

A hemaglutinacdo indireta (HAI) é um excelente método de diagndstico,
devido a sua alta sensibilidade, simplicidade de execugéo e baixo custo (FIALHO
e ARAUJO, 2002). O teste ELISA é um método potencialmente util para o
diagnostico precoce de infeccdo aguda, apresentando boa sensibilidade e
especificidade, mas, assim como a RIFIl, necessita de conjugado espécie
especifico (SILVA, 2007). Remington et al (2001) afirmam que a técnica de
fixacdo de complemento (FC) é interpretada de forma semelhante a RIFI e
ELISA, porém os titulos alcancados sdo bem menores, pois os anticorpos
testados aparecem mais tardiamente

A técnica de aglutinagéo direta modificada (MAD), utilizando taquizoitos
inativados pela formalina, para a detecgao de IgG tém sido amplamente utilizada
em muitas espécies de animais domeésticos e silvestres, sendo muito sensivel,
especifica e de facil realizagao (SILVA, 2006), mostrando como vantagem a néo
necessidade de conjugado espécie especifico (SILVA, 2006). Detecta-se apenas
IgG, porque o 2-mercaptoetanol (2ME), utilizado no teste, inativa as IgM
especificas e nao especificas. No entanto, o teste pode ser realizado com a
utilizacao de acetona ou formalina como inativadores dos taquizoitos, permitindo
assim diferenciar as IgGs de fase aguda e cronica da infecgdo (UCHOA, 1999;
SILVA, 2006).

Segundo Silva et al (2002), ndo foi constatada diferenga significativa
entre a RIFI e a MAD na detecgao de anticorpos anti-T.gondii e os autores
sugerem a utilizacdo do MAD para triagem e titulagao de anticorpos anti- T.gondii
em soros de animais, uma vez que pode ser aplicada as diferentes espécies
animais com resultados semelhantes aos obtidos na reacdo de
imunofluorescéncia indireta, prescindindo de reagentes espécie-especificos e

equipamentos sofisticados.
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3.2.5 Prevencao e Controle

O controle da eliminagéo de oocistos por felideos reduziria a transmissao
da infeccdo para seres humanos e animais. A disseminagao de oocistos de T.
gondii em jardins zoologicos pode ser prevenida com alguns cuidados basicos,
mantendo felideos separados dos outros animais, particularmente marsupiais e
macacos do novo mundo (SILVA et al.,2007).

Silva et al. (2007) concluiram que a maneira mais eficaz de reduzir o
risco de exposicdo dos felideos neotropicais de cativeiro ao T. gondii,
consequentemente, a reducédo da contaminagdo ambiental por oocistos, consiste
em alimentar esses animais apenas com carne previamente congelada a -12°C
por um periodo superior a sete dias.

A toxoplasmose humana € prevenida pela coccdo adequada dos
alimentos carneos (67°C), pela lavagem em agua corrente das frutas e verduras,
evitar a ingestdo de carne crua ou mal cozida (JONES et al, 2006). As maos
devem ser lavadas ap0s manusear carnes cruas, pois sabao, agua, alcool e
desinfetantes quimicos inativarao bradizoitos e cistos teciduais remanescentes
nas maos apdés a manipulacdo destes alimentos (DUBEY, 1994; FRENKEL,
2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento Experimental

Para estimar o numero de animais necessarios para o experimento (n)
utilizou-se o programa OpenEpi Version 3. Considerou como referéncia de 50%
com margem de erro de 10% e intervalo de confianca de 95%. Dessa forma
obteve um numero de 90 animais, ajustando-se o numero final para 108 animais.

As analises estatisticas foram realizadas no Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Campus de Botucatu, SP.

4.2. Animais

No presente estudo foram utilizadas amostras de sangue de 108 quatis
(Nasua nasua) de vida livre, jovens e adultos, machos vasectomizados (n=48) e
fémeas castradas (n=60), pesando entre 2 a 6,5kg, coletadas durante
procedimentos de rotina do Parque Ecolégico do Tieté, no municipio de Sao
Paulo (23° 29’ 46” S 46° 31’ 10” O) localizado na zona leste da cidade de Sao
Paulo, divisa com o Municipio de Guarulhos.

O parque foi criado pelo Decreto Estadual 7.868 de 30 de abril de 1976,
inaugurado em 14 de margo de 1982. O parque ocupa uma area de 14milhdes
de m?, essas dimensodes dao-lhe configuragao metropolitana de alta importancia,
devido a essa dimensdo estar no sentido leste-oeste sendo o eixo de
desenvolvimento de Sdo Paulo. Assim, o caracteriza como parque urbano, onde
a populacéo possa usufruir plenamente essa faixa aberta.

O espaco ainda conta com um Centro de Educagao Ambiental, o Museu
do Tieté e um Centro de Recepg¢ao de Animais Silvestres, que atualmente abriga
cerca de dois mil animais, que foram doados pela populagdo ou apreendidos
pelo Ibama (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais) e

pela Policia Florestal.
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O Parque Ecologico do Tieté é considerado uma das grandes reservas
ambientais no Estado e parte de sua area também serve como bacia de
acumulagao de agua, para que nao haja enchentes na Marginal Tieté.

O parque realiza passeios com os visitantes, que os orientam sobre flora
e a fauna local, preservacdo do meio ambiente e também podem observar
diversas espécies de passaros e animais como: quatis, macacos, cotias, catetos,

antas e capivaras mantidos em vida livre pelo parque (Figura 2).

Figura 2: Visitantes do Parque Ecologico do Tieté em contato com

quatis (https://www.youtube.com/watch?v=orwMjFYJPGK)

Os animais sao alimentados pela administragdo do parque com
alimentacao correta a base de frutas e legumes, como vivem livres acabam se
alimentando de frutos de arvores (Figura 3), e alimentos improprios oferecidos

pelos visitantes, correndo riscos de acidentes (Figura 2 € 4)
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Figura 3: Quati solto pelo parque se alimentando.
(https://www.youtube.com/watch?v=nLPEGtYXR-0)

Figura 4: Visitante do parque correndo risco de acidente com
quati (https://www.youtube.com/watch?v=orwMjFYJPGk)

Apds a coleta de sangue, o mesmo foi centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos, o soro acondicionado em microtubos devidamente identificado e
mantidos em temperatura a -80°C. Apds esse procedimento as amostras foram

transportadas e armazenadas no Laboratério de Pesquisa em Zoonoses da
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Faculdade de Medicina e Zootecnia UNESP- Botucatu- SP também a -80°C até
o momento do exame.

Este projeto foi autorizado para atividades com finalidades cientificas
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade- ICMBio, pelo
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade- SISBIO, de acordo
com o artigo 28 da Instrugdo Normativa n° 03/2014 pelo cédigo de autenticacéo
46892224. Também foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP Campus
de Botucatu, pelo protocolo n°® 199/2014.

4.3. PROVAS SOROLOGICAS

4.3.1 Soroaglutinagcao Microscopica (SAM)

As amostras de soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira spp.
pela técnica de Soroaglutinagdo Microscépica, segundo as normas do Ministério
da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 1995). A analise sorologica foi utilizada
principalmente como prova de triagem, e a seguir realizou-se a titulagdo para
avaliar a extincdo do titulo sorolégico. Foram utilizados 31 sorovares como

antigenos, na prova de soroaglutinagdo microscoépica (SAM) (Tabela 1).
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Tabela 1- Relacdo de sorovares de Leptospira spp. utilizados no Servico de
Diagnostico de Zoonoses (SDZ), UNESP Botucatu- Sao Paulo, 2015

SOROGRUPO SOROVAR SOROGRUPO SOROVAR
1 Australis 1A Australis 12 Javanica 12 Javanica
1B Bratislava 13 Panama 13 Panama
2 Autumnalis 2A Autumnalis 14 Pomona 14 Pomona
2B Butembo 15 Pyrogenes Pyrogenes
3 Ballum 3 Castellonis 16 Sejroe 16A Hardjo
4 Bataviae 4A Bataviae 16B Wolffi
4B Brasiliensis 17 Shermani 17 Shermani
5 Canicola 5 Canicola 18 Tarassovi
6 Celedoni 6B Whitcombi Andamana 19 Andamana
7 Cynopteri 7 Cynopteri Nao determinado 21 Patoc
8 Djasiman 8A Djasiman Serjoe 22 Guaricura
8B Sentot P P Hardjo prajitno
9 Grippotyphosa 9 Gryppotyphosa M M Hardjo minis
10 Hebdomadis 10 Hebdomadis Cc C Hardjo CTG
11 Icterohaemorraghiae 11A Copenhageni B B Hardjo bovis

11B Icterohaemorraghiae

Para a prova de triagem, cada amostra foi diluida em solugdo salina
tamponada de fosfatos (SST) pH 7,6 na diluicdo 1:50, adicionando-se 100 yL do
soro a 4,9 mL da solugao salina tamponada de fosfatos em tubos de ensaio de
10 mL. A seguir pipetou-se 50 uL do soro diluido em microplaca de fundo chato,
dispostas horizontalmente dispostos em 25 orificios.

Em seguida 50 uL de cada um dos 31 sorovares foram adicionados em
posicao vertical da microplaca, totalizando 100 yL de material em cada orificio.
Para a amostra controle adicionou-se 50 yL SST pH 7,6 e 50 pyL do antigeno,
utilizado como controle negativo.

As placas foram tampadas, levemente agitadas por 20 segundos e
incubadas em estufa seca a 37°C durante uma hora.

Apods a incubagado, uma gota de cada orificio foi transferida para uma
lamina lisa de vidro com auxilio de alga bacterioldgica, e a leitura realizada em
microscopia Optica de campo escuro, com aumento de 100X. Foram
consideradas positivas amostras que apresentaram 50% ou mais de leptospiras
aglutinadas.
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Posteriormente realizou-se uma nova analise das amostras positivas,
com o objetivo de identificar seu titulo de anticorpos para cada sorovar reagente.
Na placa de fundo chato foi disposto fileiras horizontais contendo no primeiro
pogo controle 50 uL das amostras previamente diluidas a 1:50, e em outros cinco
orificios adicionou-se 25 uL de SST pH 7,6 correspondentes a titulagado de um
determinado sorovar (titulos 100 UA, 200 UA, 400 UA, 800 UA, 1600 UA).

Realizou-se a diluicao na razao de dois, transferindo-se 25uL do primeiro
orificio para o segundo, homogeneizando- se com micropipeta, e transferindo 25
ML do segundo para o terceiro orificio, procedendo-se assim por diante o quarto
e quinto orificios, obtendo-se as diluigdes 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600,
equivalendo-se aos titulos 100 UA, 200 UA, 400 UA, 800 UA, 1600 UA.

Por final foi pipetado 25 uL do sorovar positivo correspondente a cada
poco da respectiva fileira e também do pogo controle. As placas foram incubadas
em estufa seca a 37°C durante uma hora.

Foi considerado como titulo a maior diluicdo do soro capaz de aglutinar

50% ou mais das leptospiras em relagao ao controle.

4.3.2 Producgao de antigeno para o método de aglutinagao direta
modificada (MAD)

Para a determinagado de anticorpos anti- Toxoplasma gondii, utilizou-se
como antigeno o fluido peritoneal de camundongos previamente infectados com
T.gondii, cepa RH, preparado a partir do homogeneizado com igual volume de
células de sarcoma TG180, obtidas por passagens sucessivas em camundongos
albinos Swiss com idade entre 30 a 40 dias previamente inoculados pela via
intraperitoneal com 0,2mL, a cada 12 dias. A suspensdao de sarcoma e
taquizoitos foi inoculada via intraperitoneal em camundongos, e apos 48 horas,
procedeu-se o lavado peritoneal com 10mL de SST pH 7.2. Os fluidos
peritoneais ricos em células parasitadas foram tratados com solugéo de tripsina
a 0,05% para rompimento das células e liberacido dos parasitos. A suspensao de
taquizoitos foi fixada em solugao de formalina a 6% por 24 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente a formalina foi removida por meio de centrifugagcdes
sucessivas a 1200 x g por 10 minutos, sendo o antigeno ressuspendido em
tampao borato pH 8.7 (DESMONTS e REMINGTON, 1980).

G.J.SANTOS, 2015



37

4.3.3 Método de Aglutinagao direta Modificada (MAD)

Os soros foram diluidos em SST pH 7.2 nas dilui¢des 1:25; 1:50; 1;100;
1:200 e 1:400, sendo transferidos 25uL de cada diluigdo para microplaca com
fundo em V, adicionando-se entao 25uL de 2-mercaptoetanol 0,1M e 50 pL de
antigeno por cavidade da microplaca. As placas foram incubadas a temperatura
de 37°C por 16horas, sendo consideradas positivas aquelas diluigdes dos soros
onde se formava uma pelicula que cobria pelo menos 50% da cavidade, e

negativas quando formava botao ou anel no fundo da cavidade (Figura 5).

Figura 5- Reacao de aglutinagdo em amostras de soro. 1) Controle sabidamente

negativo, 2) Controle sabidamente positivo. Botucatu, 2015.
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5. RESULTADOS

No teste soroldgico para os anticorpos anti- Leptospira spp. realizado
pelo teste de soroaglutinagdo microscopica, das 108 amostras de soro de quati
(Nasua nasua),88,89% (96/108) foram negativas e 11,11% (12/108) foram
positivas (IC 95%= 6,0- 19%) (Tabela 2).

A frequéncia dos sorovares reagentes detectados em 12 quatis
soropositivos foram Butembo 16,67% (2/12); Whitcombi 8,33% (1/12); Sentot
8,33% (1/12); Gryppotyphosa 8,33% (1/12); Panama 8,33% (1/12); Hardjo bovis
8,33% (1/12); Hardjo CTG 8,33% (1/12); Hardjo prajitno 33,33% (4/12) (Tabela
3)

A distribuicdo dos titulos foi 100 UA 41,67% (5/12); 200 UA 41,67%
(5/12); 400 UA 16,67 (2/12) (Tabela 4)

Tabela 2- Resposta soroldégica em 108 quatis (Nasua nasua) pelo
Teste de Soroaglutinagao Microscopica (SAM) para Leptospirose. Botucatu-
SP, 2015.

RESULTADO FREQUENCIA PORCENTAGEM INTERVALO DE

% CONFIANCA
(IC 95 %)
Negativo 96 88,89%
Positivo 12 11,11% [0,06- 0,19%)]
TOTAL 108 100%
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Tabela 3- Sorovares reagentes a prova de Soroaglutinagado
Microscoépica (SAM) em 12 quatis (Nasua nasua). Botucatu- SP, 2015.

SOROVAR FREQUENCIA PORCENTAGEM%

Butembo 2 16,33%
Whitcombi 1 8,33%
Sentot 1 8,33%
Gryppotyphosa 1 8,33%
Panama 1 8,33%
Hardjo bovis 1 8,33%
Hardjo CTG 1 8,33%
Hardjo prajitno 4 33,33%
TOTAL 12 100%

Tabela 4- Titulo de Anticorpos para Leptospira spp. detectados em 12
quatis (Nasua nasua) avaliados pela prova de Soroaglutinagdo Microscopica
(SAM). Botucatu- SP. 2015.

Titulo Frequéncia Porcentagem
100 5 41,67%
200 5 41,67%
400 2 16,67%

TOTAL 12 100%

Para a pesquisa de anticorpos anti- Toxoplasma gondii utilizou-se o teste
de Aglutinagdo direta Modificada (MAD) (ponto de corte = 1:25 ), das 108
amostras sorolégicas de quatis, 18 (16,67%) foram soropositivos para os
anticorpos anti- T.gondii e 90 (83,33%) negativos (IC 95% = 0,09-0,23%) (Tabela
5). A distribuicao dos titulos foi 25 Ul 44,44% (8/18); 50 Ul 16,67 % (5/18); 100 Ul
16,67% (3/18); 200 Ul 5,56% (1/18); 400 Ul 16,67% (3/18) (Tabela 6)
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Tabela 5- Resposta soroldégica em 108 quatis (Nasua nasua) pelo
Teste de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD) para Toxoplasmose.
Botucatu- SP, 2015.

RESULTADO FREQUENCIA PORCENTAGEM INTERVALO DE

% CONFIANCA
(IC 95%)
Negativo 90 83,33%
Positivo 18 16,67% [0,09- 0,23]
TOTAL 108 100%
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Tabela 6- Titulo de Anticorpos para Toxoplasma gondii apresentado em

18 quatis (Nasua nasua) avaliados pela prova de Aglutinagcéo Direta Modificada

(MAD) Botucatu- SP. 2015.

Titulo Frequéncia Porcentagem

25 8 44.44%

50 3 16,67%
100 3 16,67%
200 1 5,56%
400 3 16,67%

TOTAL 18 100%
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6. DISCUSSAO

Parques zooldgicos sao locais onde pessoas podem se infectar visto que
animais ali albergados podem atuar como reservatérios e/ ou fontes de infecgéo
de doencas zoonoticas, disseminando agentes etiologicos entre animais
selvagens, sinantrépicos, funcionarios e visitantes (CORREA et al., 2006; SILVA
et al., 2007).

No Brasil estudos em zooldgicos sobre zoonoses e a participagdo do
quati (Nasua nasua) na cadeia epidemioldgica da Toxoplasmose e Leptospirose
S840 escassos.

A resposta sorolégica em 108 quatis (Nasua nasua) pelo teste de
soroaglutinagdo Microscopica para Leptospirose foi de 11,11% (12/108) das
amostras testadas. Corréa et al. (2004) realizaram inquérito sorolégico em 302
animais do zooldgico da cidade de Sdo Paulo e a frequéncia de animais
soropositivos foi de 19,5%, resultado superior ao do presente trabalho. Por outro
lado, a grande maioria dos animais soropositivos foram felinos, e dentre estes,
quatro  jaguatiricas, sendo um deles reagente para o0 sorovar
Icterohaemorrhagiae.

PAIXAO et al. (2011) relataram a soroprevaléncia para Leptospirose em
animais selvagens de vida livre procedentes do Centro de Conservacdo da
Fauna Silvestre de llha Solteira- SP, avaliando que os animais foram reagentes
para  Australis (86%); Cynopteri (55%); Hardjo miniswajezak (77,7%);
Autumnalis (66%); Hardjo, Shermani, Wolffi e Sentot (44,4%); Butembo
,Gryppotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Copenhageni Canicola,
Icterohaemorraghiae, Patoc e Tarassovi (22,2%); Hardjo prajitno e Castellonis
(33,3%); Pyrogenes, Hardjobovis, Whitcombi, HardjoCTG Andamana, Javanica,
Panama, Bataviae e Pomona (11,1%), contanto ndo avaliaram sorovares
reagentes para quatis.

Devido ao estudo de PAIXAO et al. (2011) néo terem avaliado sorovares
reagentes para quatis, este estudo corrobora com PAIXAO et al.(2011) devido
aos sorovares reagentes em 12 quatis soropositivo foram Butembo 16,67%
(2/12); Whitcombi 8,33% (1/12); Sentot 8,33% (1/12); Gryppotyphosa 8,33%
(1/12); Panama 8,33% (1/12); Hardjo bovis 8,33% (1/12); Hardjo ctg 8,33%
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(1/12); Hardjo prajitno 33,33%, os mesmos foram encontrados em animais
silvestres de vida livre por PAIXAO et al., 2011.

GIRIO et al. (2004) ndo encontraram reagente para Leptospira spp. entre
nove quatis de vida livre, no entanto, estes animais podem estar infectados sem
apresentar resposta imune humoral, com anticorpos detectaveis. No presente
estudo 12 quatis de vida livre foram reagentes para Leptospira spp. o que
confirma que o agente etiolégico se encontra no ecossistema estudado, assim
COMO OS riscos a saude publica.

PIMENTEL et al. (2009) avaliaram 32 mamiferos selvagens neotropicais
do Zoolégico de Aracaju- Sergipe, Brasil, para anticorpos anti- Leptospira spp. €
anti- Toxoplasma gondii , sendo que dois quatis apresentaram anticorpos para
Toxoplasma gondii com titulo 50 Ul, mas n&o reagiram para Leptospira spp.

LENHARO et al. (2012) realizaram avaliacdo sorolégica para
Leptospirose em mamiferos silvestres procedentes do Parque Zooldgico
Municipal de Bauru, sendo 60 animais (83,3%) reagentes a prova SAM, e
também houve resposta aos sorovarres Butembo, Wolffi, Hardjo CTG, Panama.
Estes sorovares foram encontrados também em roedores sinantropicos.

A multipla etiologia das leptospiroses, e o papel de reservatérios dos
animais, juntamente com a interagdo com o meio ambiente, demonstra a
necessidade de estudos soroepidemiolégicos para se entender a
etioepidemiologia das leptospiroses.

Nao foi possivel a determinagdo das vias de transmissao e fontes de
infeccado relacionada a presenca de quatis soropositipos para anticorpo anti-
Toxoplasma gondii e anti- Leptospira spp. no Parque Ecoldgico do Tieté SP.

No presente estudo observou-se a ocorréncia de 16,67% (18/108) quatis
(Nasua nasua) soropositivos para anticorpos anti- Toxoplasma gondii. Devido os
quatis serem de vida livre e terem acesso a toda area do parque ecoldgico facilita
a infecgao por possivel ingestdo de oocistos de T.gondii presentes no ambiente.

Na literatura faltam trabalhos com toxoplasmose nessa espécie
estudada para que se possa comparar com os resultados obtidos no presente

estudo.
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7. CONCLUSAO

A toxoplasmose e a leptospirose sao doengas zoonadticas que acometem
animais domésticos e selvagens. Inquérito soroepidemiologico em quatis (Nasua
nasua) sao importantes para a vigilancia e controle dessas doengas de
importancia em saude publica.

Os quatis possuem habitos sinantropicos representando risco a saude
humana pela proximidade com o ambiente urbano.

O inquérito soroldgico realizado indicou que quatis (Nasua nasua) estao
infectados por Toxoplasma gondii e Leptospira spp. no Parque Ecolégico do
Tieté- SP. Como os quatis sdo mantidos em vida livre pelo parque, eles podem
ter sido contaminados devido a pratica do carnivorismo, se alimentando de ratos,
pintinhos, lagartos e ras. Outra hipotese de infecgdo nesses animais € pela
ingestdo de agua contaminada do rio que banha o Parque Ecolégico do Tieté.

Estes animais possuem estreito contato com humanos e isto pode
representa perigo de doengas zoondticas. Novos estudos se fazem necessarios

nessa espécie para melhor avaliagao.
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texto na versao mais recente do Word e formatados de acordo com o
modelo de apresentagcao disponiveis no ato de submissado e no site da
revista (www. pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa
ainda nao publicados e ndo considerados para publicagcdo em outro periddico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communi-cations)
sob a forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de paginas
do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos
emitidos nos artigos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modifica¢gdes aconselhaveis
ou necessarias. Os artigos submetidos sao aceitos através da aprovacgao pelos
pares (peer review).

NOTE: Em complementagao aos recursos para edi¢gao da revista é
cobrada taxa de publicagdao (paper charge) no valor de R$ 1.500,00 por
artigo editorado, na ocasiao do envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT,
RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo; pormenores
de identificagdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes
quando compridos, mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por
extenso, como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso,
Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa
(inverso, Riet-Correa F.). Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versao do RESUMO em portugués,
podendo ser mais explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras
do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a
metodologia e dando os mais importantes resultados e conclusées, seguido dos
“TERMOS DE INDEXACAQ” que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citag&o bibliografica especifica
sem que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacéo do
objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que
permitam a repeticdo da experimentacdo por outros pesquisadores. Em
experimentos com animais, deve constar a aprovagao do projeto pela Comisséo
de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao concisa dos dados
obtidos. Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados
supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E
conveniente expressar dados complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de
apresenta-los em Quadros extensos;
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h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da
literatura. Ndo convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros,
de modo a evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados
apresentados;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto
ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no
artigo e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser
ordenada alfabetica e cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor,
seguido dos demais autores (todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da
publicagéo citada, e, abreviado (por extenso em casos de duvida), o nome do
periddico ou obra, usando sempre como exemplo os ultimos fasciculos da revista
(www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto devem ser atendidas as seguin-tes
normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entre-linha
simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior,
inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndao deve ser formatado
em duas colunas, com as legendas das Figuras no final (logo apods as
REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus arquivos fornecidos
separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por _extenso no
inicio de cada capitulo.

b) a redagdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para
notas de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a
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artigo; as notas deverdo ser langadas ao pé da pagina em que estiver o
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Todos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados no texto. Estas
citacbes serao feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, em
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s6 paragrafo e ndo devem conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderec¢o
profissional completo de todos os autores (na lingua do pais dos autores),
o e-mail do autor para correspondéncia e dos demais autores. Em sua
redacao deve-se usar virgulas em vez de tragos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicbes, ao aparecerem pela
primeira vez no artigo, serdo colocadas entre parénteses, apdés o0 nome da
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e) citagdes bibliograficas serao feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos
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de comunicagao pessoal e de dados nao publicados é feita no texto somente
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com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagdes de artigos
colocados cronologicamente entre parénteses, nao se usara virgula entre o
nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apés cada ano, como por
exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al.
2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e
baixa, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a
ord €nagao de seus varios elementos.

3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencgoes
adotadas sera incluida preferentemente, na area do grafico (=Figura); evitar-se-
a o uso de titulo ao alto do gréfico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informagdes
suficientes para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto
autoexplicativas, independente do texto).

5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo
(em negrito) e as colunas deve vir o cabegalho entre dois tragos longos, um
acima e outro abaixo. Nao ha tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais
de chamada seréo alfabéticos, recomecgando, se possivel, com “a”em cada
Quadro; as notas serao langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual
serao separadas por um traco curto a esquerda.
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O artigo esta de acordo com as normas da revista “Pesquisa Veterinaria
Brasileira”

Soroprevaléncia de anticorpos anti- Leptospira spp. e anti-
Toxoplasma gondii em quatis (Nasua nasua) procedentes do parque

ecolégico do Tieté, Sao Paulo- Brasil, 2015"

Gisele J. dos Santos?*, Ramiro N. Dias Neto?, Liliane Milanelo*, Talita

G.S. Batista?, Felipe Fornazari?, Hélio Langoni? e Antonio C.Paes?

ABSTRACT- Santos, G..J; Neto Dias, R; Milanele, L; Batista, T.G.S; Fornazari,
F.; Langoni, H & Paes, A.C. 2015 [Soroprevalence of anti-Leptospira spp. in
coatis (Nasua nasua) from the Ecological Park Tiete Sdo Paulo, Brazil, 2015]
Soroprevalecia de Leptospira spp. em quatis (Nasua nasua) procedentes do
Parque Ecologico do Tieté, Sdo Paulo, Brasil 2015. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, Distrito de Rubido Junior S/N, Rubido

Junior, 18618-970 - Botucatu, SP — Brasil, e-mail: gijunqueira@fmvz.unesp.br

The toxoplasmosis and leptospirosis are zoonotic diseases that affect
domestic and wild animals. Seroepidemiological surveys in coatis (Nasua nasua)
are important for information, surveillance and disease control. The objective of
this study was to determine the seroprevalence of Leptospira spp. and
Toxoplasma gondii in 108 samples of serum coatis maintained in the wild, from
the Ecological Park of Tieté, Sdo Paulo, Brazil. Of the 108 animals examined, 30
were reacted to modified agglutination test (MAT) and the microscopic
agglutination test (MAT) 12 (11.11%) had antibodies anti-Leptospira spp. and 18
(16.67%) were reacted to Toxoplasma gondii. The proportions of the serum-
reactive animals, their 95% confidence intervals.The frequency of serovars
reagents for Leptospira spp. 12 quatis Butembo were 16.67% (2.12); Whitcombi
8.33% (1/12); Sentot 8.33% (1/12); Gryppotyphosa 8.33% (1/12); Panama 8.33%
(1/12); Hardjo bovis 8.33% (1/12); Hardjo ctg 8.33% (1/12); Hardjo prajitno
33.33% (4/12), and frequency of titles presented was: 100 IU 41.67% (5/12); 200
IU 41.67% (5/12); 400 IU 16.67% (2/12).The distribution of the securities offered
to Toxoplasma gondii in 18 coatis (Nasua nasua) was 100 IU 41.67% (5/12); 200
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IU 41.67% (5/12); 400 IU 16.67 (2/12).Therefore this study demonstrates the
importance of anti-Toxoplasma gondii serological evaluation and anti Leptospira
spp. free life coatis, which evaluates the epidemiological aspects related to these
zoonoses and risks to public health because it maintains contact with humans.

INDEX TERMS: Leptospira spp ; coati, zoonoses
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de Botucatu (FMVZ), Distrito de Rubidao Junior S/N,Rubido Junior, 18618-970 -
Botucatu, SP — Brasil, Pesquisa de Mestrado apoiado pela CAPES. *Autor para
correspondéncia: gijunqueira@fmvz.unesp.br

*Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
de Botucatu (FMVZ), Distrito de Rubidao Junior S/N,Rubido Junior, 18618-970 -
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4 Departamento de Aguas e Energia Elétrica de Sdo Paulo, Parque Ecolégico do
Tieté. Rua Guira Acangatara, 70 Engenheiro Goulart 03719-000 - Sao Paulo, SP

- Brasil

Resumo: A toxoplasmose e a leptospirose sdo doengas zoonoéticas que
acometem animais domeésticos e selvagens. Inquéritos soroepidemiologicos em
quatis (Nasua nasua) sao importantes para conhecimento, vigilancia e controle
de doencas. O objetivo deste trabalho foi verificar a soroprevaléncia de
Leptospira spp. € Toxoplasma gondii, em 108 amostras de soro de quatis
mantidos em vida livre, provenientes do Parque Ecoldgico do Tieté, Sdo Paulo,
Brasil. Dos 108 animais examinados, 30 reagiram para o Teste de
Soroaglutinagédo modificada (SAM) e para o teste de aglutinagao microscopica
(MAT) 12 (11,11%) apresentaram anticorpos anti- Leptospira spp. e 18 (16,67%)
reagiram para Toxoplasma gondii. As proporgdes dos animais soro-reatores e
os respectivos intervalos de confianga de 95%. A frequéncia dos sorovares
reagentes para Leptospira spp. em 12 quatis foram Butembo 16,67% (2/12);
Whitcombi 8,33% (1/12); Sentot 8,33% (1/12); Gryppotyphosa 8,33% (1/12);
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Panama 8,33% (1/12); Hardjo bovis 8,33% (1/12); Hardjo ctg 8,33% (1/12);
Hardjo prajitno 33,33% (4/12) e frequéncia dos titulos apresentados foi: 100 Ul
41,67% (5/12); 200 Ul 41,67% (5/12); 400 Ul 16,67%(2/12). A distribuicdo dos
titulos apresentados para Toxoplasma gondii em 18 quatis (Nasua nasua) foi 100
Ul 41,67% (5/12); 200 Ul 41,67% (5/12); 400 Ul 16,67 (2/12).Portanto o presente
estudo demonstra a importancia da avaliagao sorologica anti- Toxoplasma gondii
e anti- Leptospira spp. em quatis de vida livre, o que avalia os aspectos
epidemioldgicos relacionados a estas zoonoses e riscos para a saude publica,
pois mantém contato com humanos.

TERMOS DE INDEXACAQO: Leptospira spp.; quati, zoonoses

INTRODUCAO

A leptospirose é causada por diversas espécies de bactérias do género
Leptospira, ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae. (GREENE et al.,
2012). Sao bactérias espirais finas, com aproximadamente de 0,10 a 0,25um de
diametro e por 6-25 ym de comprimento, flexiveis, filamentosas e com
extremidades em forma de gancho, possuem alta motilidade apresentando
movimentos giratérios ao longo do seu proprio eixo (QUINN et al., 2005,
GREENE et al., 2012).

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete
animais domésticos e selvagens. Sua manifestacdo esta relacionada a alta
ocorréncia de roedores infectados e precarias condi¢des sanitarias (BRASIL et
al., 2013). Ha ampla variedade de espécies selvagens vivendo em condi¢des
diferentes do seu habitat natural, que representam um ambiente propicio a
disseminacgao de doencgas, muitas delas zoonéticas (PIMENTEL et al., 2009). A
participagdo dos animais selvagens como reservatérios ou portadores de
zoonoses ha hatureza e em cativeiro € de grande importancia (ACHA e
SZYFRES, 2003).

A infecgao por Leptospira spp. ocorre pelo contato direto com urina ou
tecidos de animais infectados, mordeduras, e também pelo contato indireto pela
da exposigao de animais a fontes de agua contaminada, solo umido contaminado
e outra forma de infecgao e através da via transplacentéria (FELT et al; 2011;
GREENE et al; 2012)
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Animais silvestres no ambiente urbano podem agir como reservatorios de
varios agentes infecciosos. Muitos parques zooldgicos se localizam na zona
urbana, possibilitando a disseminacdo de agentes infecciosos por animais
silvestres de vida livre para os animais em cativeiro (JUNGE et al., 2007).
Parques zoologicos possuem recintos abertos para muitas das espécies
mantidas em cativeiro, resultando na exposicdo dos animais a roedores e
gambas predispondo- os as infecgdes (LENHARO et al., 2012).

A leptospirose em animais selvagens mantidos em cativeiro tornou-se
importante devido os mesmos se tornarem portadores renais, o que os torna um
risco para os trabalhadores das instalagbes do jardim zooldgico, veterinarios e
visitantes (SCARCELLI et al., 2003).

Surtos de leptospirose foram associados ao turismo e atividades
recreacionais em ambiente silvestre (BHARTI et al., 2003). Desta forma, verifica-
se a importancia de estudos relacionados ao papel de espécies de animais
silvestres como reservatoérios, tanto no ambiente silvestre como em cativeiro
(LENHARO et al., 2012).

Toxoplasma gondii, € um protozoario intracelular obrigatério, podendo
infectar varias espécies de animais e considerado um agente patogénico de
carater zoondtico (ACHA e SZYFRES 2003, CENCI -CONGA et al., 2011).
Também pode infectar varios tipos de células a partir de uma ampla variedade
de mamiferos e de aves em todo o mundo, incluindo os humanos e primatas
nao-humanos (SILVA et al., 2013).

A toxoplasmose pode causar infeccdo disseminada aguda como
pneumonia intersticial aguda e necrose hepatocelular focal, febre, anorexia,
vbmito e diarreia principalmente quando relacionada a fatores
imunossupressores (ANDRADE et al., 2007).

Praticamente todas as espécies de animais s&o susceptiveis ao T. gondii
e as taxas de soropositividade e sinais clinicos variam nos diferentes
hospedeiros. Por ser um agente causador de zoonoses e por seu impacto a
saude publica, o Toxoplasma gondii tem sido o coccideo mais estudado
(TENTER et al., 2000).

Apesar das pesquisas indicarem que o0s animais selvagens s&o
frequentemente positivos nos testes soroldgicos para a toxoplasmose, o papel
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dessas espécies no ciclo epidemiolégico da doenga ndo é bem conhecido
(DUBEY e LAPPIN, 2012).

Este trabalho teve como objetivo verificar soroprevaléncia de anticorpos
anti-Leptospira spp. e anti-Toxoplasma gondii, em 108 Quatis (Nasua nasua)
mantidos em vida livre provenientes do Parque Ecolégico do Tieté, Sdo Paulo,
Brasil. Procurou demonstrar-se a importancia da pesquisa sorologica para
anticorpos anti- Toxoplasma gondii e anti- Leptospira spp. em animais de vida
livre na tentativa de avaliar aspectos epidemiologicos relacionados a essas duas

doencas de cunho zoondtico.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental: Para estimar o numero de animais

necessarios para o experimento (n) utilizou-se o programa OpenEpi Version 3.
Considerou como referéncia de 50% com margem de erro de 10% e nivel de
significancia a =5%. Dessa forma obteve um numero de 90 animais, ajustando-
se o numero final para 108 animais.
As andlises estatisticas foram realizadas no Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Campus de Botucatu, SP

Amostras: Foram utilizadas amostras de sangue de 108 quatis (Nasua
nasua) de vida livre, jovens e adultos, machos (n=48) vasectomisados e fémeas
(n=60) castradas, com peso entre 2 a 6,5kg que foram coletadas durante
procedimentos de rotina do Parque Ecolégico do Tieté, no municipio de Sao
Paulo (23° 29’ 46” S 46° 31’ 10” O) localizado na zona leste da cidade na divisa
com o Municipio de Guarulhos.

ApoOs a coleta de sangue, o mesmo foi centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos, o soro acondicionado em microtubos devidamente identificado e
mantidos em temperatura a -80°C. Apds esse procedimento as amostras foram
transportadas e armazenados no Laboratério de Zoonoses da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia UNESP- Botucatu- SP também a -80°C até o

momento do exame.
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Provas Sorolégicas: As amostras de soro testadas para anticorpos
anti-Leptospira spp. foi através da técnica de Soroaglutinagdo Microscopica,
segundo as normas do Ministério da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Foram utilizados 31 sorovares como antigenos na prova de

soroaglutinagado microscopica (SAM) (Quadro a).

Quadro a- Relagcdo de sorovares de Leptospira spp. utilizados no Servigo de
Diagndstico de Zoonoses (SDZ), UNESP Botucatu- Sao Paulo, 2015.

SOROGRUPO SOROVAR SOROGRUPO SOROVAR
1 Australis 1A Australis 12 Javanica 12 Javanica
1B Bratislava 13 Panama 13 Panama
2 Autumnalis 2A Autumnalis 14 Pomona 14 Pomona
2B Butembo 15 Pyrogenes Pyrogenes
3 Ballum 3 Castellonis 16 Sejroe 16A Hardjo
4 Bataviae 4A Bataviae 16B Wolffi
4B Brasiliensis 17 Shermani 17 Shermani
5 Canicola 5 Canicola 18 Tarassovi
6 Celedoni 6B Whitcombi Andamana 19 Andamana
7 Cynopteri 7 Cynopteri Nao 21 Patoc
determinado
8 Djasiman 8A Djasiman Serjoe 22 Guaricura
8B Sentot P P Hardjo prajitno
9 Grippotyphosa 9 Gryppotyphosa M M Hardjo minis
10 Hebdomadis 10 Hebdomadis C C Hardjo CTG
11 Icterohaemorraghiae 11A Copenhageni B B Hardjo bovis

11B Icterohaemorraghiae

Os soros foram triados nas diluicées 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600,
€ 0s que apresentaram reacao na triagem foram titulados com os respectivos
antigenos de diluicdes de razao dois, equivalendo-se aos titulos 100, 200, 400,
800, 1600. Foi considerado como titulo a maior diluicdo do soro capaz de
aglutinar 50% ou mais das leptospiras por campo microscopico em relagéo ao

controle.
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Para a pesquisa de anticorpos anti- Toxoplasma gondii foi utilizado o
Teste de Aglutinacdo Direta Modificada (MAD) utilizando taquizoitos inativados
pela formalina e 2-mercaptaetanol (DUBEY e DESMONTS, 1987). Soros foram
examinados nas diluicdes de 1:25; 1:50; 1:100; 1:200 e 1:400. Titulos
corresponderam a maior diluigdo que apresentou aglutinagdo. Soros controles
positivos e negativos foram incluidos em cada teste.

Este projeto possui autorizacdo para atividades com finalidades
cientificas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade-
ICMBio, através do Sistema de Autorizacao e Informagdo em Biodiversidade-
SISBIO, através do cédigo de autenticagdo 46892224. Também foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP Campus de Botucatu, pelo protocolo n°
199/2014.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 108 animais examinados, 30 reagiram para o Teste de
Soroaglutinagdo modificada (SAM) e para o teste de aglutinagdo microscopica
(MAT) 12 (11,11%) apresentaram anticorpos anti- Leptospira spp. e 18 (16,67%)
reagiram para Toxoplasma gondii. As propor¢gdes dos animais soro-reatores e
os respectivos intervalos de confianca de 95% (Quadro b)

A frequéncia dos sorovares reagentes para Leptospira spp. em 12 quatis
soropositivo foram Butembo 16,67% (2/12); Whitcombi 8,33% (1/12); Sentot
8,33% (1/12); Gryppotyphosa 8,33% (1/12); Panama 8,33% (1/12); Hardjo bovis
8,33% (1/12); Hardjo ctg 8,33% (1/12); Hardjo prajitno 33,33% (4/12) (Quadro c)

A distribuigdo dos titulos apresentados para Toxoplasma gondii em 18
quatis (Nasua nasua) foi 100 Ul 41,67% (5/12); 200 Ul 41,67% (5/12); 400 Ul
16,67 (2/12) (Quadro d)
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Quadro b- Resposta sorolégica em 30 quatis (Nasua nasua) pelo
Teste de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM) para Leptospira spp. e pelo
Teste de Aglutinagdo Modificada (MAT) para Toxoplasma gondii. Botucatu-
SP, 2015.
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RESULTADO FREQUENCIA PORCENTAGEM % %I[IC 95%]

Leptospira spp 12 11,11% 6,0- 19%
Toxoplasma 18 16,67% 0,09-0,23%
gondii
TOTAL 30 27,78%

Quadro c- Sorovares reagentes a prova de Soroaglutinagao

Microscoépica (SAM) em 12 quatis (Nasua nasua). Botucatu- SP, 2015.

SOROVAR FREQUENCIA PORCENTAGEM%

Butembo 2 16,33%
Whitcombi 1 8,33%
Sentot 1 8,33%
Gryppotyphosa 1 8,33%
Panama 1 8,33%
Hardjo bovis 1 8,33%
Hardjo CTG 1 8,33%
Hardjo prajitno 4 33,33%
TOTAL 12 100%
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Quadro d-Titulo de Anticorpos para Toxoplasma gondii. apresentado em
18 quatis (Nasua nasua) avaliados pela prova de Aglutinacéo Direta Modificada
(MAD) Botucatu- SP. 2015.

Titulo Frequéncia Porcentagem

25 8 44.,44%

50 3 16,67%
100 3 16,67%
200 1 5,56%
400 3 16,67%

TOTAL 18 100%

PAIXAO et al. (2011) relataram a soroprevaléncia para Leptospirose em
animais selvagens de vida livre procedentes do Centro de Conservacdo da
Fauna Silvestre de llha Solteira- SP, avaliando que os animais foram reagentes
para  Australis (86%); Cynopteri (55%); Hardjo miniswajezak (77,7%);
Autumnalis (66%); Hardjo, Shermani, Wolffi e Sentot (44,4%); Butembo
,Gryppotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Copenhageni Canicola,
Icterohaemorraghiae, Patoc e Tarassovi (22,2%); Hardjo prajitno e Castellonis
(33,3%); Pyrogenes, Hardjobovis, Whitcombi, HardjoCTG Andamana, Javanica,
Panama, Bataviae e Pomona (11,1%), contanto ndo avaliaram sorovares
reagentes para quatis.

Portanto o presente estudo corrobora com PAIXAO et al. (2011) devido
aos sorovares reagentes em 12 quatis soropositivo foram Butembo 16,67%
(2/12); Whitcombi 8,33% (1/12); Sentot 8,33% (1/12); Gryppotyphosa 8,33%
(1/12); Panama 8,33% (1/12); Hardjo bovis 8,33% (1/12); Hardjo ctg 8,33%
(1/12); Hardjo prajitno 33,33%.

Parques zoolégicos sdo importantes fontes de infecgdo de doencgas,
proporcionando uma disseminagao de agentes etiolégicos podendo infectar os
animais selvagens, animais sinantropicos, funcionarios dos parques zooldgicos
e visitantes (CORREA et al., 2006; SILVA et al., 2007).

No Brasil estudos em zooldgicos sobre zoonoses e a participagado do
quati (Nasua nasua) na cadeia epidemiolégica da Toxoplasmose e Leptospirose

SA0 escassos.
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CONCLUSOES

A toxoplasmose e a leptospirose sao doengas zoonadticas que acometem
animais domésticos e selvagens. Inquérito soroepidemiolégico de quati (Nasua
nasua) sdo importantes para a vigilancia e controle dessas doengas que
possuem importancia para saude publica.

Os quatis possuem habitos sinantrépicos representando risco a saude
humana pois ha proximidade com o ambiente urbano.

O inquérito sorologico nesta pesquisa indicou infecgdo dos quatis
soropositivos ao Toxoplasma gondii e Leptospira spp.no Parque Ecoldgico do
Tieté- SP, porém é fundamental a realizagado de estudos em quatis por ser um

animal com potencial zoonético.
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ANEXOS

ANEXO A- Parecer de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA).

AA
A% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 7o fmvz - unesp
unes “J(LIO DE MESQUITA FILKO"
Faculdade de Medicina Veterinana o Zootecnia

Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa “Avaliacdo da
ocorréncia de titulos soroldgicos de anticorpos anti-Leptospira
spp., anti-Toxoplasma gondii em Quati (Nasua nasua)”
Protocolo n® 199/2014 - CEUA, do Professor Antonio Carlos Paes, a
ser conduzido por Gisele Junqueira dos Santos, desta Faculdade,
foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, em 12 de dezembro
de 2014,

ol
-
Prof?.Ass.Dr3. Ma Jia Liicia Gomes Lourengo

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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ANEXO B- Parecer de Aprovacgao pelo Sistema de Autorizagao e Informacgao

em Biodiversidade (SISBio).

W Ministério do Meio Ambiente - MMA
"% Instituto Chico Mendes de Conservaco da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacio e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero; 47267-1 Data da Emissdo: 03/02/2015 06:40

Data para Revalidagao®: 04/03/2016

a contar da dala do aniversério de sua emissio.

* De acordo com o art. 28 da IN 0372014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto.
mas devera ser revalidada anuaimente mediante a apresentacao do relatdrio de atividades a ser enviado por melo do Sishio no prazo de até 30 dias

Dados do fitular

Nome: Glsele Junqueira dos Sanlos

CPF: 348.941.128-86

nasua)

Titulo do Projeto: Avaliage da Ocorréneia de Titulos soroldgicos de Anticorpos Anti- Leptospira spp. & Anti Toxoplasma gondii em Quati (Nasua

Nome da Instituicao : FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CNPJ: 48.031.918/0020-97

* ldentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através da cédigo
de autenticago abaixo, qualquer cidaddo poderd verficar a autenticidade ou reqularidade deste documento, por meio da pégina do SisbiaICMBio na

Internet {www.icmbio gov. brisisbio).

Cddigo de autenticagdo: 46892224 I‘Ill“"

G.J.SANTOS, 2015
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