Correlacéo entre a vulnerabilidade de aquiferos e a prevaléncia
da toxoplasmose humana e animal em Campos dos

Goytacazes - regiao norte do estado do Rio de Janeiro.

Flavia Pereira Vieira

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
Campos dos Goytacazes, RJ
Fevereiro 2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Correlacéo entre a vulnerabilidade de aquiferos e a prevaléncia
da toxoplasmose humana e animal em Campos dos

Goytacazes - regiao norte do estado do Rio de Janeiro.

Flavia Pereira Vieira

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Mestre em Biociéncias em

Biotecnologia.

Orientadora; Dr2. Lilian Maria Garcia Bahia de Oliveira

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
Campos dos Goytacazes, RJ

Fevereiro 2010



Correlacéo entre a vulnerabilidade de aquiferos e a prevaléncia
da toxoplasmose humana e animal em Campos dos

Goytacazes - regiao norte do estado do Rio de Janeiro.

Flavia Pereira Vieira

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Mestre em Biociéncias em
Biotecnologia.

Aprovada em 22 de Fevereiro de 2010

Comissao Examinadora:

Annelise Maria de Oliveira Wilken de Abreu (Doutor em Biociéncias e Biotecnologia)

Elena Lassounskaia (Doutora em Imunologia) - UENF

Milton Masahiko Kanashiro (Doutor em Biociéncias e Biotecnologia) — UENF

Lilian Maria Garcia Bahia de Oliveira (Doutora em Bioquimica e Imunologia) —
Orientadora - UENF



Aos meus pais Osiel Arantes Vieira e Dilma Pereira Vieira pelo carinho e
incentivo. Por serem a minha forca nos momentos

de incerteza.

A minha orientadora Lilian Maria Garcia Bahia de Oliveira a quem tenho grande
admiragdo e carinho. Obrigada pelos preciosos ensinamentos

e, sobretudo por investir na concretizagdo de todo processo com tanta dedicacdo e
sabedoria, mostrando-me com suas atitudes o verdadeiro significado de um

orientador.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por tudo de bom que tem acontecido na minha vida, por ter uma familia tdo especial que
estd sempre ao meu lado, e por ter colocado no meu caminho, durante esses anos na UENF, pessoas tdo
especiais que permanecerdo em minhas lembrangas para sempre, enfim, por Sua presenca constante em minha

vida.

Os meus sinceros agradecimentos aos meus pais, sempre tdo presentes. Obrigada pelos exemplos que me

ensinaram a ser responsdvel e perseverante. Hoje celebro mais esta vitéria e a divido com vocés!

Agradeco também aos demais da minha familia: irmdos, tios, avds e primos, que ndo se cansavam de

perguntar quando eu iria terminar os estudos e quando eu iria ter férias. Obrigada pelo carinho!

A minha orientadora Lilian Maria Garcia Bahia de Oliveira por sua atenciosa e dedicada orientagdo. Essa
sua paixdo pela ciéncia e sua dedicagdo nos motiva a fazer e querer sempre dar o nosso melhor. Muito

obrigada.

Os meus sinceros agradecimentos aos sujeitos da pesquisa que aceitaram participar deste estudo, abrindo

suas casas e nos recebendo tdo carinhosamente. Muito obrigada.

A toda equipe da ASTRAN, especialmente Ailton, Edwirges, Fernanda, Luis Carlos bem como, todos os
motoristas que fizeram saidas de campo comigo. Obrigada por terem entendido as minhas urgéncias e
necessidades e sempre terem feito o possivel para me atender. E saibam que parte importante do sucesso na

coleta de amostras se deve ao empenho de vocés e eu, sou muito grata a vocés por isso.

A professora Maria da Gloria do LECIV e seus alunos Aline e Adilson, por ter me recebido tdo bem no seu

laboratério e por toda ajuda dispensada. Muito obrigada.

A todo pessoal do LBR, especialmente aos técnicos, Fernando Lopes, Juliana Azevedo, Jorge Gamboa,
Niibia e Claudia Leticia por toda ajuda dispensada neste trabalho e por sempre estarem dispostos a me

ajudar. Muito obrigada por tudo.

Agradeco aos amigos do laboratdrio, Alba, Bianca, Fabricio, Keyssine, Liliani, Livia, Marcela e Ricardo.

Quantas horas tivemos lado a lado, alegrias e tristezas compartilhadas! Obrigada pelo agraddvel ambiente

de trabalho.



Um agradecimento especial a Lili e a Marcela por terem sido verdadeiras companheiras nesse trabalho, ndo
importando o quanto pesado eram os litros d’dgua e nem qudo fedido o galinheiro. E especialmente por serem

tdo presentes na minha vida. Amigas, amo vocés.

A Manuella médica veterindria que me ajudou neste trabalho, pelo agraddvel convivio e pela amizade

firmada ao longo deste trabalho. Manu muito obrigada!

A Michelle Muzitano Frazdo por ter revisado esta dissertagdo, pela atencdo, dicas e sugestoes dispensadas

na revisdo da mesma. Obrigada por tudo.

Ao Dr. Renato Damatta pelo apoio e colaboracdo na reta final deste trabalho, sem a qual seria impossivel a

conclusdo do mesmo. Muito Obrigada!

Agradeco ao Prof Milton Kanashiro, Prof* Elena e Prof Annelise Wilken que aceitaram compor a banca
examinadora desta dissertagcdo. Muito obrigada a vocés que foram de grande importdncia para o

enriquecimento deste trabalho.

Enfim, gostaria de agradecer a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdo deste

trabalho.



INDICE

RESUMO . ...t e e e e e e e ennne e enees viii
ABSTRACT e IX
INDICE DE FIGURAS........coeeieeete et ettt ea e ete e enete e e e, X
INDICE DE TABELAS......coo ittt ceeeteeeeeeee ettt ea ettt ee et tenaans Xi
1. INTRODUGAO . ..ottt ettt eae et eee s 01
1.0 HISEOMICO. ..ttt e e e e e e 01
1.2. O protozoario Toxoplasma goNdii...........cceeeriruiiiieiieeniiiiiiieeee e 03
1.3. Ciclo biologico do Toxoplasma gondii............ceeeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 05
1.4. Vias de transmissao da toxoplasmose............ccceeevvviiiiiiiieiiiiiiiicee e 06
1.5. Contaminagédo ambiental por oocistos de Toxoplasma gondii............... 08
1.6. Deteccao de oocistos de Toxoplasma gondii em agua................cccueees 10
1.7. Prevaléncia da toxoplasmose em seres humanos...........ccceceeeeeeeeeeeennnn. 11
1.8. Prevaléncia da toxoplasmose em animais domeéstiCosS...............ceeeeeeen. 12
1.9. Grau de vulnerabilidade de aquiferos e a sua relacdo com a presenca 14
oocistos de T. gondii em amostras de &gua...........ccceeeeriiiiiieeeeeiiiiiieee e
2. JUSTIFICATIV A et e et e e e e 16
. OBIETIVO. et e et e e e e e atba e e e e eane 18
4. MATERIAL E METODOS........ociiieeeeeee ettt ettt 19
4.1. Ara de @STUAO.........cveeeeeeeeeeee e, 19
4.2. Selecdo da Area de eStUO..........c.eoveveeeeeeeeeeeeee e, 21
4.3. POPUIAGA0 EStUATA. .......uuuuiiiiiiiiiiiiiie e 23
4.4. Coleta de amostras de sangue e determinacao do perfil sorolégico 23
para toxoplasmose por meio do Kit Vidas...........ccceovieeiiiiiiiiciicciiceeeeeein,
4.5. Selecdo dos animais dOMESLICOS..........cceeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 24
4.6. Analise Soroldgica dos animais dOmMESLICOS.........ccocvuveeeeeiiiieeeciiiiee e 24

4.7. Coleta de amostras de AgQUa..........ccceeeeeiiiiiiiiieiiicree e ae e e 25



4.8. Filtracdo por vacuo em Membrana de teflon..............cccooeiiviiiiiiiinnn,
4.9. Experimentacdo com aves (Gallus gallus)............ooovviiiiiiiiiiiiiiinineeeen,
4.10. Sorologia das aves specific pathogen free (SPF) e das galinhas
vivendo liviemente em peridomiCilio...........ccueeeiiiiiiiiiiiiiiee
4.11. Analise de dados

5. RESULTADOS. ... .o e e e e e e e e e e aanns

5.1. Andlise de amostras de agua de pocos por meio de bioensaio em
aves specific pathogen free (SPF)........uuiiiiiiiii

5.2. Prevaléncia da toxoplasmose humana na area estudada.....................

5.3. Prevaléncia anticorpos anti-T. gondii no soro de galinhas (Gallus
domesticus) vivendo livremente em peridomicilios por meio dos ensaios de
ELISA € MAT ...ttt e e e et e e e e et e e e e e e s s annaneeaaeeeans

5.4. Prevaléncia anticorpos anti-T. gondii no soro de cées através do

teste de aglutinagdo modificado (MAT).......uuuiiiiimiiiiiieeeeee e

5.5. Prevaléncia anticorpos anti-T. gondii no soro de gatos vivendo
livremente em peridomicilio através do teste de aglutinacao modificado
(MAT) e a sua relagéo com a prevaléncia anti-T. gondii no soro de

iNdividUuos VIVENdO NAS MESIMAS AICaS. ...uien et eeeaaaaees

5.6. Prevaléncia da toxoplasmose humana e animal em funcdo do grau

de vulnerabilidade de aqUIferos..........cccceeeiiiiiiiii i
B.DISCUSSAD. ...ttt ettt en e neteen e e,
T.CONCLUSOES.........o oottt
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coeoeeieeeeeeeee e

9. APENDICE

27

28

29

29



RESUMO

A toxoplasmose é uma das zoonoses parasitarias mais comuns no planeta.
Cerca de um terco da populacdo humana e animal se encontra parasitada em
todo mundo. A ingestdo de agua contaminada por oocistos de Toxaplasma
gondii é uma importante via de transmisséo da toxoplasmose humana e animal,
visto que os oocistos de T. gondii podem permanecer viaveis por longos
periodos de tempo no meio ambiente. Neste estudo apresentamos uma
abordagem inédita de investigacdo sobre a contaminacdo ambiental por
oocistos do parasita, que relaciona a vulnerabilidade de aquiferos do municipio
de Campos dos Goytacazes com a prevaléncia da toxoplasmose humana e
animal. Para tanto, o municipio foi dividido em sete areas de amostragem (A1,
A2, A3, A4, A5, A6-a e b e A7a e b, e a partir dessa divisdo amostras de agua
de pocos assentados nessas areas foram analisadas para verificar a presenca
de oocistos do T. gondii, através de bioensaio em aves Specific Pathogen Free
(SPF). A prevaléncia geral da toxoplasmose humana foi de 83,8%. As areas
onde os individuos apresentaram maior positividade foram éarea A4 (alta
vulnerabilidade), A7a e A7b (alta vulnerabilidade). As aves SPF que foram
alimentadas com as membranas provenientes do processo de filtracdo da area
A6b (moderada vulnerabilidade com piores condi¢cdes de higiene), A7a e b (alta
vulnerabilidade respectivamente subdividida em subareas com melhor e pior
condicBes de higiene) e A2 (extrema vulnerabilidade) passaram a apresentar
sorologia positiva para a toxoplasmose. A prevaléncia da toxoplasmose em
galinhas vivendo livremente em peridomicilios foi estimada em 63,2% pelo
Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT). A prevaléncia da toxoplasmose
humana e animal foi maior nas areas em que o0s aquiferos apresentavam-se
com o grau de alta vulnerabilidade. Esses resultados indicam que a relacéo
entre a vulnerabilidade de aquiferos e a prevaléncia da toxoplasmose humana
e animal parece ser uma boa estratégia para estudo de contaminacdo

ambiental por oocistos de T. gondii e 0 seu estudo deve ser ampliado.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, vulnerabidade, aquifero, oocisto.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is one of the most common parasitic infections in the planet.
About one third of the population, including human beings and animals, are
known to be infected worldwide. The ingestion of water contaminated with
Toxoplasma gondii oocysts is an important via of toxoplasmosis transmission
for human beings and animals, and the oocysts of this parasite may remain
viable for long periods of time in the environment. In this study we present a
novel approach to estimate the environmental contamination, by T. gondii
oocysts, in which it is considered the vulnerability of aquifers (from Campos dos
Goytacazes city) in association to the prevalence of toxoplasmosis in human
beings and animals. The city was divided in seven areas (Al, A2, A3, A4, A5,
A6a, A6b, A7a and A7b). Water samples from wells located on those areas
were analyzed in order to verify the presence of T. gondii oocysts using
bioassay in Specific Pathogen Free (SPF) chickens. The prevalence of human
toxoplasmosis was 83,8%. The areas where the individuals presented higher
prevalence were: A4 (high vulnerability) and A7a and A7b (high vulnerability).
SPF Chickens that were fed with the membranes obtained from filtration of
water from the areas A6b (moderate vulnerability with poor sanitation), A7a and
b (high vulnerability, respectively subdivided into sub-areas of good and poor
sanitation) and A2 (extreme vulnerability) presented positive serum conversion
for toxoplasmosis. The prevalence of toxoplasmosis in chickens living freely in
peridomestic areas was 63,2% by the Modified Aglutination Test (MAT). The
prevalence of toxoplasmosis in human beings and animals were higher in the
areas where the aquifers presented high degree of vulnerability. These results
indicate that the relation between the vulnerability of aquifers and the
prevalence of toxoplasmosis in human beings and animals seems to be a good
strategy for the study of environmental contamination by T. gondii oocysts and

this study should be continued.

Key words: Toxoplasma gondii, vulnerability, aquifers, oocysts.
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1. INTRODUGCAO

A toxoplasmose € uma infec¢cdo causada pelo parasito Toxoplasma gondii,
um coccidio intracelular obrigatorio, pertencente ao reino Protista, subreino
Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia, ordem
Eucoccidiida, = subordem  Eimeriina, familia  Sarcocystidae,  subfamilia
Toxoplasmatinae, género Toxoplasma e espécie (Unica) gondii (Alexander e Hunter,
1998).

O T. gondii € amplamente distribuido, podendo ser encontrado em grande
variedade de hospedeiros vertebrados, nos mais diversos climas em diferentes
continentes. Acredita-se, que um terco da populagdo humana mundial apresenta-se
infectada por este parasita (Kim Weiss, 2008). A infeccdo causada pelo T. gondii é
normalmente benigna e assintomatica na maioria dos casos, com menos de 40%
dos individuos manifestando algum sintoma (Sawadogo et al., 2005). Entretanto,
este parasita € capaz de causar infeccdo congénita disseminada nos fetos em
desenvolvimento (Desmonts e Couvreur, 1974), severas complicacdes neurologicas
em individuos imunocomprometidos (Luft et al., 1993), e patologias oculares em

individuos saudaveis (Roberts e McLeod, 1999).

1.1.Histérico

O Toxoplasma gondii foi descoberto simultaneamente e independentemente
em 1908 por Alfonso Splendore, no Brasil, ao observar um parasita sob formas livres
e intracelulares, em diversos tecidos de coelho (Splendore, 2009 a e b) e, por Nicolle
e Manceaux, no Instituto Pasteur na Tunisia, ao isolarem um parasita de células
mononucleares do figado e do baco de um roedor norte africano, o Ctenodactylus
gundi. Esses autores, inicialmente chamaram essa espécie de Leishmania gondii,
por pensarem que o0 parasita isolado pertencia ao género Leishmania (Nicolle e
Manceaux, 2009). Apos analise mais detalhada da morfologia do parasita, Nicolle
sugeriu 0 nome Toxoplasma (do grego toxon - arco e plasma - vida) para o0 novo
género e gondii devido a um erro de ortografia do hospedeiro original, Ctenodactylus
gundi. (Nicolle e Manceaux, 2009; Fergunson, 2009).

O primeiro caso de toxoplasmose reconhecido em seres humanos foi descrito

em 1923 por Josef Janku na Tchecoslovaquia. Ele descreveu a presenca de cistos
Vieira, F.P. Fevereiro de 2010 — Pdg: 1



teciduais de T. gondii na retina de uma crianca falecida aos 11 meses de idade com
hidrocefalia e cegueira, cuja necropsia, em cortes do globo ocular direito, evidenciou
presenca do parasita na retina (Janku, 1923; Janku, 1959). Pouco depois, em 1927,
Torres no Rio de Janeiro descrevia a presengca do microrganismo em cortes
histologicos de musculatura cardiaca e esquelética, e do cérebro de um recém
nascido, falecido com 29 dias de vida, iniciando especulacbes acerca da
possibilidade da ocorréncia da doenca congénita (Torres, 1927). Mas, o papel deste
parasita como um patégeno humano so6 foi definitivamente elucidado em 1937 com a
publicacdo do estudo conduzido por Wolf e Cowen ao descreverem um caso fatal de
encefalite (Wolf e Cowen, 1937). A publicacdo deste trabalho estimulou novas
pesquisas em torno da caracterizacao da toxoplasmose humana e, ap0s cinco anos
Sabin descreveu os aspectos clinicos e parasitologicos da toxoplasmose congénita
(Sabin, 1942).

Em 1948, Sabin e Feldman desenvolveram o teste sorolégico especifico, o
Teste do Corante de Sabin e Feldman ou dye test, possibilitando numerosas
pesquisas a respeito dos aspectos epidemioldgicos e clinicos da toxoplasmose
(Sabin e Feldman, 1948). O dye test é considerado o teste padrdo ouro para a
toxoplasmose. No final dos anos 40 e inicio dos anos 50 a infec¢do com T. gondii foi
relacionada a doencas inflamatorias no olho (Wilder, 1952; Frenkel e Jacobs, 1958).
Essa descoberta levou a proposta de que muitos casos de retinocoroidite em adultos
era devido a infeccdo com T. gondii (Feldman, 1953).

Apesar da caracterizacdo da doenca no homem e nos animais, as principais
vias de contaminacdo por T. gondii permaneciam desconhecidas, ja que a
transmissdo congénita ocorria muito raramente para explicar a disseminacéo da
doenca. Entdo em 1954, Weiman e Chandler sugeriram que a transmissdo poderia
ocorrer por ingestdo de carne crua ou mal cozida (Weiman e Chandler, 1954).
Entretanto, esta hipétese ndo era suficientemente abrangente para explicar a
infeccdo e sua transmissdo em individuos estritamente vegetarianos e animais
herbivoros (Jacobs, 1963). Esse fato pbde ser esclarecido quando formas
resistentes (oocistos) de T. gondii foram encontradas em fezes de gato. Em 1970 o
conhecimento do ciclo de vida de T. gondii foi elucidado com a descoberta da fase
sexual do parasita no epitélio do intestino delgado do gato (Dubey e Frenkel et al.,

Vieira, F.P. Fevereiro de 2010 — Pdg: 2



1970). Esta descoberta foi fundamental para que se pudesse avancar em pesquisas
epidemioldgicas sobre o modo de transmisséo da infeccdo ao homem.

O reconhecimento do T. gondii como um patégeno humano oportunista ficou
evidente durante a década de 70, com o aparecimento da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), com a utilizacdo de drogas imunossupressoras
por individuos transplantados e no tratamento de certas doencas neoplasicas
(Cohen, 1970; Ruskin e Remington, 1976).

Nos ultimos 40 anos foram produzidos trabalhos cada vez mais detalhados,
sobre todos os aspectos da biologia do parasita e sua inter-relacdo com a célula
hospedeira. Houve avancos na compreensao da resposta imune do hospedeiro ao

T. gondii e na biologia molecular do parasita.

1.2.0 protozoério Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii € um coccidio intracelular obrigatério que infecta, tanto
aves, quanto mamiferos invadindo os mais diversos tipos celulares no organismo de
seus hospedeiros. Este parasita ja foi isolado de varios tecidos vivos e células
nucleadas e, em liquidos organicos, como sangue, linfa, saliva, leite (colostro),
exsudatos, espermas e liquido peritoneal (Neves, 1985; Diniz at al, 1991). O parasita
€ capaz de invadir e se multiplicar até mesmo em eritrécitos imaturos de mamiferos
e culturas de células (Kasper e Mineo, 1994) podendo ser facilmente mantido em
diversas culturas celulares e em animais de laboratério.

Estruturalmente, o T. gondii apresenta um anel polar, conoide, microtubulos,
micronemas, microporo, granulos densos, réptrias e uma membrana tripla (uma
externa continua e duas internas descontinuas) caracteristicas proprias que o difere
de outros protozoarios. Cada uma destas estruturas € formada por proteinas
relacionadas com a invasdo, formacdo do vacuolo parasitéforo e manutencédo do
parasita no interior da célula hospedeira (Dubey, 1993). O T. gondii apresenta trés

formas infectantes reconhecidas:

1. Taquizoito (do grego, tachos - rapido) é a forma de proliferacéo rapida, produzida
pelo ciclo assexuado do parasita nos hospedeiros. Estdo presentes em grande
namero nas infecgbes agudas no interior das células infectadas, sendo responsaveis

pela sintomatologia. Apresenta-se em forma de meia lua ou arco, com uma
Vieira, F.P. Fevereiro de 2010 — Pdg: 3



extremidade afilada e outra arredondada, medindo, aproximadamente, 2 a 4 um de
largura e 2 a 8 um de comprimento (Sheffield e Melton, 1970). O taquizoito € a
forma menos resistente do parasita, sendo facilmente destruida pelas condi¢cdes
ambientais adversas, pelo suco géastrico, pela desidratacdo ou variagbes osmaoticas
(Dubey et al., 1998).

2. Bradizoito (do grego, brady - lento) € a forma de proliferacédo lenta do T. gondii,
encontrada nas infeccdes congénitas e cronicas. Os bradizoitos medem,
aproximadamente, 7 a 1,5 um (Mehlhorn e Frenkel, 1980). Acredita-se que sua
formacgé&o se da no curso da resposta imune do hospedeiro ao taquizoito (Barragan e
Sibley, 2003). Os bradizoitos sdo contidos dentro de cistos teciduais. Esses cistos
medem de 10 a 100 pum, podendo chegar a 300 um com centenas de bradizoitos no
seu interior (Dubey et al, 1998). Os cistos apresentam uma membrana dupla, que
0s tornam resistentes a mudancas de temperatura, permanecendo viaveis por
semanas, mesmo quando refrigerados a temperaturas de 1 a 4°C e também
sobrevivem ao congelamento a temperaturas de -1 a -8°C por um periodo de até
uma semana (Dubey et al, 1998). Entretanto, os cistos podem ser destruidos apos
congelamento a - 20°C ou agquecimento acima de 65°C (Kotula, 1991).

3. Esporozoito (presentes nos oocistos) € a forma mais resistente deste parasita,
podendo sobreviver por longos periodos no meio ambiente, atuando como o
principal contaminante ambiental (Slifko et al., 2000). Os oocistos ndo esporulados
apresentam-se na forma sub-esférica para esférica e medem 10 a 12 um de
didmetro. Os oocistos esporulados apresentam formas entre esféricas e elipticas
com diametro de 11 a 13 um (Dubey et al., 1998). Cada oocisto esporulado possui
dois esporocistos elipsdides. Os esporocistos medem de 9 a 6 pum de diametro.
Cada esporocisto possui quatro esporozoito (Christie et al., 1978; Fergunson et al.,
1979), que medem de 6 a 8 um de comprimento por 2 um de largura. Os oocistos
nao esporulados perdem sua capacidade de esporular apds congelamento por 24
horas a — 21°C ou sete dias a — 6°C e também quando aquecidos a 50°C por 10 min
(Dubey et al.,1970; Frenkel e Dubey, 1973). Condi¢0es de refrigeracao de 4°C por 6
a 11 semanas nao sdo suficientes para prevenir o desenvolvimento de oocistos

infectivos (Dubey e Jones, 2010).
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1.3.Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii

O ciclo de vida do T. gondii é heteroxeno apresentando como hospedeiros
intermediarios animais homeotérmicos nos quais apenas a fase de reproducdo
assexuada se completa e, como hospedeiros definitivos gatos e outros felideos,
onde o parasita completa seu ciclo de vida por meio da reproducéo sexuada (Dubey
et al, 1997).

A fase sexuada se inicia com a ingestdo por felideos, de bradizoitos,
taquizoitos ou esporozoitos. Apoés a ingestdo de cistos teciduais por felideos, a
parede do cisto é digerida por enzimas proteoliticas presentes no estbmago e no
intestino delgado e, os bradizoitos séo liberados. Alguns bradizoitos penetram na
lamina prépria do intestino e se multiplicam como taquizoitos. Os bradizoitos que
permanecem nas células epiteliais do intestino delgado iniciam o desenvolvimento
de numerosas geracgdes de T. gondii, dando origem aos merozoitos (Figura 1). Cinco
tipos assexuados (A-E) morfologicamente distintos de T. gondii se desenvolvem em
células intestinais, antes do inicio do ciclo sexual (Dubey e Frenkel, 1972; Speer e
Dubey, 2005).

A fase sexual se inicia dois dias apds a ingestdo de cistos teciduais por
felideos. A origem dos gamontes (células sexuais) ndo é conhecida, acredita-se que
merozoitos liberados dos esquizontes tipos D e E iniciam a formacao dos gametas,
com alguns destes merozoitos se diferenciando em gametas femininos
(macrogametas) ou masculinos (microgametas). A fusdo dos gametas femininos
com os gametas masculinos da origem ao zigoto, que € envolto em uma rigida
membrana cistica e eliminado como um oocisto ndo esporulado, junto com as fezes
dos felideos. Estes oocistos liberados ndo séo diretamente infectivos aos animais ou
ao homem (Speer et al., 1998). O desenvolvimento da infectividade ocorre entre 1-
21 dias sob temperatura adequada (11-25 °C) e condicOes favoraveis de aerobiose e
de umidade (Dubey et al., 1970).
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Figura 1: Ciclo completo do Toxoplasma gondii. Extraido e modificado de

Fergunson, 2002.

1.4.Vias de transmissao da toxoplasmose

No curso da sua evolucdo, o T. gondii desenvolveu ampla variedade de vias
potenciais de transmissdo da infeccdo para seres humanos e outros hospedeiros
intermediarios. A maioria das infec¢cdes humanas com este parasita é adquirida apos
o nascimento. A infec¢do causada pelo T. gondii pode ser adquirida basicamente por
trés vias de importancia epidemioldgica: por meio da ingestdo de cistos teciduais
presentes em carnes mal cozidas (Weiman e Chandler, 1954; Tenter, 2009),
consumo de alimentos (Kniel et al., 2002) ou agua contaminados com o0ocistos
(Benenson et al., 1982; Bowie et al., 1997; De Moura, et al., 2006) e; ou por ingestao
ou inalagdo acidental de oocistos do meio ambiente (Teutsch, et al., 1979); e
infeccdo transplacentaria (Desmonts e Couvreur, 1974).

Os taquizoitos desempenham papel principal na transmissdo vertical ou
congénita da toxoplasmose e podem ser encontrados em saliva, lagrima e leite de
varios hospedeiros intermediarios (Tenter, et al., 2000) e até em ovos de aves

experimentalmente infectadas (Jacobs e Melton, 1966). No entanto, a infeccdo da
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toxoplasmose por meio da ingestdo de taquizoitos é rara, pois esta forma do
parasita é sensivel a enzimas proteoliticas e normalmente é destruida por digestéao
gastrica. Embora rara, a infeccao por meio de ingestdo de taquizoitos pode ocorrer,
especialmente em criangcas que sdo mais suscetiveis a toxoplasmose do que
adultos, pois tém uma menor concentracdo de enzimas proteoliticas no seu trato
gastrintestinal (Tenter, 2009). Além disso, taquizoitos podem ocasionalmente,
sobreviver por um curto periodo de tempo (até 2 h) em solucdo acida de pepsina
(Dubey, 1998). Também foi sugerido que, em raras ocasifes, taquizoitos podem
penetrar o tecido da mucosa e assim, obter acesso a circulacdo sanguinea ou
linfatica do hospedeiro antes de chegar ao estdbmago (Riemann et al., 1975; Sacks et
al. 1982; Johnson, 1997).

A ingestéo de cistos teciduais, contidos em carne crua ou mal cozida é uma
importante via de transmissdo da toxoplasmose. A ruptura dos cistos libera
bradizoitos, os quais se transformam rapidamente em taquizoitos que se proliferam
exacerbadamente, causando danos teciduais (Ambroise-Thomas e Pelloux, 1993).
Os bradizoitos sdo mais resistentes a digestdo enzimatica (pepsina e tripsina) no
trato-gastrointestinal do que os taquizoitos (Jacobs et al.,1960; Dubey, 1998) e séo
relativamente resistentes a mudancas de temperatura. Assim, a ingestao de cistos
teciduais viaveis por um hospedeiro ndo-imune ao parasita, normalmente ira resultar
em infecgao.

A ingestdo de oocistos esporulados presentes em agua e ou alimentos
contaminados, constitui outra via de transmissao importante da toxoplasmose em
seres humanos e animais domeésticos ou utilizados para consumo humano. Os
oocistos esporulados de T. gondii sdo muito resistentes as condi¢cdes ambientais e a
acao dos desinfetantes (Frenkel, 2000). Uma vez liberados no ambiente, os oocistos
sao difundidos através da agua, vento, adubo e por vermes terrestres e artrépodes
(Dumeétre e Dardé, 2003), contaminando a superficie da agua, solo, frutas e vegetais
(Dubey e Beattie, 1988; Dubey et al., 1970; Lindsay et al, 2002). A ingestdo de
oocistos do ambiente consistiu no principal fator de risco a infec¢éo pelo T. gondii
em Campos dos Goytacazes em estudo realizado entre 1999 e 2001 (Bahia-Oliveira
et al., 2003).

Ha ainda outras formas de transmissdo menos comum, tais como a infeccdo

por meio de acidentes de laboratério, manipulacdo de animais infectados ou de
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material contaminado, além de transfusdo de sangue e transplante de Orgéos e
tecidos (Oréfice & Bahia-Oliveira, 2005).

1.5.Contaminacao ambiental por oocistos de Toxoplasma gondii

Os oocistos eliminados juntamente com as fezes dos felideos, especialmente
gatos, sdo disseminados através da agua, vento, adubo e por vermes terrestres e
artropodes, contaminando aguas e solos (Dumétre e Dardé, 2003). Esses oocistos
inicialmente ndo infectivos (ndo esporulados) sob condicbes de temperatura e
aerobiose adequadas tornam-se esporulados. Os oocistos esporulados séo a forma
mais resistente do Toxoplasma gondii, tolerando diversas variacdes ambientais. Eles
se mantém infectivos em agua por pelo menos 54 meses a 4°C (Dubey, 1998) e, em
solos experimentalmente infectados por 18 meses sob varias temperaturas (Frenkel,
et al., 1975). O congelamento pode nao ser suficiente para destruir oocistos
esporulados, e estes podem sobreviver por 28 dias apds congelamento constante a
— 21°C (Frenkel e Dubey, 1973). Os oocistos sdo resistentes também a agentes
quimicos, como acido sulfarico a 2% e dicromato de potassio 2,5% por varios anos a
4°C (Dumetre e Dardé, 2003).

As altas prevaléncias decorrem principalmente dos efeitos ténues do
ambiente sobre o0s oocistos, 0os quais ficam bem preservados em ambientes de
maior umidade relativa, por exemplo. Assim, a prevaléncia € maior em areas
tropicais e de menor altitude e menor em locais aridos, em regides frias e de maior
altitude (Tenter et al., 2000). A baixissima ou quase nula prevaléncia da
toxoplasmose em locais ndo habitados por felinos demonstra o papel fundamental
dos oocistos na epidemiologia da toxoplasmose (Dubey et al., 1997).

A prevaléncia dos oocistos de T. gondii no ambiente é dificil de ser avaliada.
Um trabalho recente utilizando microesferas que mimetizam as propriedades, fisica e
guimica dos oocistos de T. gondii, mostrou que a natureza hidrofilica e a carga
negativa desses oocistos em agua doce permitem que 0S mMesmos, uma vez
eliminados no meio ambiente, percolem através do solo, sendo carreados
naturalmente pela 4gua da chuva, alcancando assim, os mananciais (Shapiro et al.,
2009).

O primeiro relato de surto de toxoplasmose relacionado com a ingestdo de

agua, provavelmente contaminada com oocistos, ocorreu no Panama em 1979, onde
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39 soldados britanicos foram infectados com T. gondii. Evidéncias epidemiologicas
indicaram a ingestdo de agua de um riacho contaminado com oocistos excretados
por gatos selvagens como a mais provavel causa da transmissao (Benenson et al.,
1982).

Em 1995, outro surto ocorreu na Columbia Britanica no Canada (Vitéria), onde
110 casos de toxoplasmose aguda foram identificados. A hipotese mais aceita para
explicar o surto foi a da contaminagdo por oocistos do sistema municipal de
abastecimento de agua da cidade, que utilizava agua néo filtrada e clorada (Bowie et
al., 1997). Um ano apos o relato do surto, extensa investigacdo na bacia hidrografica
de Vitoria identificou a presenca de um ciclo endémico de T. gondii envolvendo os
animais que habitavam a area. Gatos e pumas foram observados em toda a bacia
hidrografica e, foi possivel observar pumas eliminando oocistos o que sugeriu que
estes estavam sendo disseminados por toda a bacia (Aramini et al., 1999).

O mais recente surto ocorreu no Brasil (Santa Izabel do Ivai) em 2001, onde
foram confirmados cerca de 300 casos de toxoplasmose aguda. A analise direta de
amostras de &gua provenientes dos reservatérios que abasteciam, a cidade
implicada no surto confirmou que este surto de toxoplasmose estava associado com
a ingestdo de agua contaminada ou ingestdo de sorvete preparado com agua
contaminada por oocistos e foi possivel demonstrar pela primeira vez no mundo a
presenca do parasita na agua suspeita de ser o veiculo de contaminacdo em um
surto (De Moura et al., 2006)

Outro estudo realizado na imediacdo do municipio de Campos dos
Goytacazes, norte do estado do Rio de Janeiro, estimou a contaminacdo do solo
através da investigacdo da presenca de T. gondii em frangos (Gallus domesticus),
vivendo livremente em peridomicilios na cidade (Seipel, et al., 2003). Este estudo
mostrou que 129 das 198 aves, ou seja, 65% das aves testadas por meio do Teste
de Aglutinacdo Modificado (MAT) apresentaram anticorpos anti- T. gondii. Este
estudo indicou que o nivel de contaminagéo do solo desta regido, é de fato, bastante

elevado.
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1.6.Deteccdo de oocistos de Toxoplasma gondii em 4gua

A deteccéo de protozoarios em agua requer concentracdo de grande volume
de agua para filtracdo ou centrifugacéo, isolamento de particulas concentradas por
separacdo imunomagnética (IMS), deteccédo por microscopia de imunofluorescéncia,
bioensaios e ou técnicas moleculares (Jones e Dubey, 2010). Esses métodos nao
foram tdo bem estabelecidos para T. gondii como os descritos para a recuperacao e
deteccdo de outros protozoérios, como Cryptosporidium e Giardia, em agua.

A deteccdo de oocistos de T. gondii em amostras ambientais (solo, agua e
alimentos) é tecnicamente dificil, pois ndo ha nenhum método rapido para a
deteccdo dos mesmos em amostras ambientais. A maioria dos estudos, que
obtiveram sucesso em isolar oocistos de T. gondii em agua foi realizada em
condicdes laboratoriais (Agua contaminada com elevado numero de oocistos), que
estdo longe de serem aquelas encontradas em amostras ambientais (Dumetre e
Dardé, 2007; Kourenti et al., 2003; Villena et al., 2004 ).

Os métodos atualmente disponiveis para a deteccdo de oocistos de T. gondii
na agua incluem a concentracdo de grandes volumes, filtracdo em céapsulas,
membranas e ou filtros, eluicdo, purificacdo em gradientes de densidade ou pela
IMS e, finalmente, a deteccdo por imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos
monoclonais ou em bioensaios em aves e camundongos (Isaac-Renton et al.,1998;
Villena et al., 2004; De Moura, et al., 2006; Aubert e Villena, 2009).

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) é uma técnica que tem se mostrado
bastante eficiente e rapida na deteccdo da presenca de oocistos de T. gondii em
agua (Kourenti e Karanis, 2004, 2006; Schwab e McDevitt, 2003; Sroka et al., 2007,
Villena et al., 2004), reduzindo de semanas para 1-2 dias o tempo de detec¢cédo. No
entanto, a alta concentracéo de inibidores da PCR e baixa concentracdo de oocistos
em amostras ambientais tém impossibilitado o uso da desta técnica. Além disso, a
técnica de PCR isoladamente ndo permite que seja avaliada a infectividade dos
oocistos nas amostras investigadas.

O bioensaio em galinhas descrito por Bahia-Oliveira em 2003 é considerado
teste de referéncia para isolamento do T.gondii, pois € positivo na presenca de
parasitas viaveis e pode ser usado para a genotipagem (Bahia-Oliveira et al., 2003).
No entanto, 0 bioensaio é uma técnica demorada o que impossibilita seu uso em

grande escala e, esforcos continuados sao necessarios para desenvolver testes
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rapidos capazes de diferenciar entre oocistos vidveis e ndo vidveis presentes em

amostras ambientais.

1.7.Prevaléncia da toxoplasmose em seres humanos

A prevaléncia da toxoplasmose varia grandemente de uma regido para outra,
de pais para pais e até mesmo dentro de um mesmo pais (Tenter et al., 2000).
Estas diferencas na prevaléncia da toxoplasmose decorrem principalmente, da
localizacdo geografica, das condicbes ambientais, dos habitos culturais
(especialmente em relacdo a alimentagdo), do grau de desenvolvimento do pais e
infra-estrutura hidrica e sanitaria (Remington et al., 1995).

No mundo, estima-se que meio milhdo de pessoas tenha anticorpos anti-T.
gondii (Tenter, et al., 2000). Estudos epidemiolégicos demonstram que a infeccéo
pelo T. gondii esta amplamente difundida nos seres humanos, nas diversas regides
do mundo. Nos Estados Unidos e no Reino Unido a prevaléncia da infec¢do varia de
16 a 40%. Ja na América Latina esta prevaléncia varia de 50% a 80% (Hill e Dubey,
2002). No Brasil, cerca de 60% da populacédo adulta apresenta-se infectada por este
parasita (Guimaraes et al.,1993). Em algumas areas, a prevaléncia da infec¢éo varia
de 50% a 80% na populacéo; sendo que os valores mais elevados sao encontrados
em algumas areas do norte e estados do sul do pais (Oréfice e Bonfioli, 2000). Em
estudo realizado em uma microregido do estado do Mato Grosso, 97,4% dos
individuos analisados apresentaram sorologia positiva para toxoplasmose (Santos et
al.,, 2009). Em levantamento epidemiologico realizado para toxoplasmose em
Campos dos Goytacazes, a prevaléncia variou entre grupos de baixo, médio-baixo e
médio-alto poder aquisitivo em 83%, 62% e 23%, respectivamente (Bahia-Oliveira et
al.,, 2003). Estudos mostram que a prevaléncia da infeccdo humana por
toxoplasmose no Brasil varia grandemente e, em cada regido esta prevaléncia esta
relacionada a distintos fatores de risco. No Brasil, os fatores que pré-dispdem para a
infecgcdo com o T. gondii ndo sdo completamente conhecidos, e relativamente pouco

se conhece sobre a epidemiologia da toxoplasmose (Heukelbach et al., 2007).
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1.8. Prevaléncia da toxoplasmose em animais domésticos

Estudos sorolégicos evidenciam alta taxa de infecgdo pelo T. gondii em
animais utilizados para consumo humano e ou animais domésticos. Essa alta
prevaléncia da toxoplasmose animal € importante ndo s6 pelo que representa em
perdas reprodutivas e econdmicas, mas também por sua implicacdo e importancia
em saude publica, visto que a ingestdo de cistos teciduais presentes em carnes,
constitui uma importante via de transmissdo da toxoplasmose humana (Tenter,
2009).

A proporcdo da populacdo humana que adquire infeccdo pela ingestdo de
oocistos no ambiente ou por ingestdo de carne contaminada ndo é conhecida e nao
ha testes atualmente disponiveis, que possam determinar a fonte de infeccdo. No
entanto, dados epidemiolégicos sugerem que a ingestdo de carne mal cozida,
principalmente carne de porco, contendo T. gondii € uma importante fonte de
infeccdo para os seres humanos nos Estados Unidos (Dubey e Jones, 2008; Dubey,
2009). No Brasil, varios trabalhos tém demonstrado que a soroprevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em porcos varia grandemente de area para area, com
prevaléncias que variam de 1.3% a 90,4% (Cavalcante et al., 2006; Guimaraes et
al.,1992; Azevedo et al., 2009; De Moura et al., 2007; Garcia et al., 1999; Grinspan
et al.,1995; Suare’z-Aranda et al., 2000; Dos Santos et al., 2005; Caporali et al.,
2005).

Animais que vivem livres como gatos, cachorros e frangos podem ser
considerados bons indicadores de contaminacdo por toxoplasmose em areas
urbanas densamente povoadas, ja que eles sdo expostos sem qualquer protecao a
todas as formas infectivas do parasita. A determinagdo da prevaléncia da infeccéo
por T. gondii em frangos é muito importante, visto que esta prevaléncia esta
diretamente relacionada com o nivel de contaminagdo ambiental do local, uma vez
gue frangos sao considerados excelentes indicadores de contaminacdo do solo por
oocistos de T. gondii, devido a seus habitos alimentares. Além disso, a ingestao de
carne de frango infectado pode ser uma fonte de infec¢do por T. gondii em humanos
e outros animais. No Brasil, a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em frangos é
alta, variando de 38,0% a 65,1% (Dubey et al., 2006; Dubey et al., 2007; Dubey et
al., 2003; Silva et al., 2003; Dubey et al., 2002; De Oliveira et al., 2009; Da Silva et

al., 2008).
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Os cades desempenham papel secundario na transmissdo do T. gondii no
Brasil, uma vez que ndao € uma fonte convencional de alimento para o homem. No
entanto, ha relatos de risco de contaminacdo humana através do contato direto com
cées (Lindsay et al., 1997). A prevaléncia elevada da toxoplasmose em caes pode
demonstrar um ambiente altamente contaminado, visto que a infeccdo é facilitada
pelos seus habitos alimentares e estreito contato com o solo. Pouco se conhece
sobre a prevaléncia da toxoplasmose canina no Brasil. Em estudo realizado em uma
microregido do Mato Grosso mostrou que a prevaléncia da toxoplasmose canina é
alta na regido, com prevaléncia em torno de 85% (Santos et al., 2009). Em outro
estudo realizado em Minas Gerais a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii foi de
40,9% (Brandao et. al., 2006). Um inquérito soroldgico realizado em duas cidades de
Santa Catarina mostrou que a prevaléncia da toxoplasmose canina € menor que a
encontrada em Minas Gerais e Goias com prevaléncias entre 18,5 e 26%. E
importante considerar, o fato de que diferentes testes sorolégicos empregados nos
diversos estudos citados podem ter influéncia sobre a grande variacdo da
prevaléncia observada.

Os gatos tém importante papel na transmissdo da toxoplasmose e no ciclo de
vida do T. gondii, pois sdo responsaveis pela disseminacdo dos oocistos no meio
ambiente. Dados epidemioldgicos indicam que em um dado momento qualquer,
aproximadamente 1% dos gatos sdo susceptiveis a eliminarem oocistos em suas
fezes (Dubey e Beattie, 1988). Em estudo realizado em S&o Paulo, Brasil, foi
possivel encontrar 3 gatos eliminando oocistos em suas fezes dos 237 gatos
analisados (Pena et al., 2006). Estudos epidemiolégicos indicam que a maioria dos
gatos se torna infectados apds a ingestédo de tecidos de passaros infectados com T.
gondii (Dubey e Beattie, 1988). A soroprevaléncia de anticorpos anti- T. gondii em
gatos é uma boa estimativa da contaminacdo ambiental com oocistos. Com base em
alguns trabalhos publicados € possivel afirmar que a prevaléncia da toxoplasmose
em gatos no Brasil é bem variavel. Um trabalho publicado em 2006 mostrou que
87,3 % dos gatos analisados em uma comunidade rural do oeste da Amazbnia
apresentavam anticorpos anti-T. gondii (Cavalcante et al.,, 2006). Resultado
semelhante (84,4%) foi encontrado no Parana (Dubey et al., 2004). J4 um trabalho
realizado em Sao Paulo, mostrou que 24% dos gatos apresentavam sorologia

positiva para toxoplasmose (da Silva et al.,2002). Da mesma maneira, diferentes
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testes soroldgicos foram empregados nesses estudos e podem ter influenciado a

grande variacao da prevaléncia observada.

1.9. Grau de vulnerabilidade de aquiferos e a sua relagcdo com a presenca de
oocistos de T. gondii em amostras de agua

Aquifero é toda formacéo geoldgica em que a agua pode ser armazenada e
gue possua permeabilidade suficiente para permitir que esta se movimente. Para se
constituir em aquifero, uma rocha ou sedimento tem que ter porosidade suficiente
para armazenar agua, € que 0S poros ou espagos vazios tém que ter dimensdes
suficientes para permitir que a dgua possa passar de um lugar a outro, sob a acao
de um diferencial de presséo hidrostatica (Hirata, 2000).

O municipio de Campos dos Goytacazes € caracterizado por duas categorias
de aquiferos: o aquifero fraturado e o poroso. Os aquiferos fraturados dispde-se o
armazenamento e a circulacdo da agua subterranea relacionados as fraturas abertas
que se intercomunicam. E ja os aquiferos porosos a agua dispde-se através dos
poros intergranulares (SEMADS/GTZ, 2001).

O termo vulnerabilidade de aquiferos foi inicialmente utilizado por Le Grand
(Le Grand, 1964), nos EUA, e Albinet e Margat, na Franca, (Albinet e Margat, 1970)
e, mais amplamente na década de 80 por varios outros autores (Aller et al., 1985;
Bachmat e Collin, 1987; Foster, 1987; Foster e Hirata, 1988). Em fungcédo das
condi¢cbes hidrogeoldgicos descreve-se o grau de vulnerabilidade e, através de
mapas informam-se 0s perigos de contaminacdo de agua subterranea (Hirata,
2000). De acordo com as conclusbes e recomendagbes da Conferéncia
Internacional sobre Vulnerabilidade dos solos e Aguas Subterraneas aos Poluentes,
realizada nos Paises Baixos em 1987, o termo vulnerabilidade foi definido como “(...)
a sensibilidade da qualidade das aguas subterraneas a uma carga poluente, funcao
apenas das caracteristicas intrinsecas do aquifero”.

Existem diversos métodos de categorizacdo de vulnerabilidade, e estes se
baseiam na caracterizacdo de diferentes parametros. Dentre as metodologias de
caracterizacdo de vulnerabilidade destaca-se a metodologia DRASTIC que foi
utilizada na cofec¢cdo do mapa de vulnerabilidade usado neste estudo. O método
DRASTIC (Aller et al., 1985) corresponde a soma ponderada de valores atribuidos

aos seguintes parametros ou indicadores hidrogeologicos: (1) D - Profundidade do
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Topo do Aquifero; (2) R - Recarga do Aquifero; (3) A - Material do Aquifero; (4) S -
Tipo de Solo; (5) T — Topografia; (6) | - Influéncia da Zona nédo saturada; (7) C -
Condutividade Hidraulica do Aquifero. A cada parametro € atribuido um indice (entre
1 e 10), que depois é multiplicado por um peso (entre 1 e 5). O indice final obtém-se
somando o resultado dos produtos de cada indice pelo respectivo peso. O indice
final varia entre 23 e 230. Quanto mais elevado o indice, maior € a vulnerabilidade.
O estudo de contaminacdo ambiental por oocistos de T. gondii associado ao
grau de vulnerabilidade de aquiferos pode ser uma estratégia interessante na
deteccdo dos mesmos em amostras de aguas. Especula-se, que a probabilidade de
se isolar o parasita seja maior em areas de maior grau de vulnerabilidade, pois estas

sao as areas onde os aquiferos estdo mais expostos a contaminacao.
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2. JUSTIFICATIVA

A 4gua é considerada importante veiculo na transmissdo da toxoplasmose
humana e animal, visto que oocistos de T. gondii podem persistir por longos
periodos de tempo no ambiente (Dubey, 1998) e sdo altamente resistentes a varios
procedimentos de inativagcédo (Dubey et al., 1970; 1998).

Estudos prévios demonstram que a endemicidade da toxoplasmose em
Campos dos Goytacazes é alta atingindo 57,2% de uma amostragem populacional
de 1436 individuos, e na populacédo de baixo poder aquisitivo o nivel de prevaléncia
desta infecgcédo atinge 84,8% (Bahia-Oliveira et al., 2003). Outros estudos mostram
que o ambiente desta regido, principalmente solo (Seipel et al., 2003) e agua
(Nascimento, 2004), contém oocistos do parasita em niveis significativos. Em
levantamento epidemioldgico realizado para toxoplasmose em Campos dos
Goytacazes, a ingestdo de agua consistiu no principal fator de risco associado a
baixa condi¢do sécio-econdmica. A ingestdo de agua de poco e de agua ndao filtrada
se constituiu em fator de risco para as populacées de maior prevaléncia, sendo que
100% dos individuos que relataram ingerir dgua de rios, lagos e lagoas
apresentaram-se como soropositivos para a toxoplasmose (Bahia-Oliveira et al.,
2003). Em estudo realizado nas imediacbes do municipio de Campos dos
Goytacazes, foi possivel estimar a contaminacdo do solo através da investigacdo da
presenca de T. gondii em frangos (Gallus domesticus), vivendo livremente em
peridomicilios na cidade (Seipel et al., 2003). Este estudo mostrou que 65% das
aves testadas por meio do Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) apresentaram
anticorpos anti- T. gondii (Dubey et al., 2003).

Esses estudos sobre a contaminacdo ambiental e alta endemicidade da
toxoplasmose humana em Campos dos Goytacazes abriram novas perspectivas
sobre 0 impacto da contaminagdo ambiental na transmissdo hidrica da
toxoplasmose para seres humanos. Este fato levou-nos a investigar a prevaléncia da
toxoplasmose em Campos dos Goytacazes considerando a vulnerabilidade do
aguifero na regiao, uma abordagem inédita na literatura. A determinacao dos indices
de vulnerabilidade fornece subsidios para o reconhecimento de areas mais sensiveis
a contaminacdo, e consequentemente a sua prevencdo, possibilitando a

manutencdo da qualidade dessas aguas subterrdneas para geracdes atuais e
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futuras. Utilizando-se mapas de vulnerabilidade pode-se delimitar quais areas devem
ser focadas de maneira mais intensiva em um estudo de monitoramento, podendo
também definir quais areas devem ser protegidas para garantir a integridade do
aquifero em termos de contaminac&o.

Vieira, F.P. Fevereiro de 2010 — Pdg: 17



3. OBJETIVO GERAL

Relacionar a prevaléncia da infeccdo pelo T. gondii em seres humanos e
animais com a vulnerabilidade de aquiferos em Campos dos Goytacazes, regido

norte do estado do Rio de Janeiro.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

|. Dividir o mapa de vulnerabilidades de aquiferos em areas apropriadas para o

estudo;

II. Investigar a presenca do parasita T. gondii em amostras de aguas para uso e
consumo humano e animal nas areas de estudo, por meio de bioensaio em

aves;
[ll. Estimar a prevaléncia da toxoplasmose humana, por ELISA e, a prevaléncia
animal por Teste de Aglutinagdo Modificada (MAT) e relacionar esta

prevaléncia com a presenc¢a ou auséncia do T. gondii em amostras de agua,;

IV. Relacionar a presenca ou auséncia do T. gondii em amostras de agua com a

vulnerabilidade dos aquiferos da regido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Campos dos Goytacazes, localizado a
21°45’15°N e 41°19'28"W, na regidao norte do estado do Rio Janeiro, a
aproximadamente 287 km da capital. A cidade tem clima quente e Umido com
temperatura meédia anual de 22,7 °C e altitude de 13 metros. Campos dos
Goytacazes é o maior municipio do interior do Estado, com uma area de 4.032 Km?
e uma populacao de 434.008 habitantes (IBGE, 2009). O municipio compreende 14
distritos: Campos de Goytacazes, Dores de Macabu, Ibitioca, Morangaba, Morro do
Coco, Mussurepe, Santa Maria, Santo Amaro de Campos, Santo Eduardo, Séo

Sebastido de Campos, Serrinha, Tocos, Travessao e Vila Nova de Campos.

Figura 2: Localiza¢do do Municipio de Campos dos Goytacazes
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Figura 3: Vista aérea da cidade de Campos dos Goytacazes

A maior parte do abastecimento de agua de Campos dos Goytacazes €
realizada por captagdo no Rio Paraiba do Sul. Os distritos que ndo séo abastecidos
pelas aguas provenientes do Rio Paraiba do Sul recebem agua captada através de
pocos profundos pela Empresa Aguas do Paraiba, e ainda, na area de estudo existe
um grande consumo de agua por po¢os particulares, sendo rasos e do tipo cacimba,
onde em certos locais séo utilizados como Unica fonte disponivel de abastecimento.
Estes pocos, do tipo cacimba, que as pessoas perfuram macicamente na cidade de
Campos dos Goytacazes, sdo vulneraveis a diversos tipos de poluicdo e/ou
contaminagdo, como: por fossas sépticas, por tubulacées de esgoto com fissuras,

por disposicao inadequada de residuos solidos e por contaminacéo bioldgica
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Figura 4: Poco cacimba localizado no Distrito de Serrinha (a esquerda)

Poco tubular localizado no Distrito de Mussurepe (a direita)

4.2. Selecdo da Area de estudo

O mapa de vulnerabilidade de aquiferos utlizado neste estudo foi
confeccionado pela Dr2. Maria da Gléria Alves do Laboratorio de Engenharia Civil
(LECIV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)
anteriormente ao inicio deste trabalho. Segundo este mapa, a cidade de Campos
dos Goytacazes exibe as quatro categorias de aquiferos, isto €, aquiferos de baixa
vulnerabilidade, moderada vulnerabilidade, alta vulnerabilidade e extrema
vulnerabilidade. Para este estudo o mapa foi dividido em sete areas de interesse:
area denominada 1 (Al) assentada em uma area de moderada vulnerabilidade que
compreende as localidades de: Santo Eduardo, Santa Maria Madalena, Morro do
Coco, Vila Nova, Murundu, Conselheiro Josino e Guandu; area denominada 2 (A2)
assentada em uma area de extrema vulnerabilidade e compreende as localidades de
Mundeus e Zumbi; area denominada 3 (A3) assentada em uma area de moderada
vulnerabilidade e compreende a localidade de Travessédo. As areas 4 e 5 (A4 e A5)
areas de alta vulnerabilidade e representa a area central da cidade, sendo a area 4
representada pela margem direita do Rio Paraiba do Sul (Guarus) e 5 pela margem
esquerda (Centro); area 6 (A6) com aquiferos de moderada vulnerabilidade e,
compreende as localidades de Ibitioca, Caxeta, Lagoa de Cima,Serrinha e Rio Preto;
e a area 7 (A7) que tem aquiferos de baixa, moderada e extrema vulnerabilidade e,
compreende as localidades de Farol, Baixa Grande, Santo Amaro, Mussurepe e
Poco Gordo.

A partir deste mapa de vulnerabilidade de aquiferos as coletas de amostras

de agua e sangue humano e animal foram realizadas (Figura 5). As areas urbanas e
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rurais do municipio analisadas neste estudo estdo assentadas em aquiferos que
variam de acordo com esta categorizacdo. Essa classificacao direcionou a coleta de
amostras de agua e sangue humano e animal, para analise do perfil sorolégico para
a toxoplasmose. Todas as casas foram georeferenciadas utilizando o Sistema de
Posicionamento Global (GPS). E importante destacar que o GPS utilizado tem uma
imprecisdo aproximada de 15 metros de distancia entre dois pontos demarcados,
podendo comprometer a visualizacdo de domicilios justapostos no mapa. Os dados

referentes a cada ponto séo particulares e intransferiveis.

Municipio de Campos dos Goytacazes-RJ
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Figura 5: Mapa de Vulnerabilidade de aquiferos do Municipio de Campos dos

Goytacazes (Laboratorio de Engenharia Civil - UENF).
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4.3. Populacao Estudada

Foram convidados a participar deste estudo, individuos residentes nos 14
distritos do municipio de Campos dos Goytacazes. As amostras de sangue humano
para determinacdo do perfil sorolégico foram coletadas de cada uma das setes
areas de interesse. ApoOs a selecdo dos locais de coleta, foram realizadas visitas as
residéncias dos individuos. As visitas foram realizadas como intuito de explicar sobre
0 projeto e obter autorizacdo por escrito dos sujeitos da pesquisa, por consentimento
livre e esclarecido. Apds a explanacdo do projeto, os individuos que aceitaram
participar do estudo realizaram coleta de sangue e responderam ao questionario de
fatores de risco para a toxoplasmose (em anexo). O Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido — (TCLE) foi assinado por todos os participantes (em anexo). Quanto
as criancas, 0S pais ou responsaveis assinaram o0 termo concordando com a
participacdo das mesmas. Todos foram esclarecidos quanto ao objetivo do estudo e
a garantia ao anonimato, sendo respeitado o direito da n&o participacdo no trabalho
e de recusa em participar sem que houvesse 6nus para o mesmo. Este projeto foi
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo
Cruz, Parecer 013/2007. A partir das visitas e da andlise das questfes 108-114 do
questionario de fator de risco para a toxoplasmose as areas A6 e A7 foram
subdivididas em: A6a (moderada vulnerabilidade com melhor condicdo de higiene)
6b (moderada vulnerabilidade com pior condicdo de higiene), A7a (alta
vulnerabilidade com melhor condicdo de higiene) e A7b (alta vulnerabilidade com

pior condicéo de higiene).

4.4. Coleta de amostras de sangue e determinacdo do perfil sorolégico para
toxoplasmose por meio do Kit Vidas

Foram coletados dos individuos participantes deste estudo, 10 mililitros de
sangue venoso em tubos identificados. Em seguida, os tubos foram levados ao
Laboratério de Biologia do Reconhecer da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, onde foram centrifugados por 15 minutos a 453g a 23°C
(centrifuga Sorvall RT7). Apos a centrifugacdo, o soro foi aliquotado em tubos de
1ml e armazenado em freezer (-20°C) para posterior analise do perfil sorologico

destes individuos para toxoplasmose.
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A andlise do perfil sorolégico foi realizada por meio do Kit Vidas Bimeriux,

segundo recomendacao do fabricante.

4.5. Selegcdo dos animais domeésticos

Para dimensionar a prevaléncia da toxoplasmose animal no municipio de
Campos dos Goytacazes foram analisadas amostras de sangue de animais
domésticos que convivem com os individuos participantes deste estudo. Os animais
incluidos neste estudo foram aqueles encontrados no peridomicilio, tais como cachorro
(n=45), galinhas (n=38), gatos (n=5), porcos (n=4), patos (n=3), cavalo (h=1) e ganso
(n=1).

Os animais foram submetidos a coleta de sangue venoso com auxilio de
seringas e agulhas descartaveis. E, em seguida transferido para tubos de ensaio
previamente identificados.

4.6. Andlise Sorolégica dos animais domeésticos

Apds coagulacdo sanguinea e centrifugacdo deste material a 700rpm por 10
minutos os soros foram recolhidos com auxilio de pipeta Pasteur, aliquotados,
identificados e armazenados a -20°C para posterior utilizacdo. A analise sorolégica
destes animais foi feita por meio do Teste de Aglutinacdo Modificado, (MAT).

O teste de aglutinacdo utilizado neste trabalho foi modificado por Desmonts e
Remington, em 1980. A modificagdo constituiu na adicdo de 2-mercaptoetanol ao
tampéo de diluicdo de antigeno — ADB, com o objetivo de aumentar a sensibilidade e
especificidade do teste, por eliminacdo de reacbes do parasita com IgM néo
especificas para T. gondii.

Os soros foram previamente diluidos em tampédo de diluicdo (PBS pH 7,2
filtrado no momento do uso em filtros de 0,22 um) obtendo-se de cada amostra um
volume total de 200 pl. Os taquizoitos de T. gondii foram diluidos em tampéo de
diluicdo de antigenos (Antigen Dilution Buffer — ADB — NaCl 0,1 M, Acido Bérico 0,05
M, Azida Sddica 0,2%). Em seguida, foi adicionado 24 mM de NaOH ao ADB. Esta
solucdo estoque pode ser armazenada a temperatura ambiente, porém a solucéo de
uso constitui-se de ADB acrescida de BSA 0,4% e deve ser preparada no momento
do uso. Apoés preparar as solucgdes, misturou-se 0,15 ml de taquizoitos fixados em
10% de Aldeido Férmico, Fosfato Monossodico 0.03 M, Fosfato Dissédico 0.03 M
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com 2,5 ml do tampéao ADB, 35 ul de 2-mercaptaetanol, 50 ul de solucdo corante
Azul de Evans (2 mg/ml de agua destilada). E, adicionou-se 25 ul desta mistura
contendo taquizoitos em cada um dos 96 pocos da placa de ELISA e 25 ul das
amostras de soro previamente diluidas que foram gentilmente misturadas, evitando-
se a formacéo de bolhas.

A incubacéo foi feita & 37°C em estufa de CO, por um periodo de 18 a 24
horas. Em seguida, foi realizada a leitura do resultado, por meio da observacédo do
fundo das placas. Os anticorpos anti T. gondii presentes nas amostras positivas
ligam-se ao antigeno através de uma reacdo de aglutinacdo, formando uma rede
gue impede a precipitacdo dos taquizoitos e 0S pocos apresentam-se azuis, porém
limpidos. Nas amostras negativas, como ndo ha reacdo de aglutinacdo, o0s

taquizoitos sedimentam-se formando um precipitado azul no fundo do poco.

4.7. Coleta de amostras de agua

Foram coletadas amostras de agua de pocos para posterior analise em
laboratério de cada uma das setes areas de interesse (Al, A2, A3, A4, A5, A6a e
A6b e A7a e A7b).Para este estudo foram coletados aproximadamente 250 litros de
agua de cada uma das sete areas. De cada area foram coletadas amostras de agua de
seis pogos aproximadamente, sendo coletados em torno de 40 litros de 4gua de cada
poco. Em seguida, a dgua coletada foi armazenada em bombonas de plastico até o

momento da filtracao.

4.8. Filtracdo por vacuo em Membrana de teflon

O material coletado foi armazenado em bombonas de 20 litros, por
aproximadamente sete dias, tempo necessario para a filtracdo. Membranas de
teflon: PTFE (politetrafluoretileno, poro 3 um, Milipore®) foram utilizadas como filtros.
A membrana é hidrofobica e para torna-la hidrofilica € necessario umidecé-la em
metanol (Alcool Metilico P. A. CH3sOH — VETEC), e em seguida lavar em agua
destilada para retirar o metanol. Posteriormente a membrana com 14 cm de diametro
era colocada em um funil de Buckner acoplado a um Kitasato que se encontrava

ligado a uma bomba de vacuo através de uma mangueira de latex. A agua coletada
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de cada uma das sete areas foi filtrada juntamente, ou seja, a agua coletada de

todos os pocos de uma determinada area foi filtrada juntamente.

4.9. Experimentacdo com aves (Gallus gallus)

Aves da espécie Gallus gallus, fémeas specific pathogen free (SPF), pesando
em meédia 1,5 Kg, provenientes do Laboratorio, Biovet foram mantidas em local
fechado e sob refrigeracdo branda, isolado de insetos e outros animais, dentro de
gaiolas separadas umas das outras, na Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Essas aves receberam racdo autoclavada e agua filtrada e fervida ad
libidum.

Quando chegaram a universidade, uma aliguota de sangue de todas as aves
foi coletada, para investigacdo soroldgica especifica para o Toxoplasma gondii. O
soro obtido apds coagulacdo foi analisado quanto a sorologia para a toxoplasmose
pelos testes de ELISA e MAT. Amostras de sangue foram coletadas da veia principal
da asa, com auxilio de agulhas de insulina (13 x 0,45 G) e seringas descartaveis de
3 ml. Cada ave recebeu uma anilha de identificacdo, que foi presa a um de seus
pés, a fim de que todas pudessem ser identificadas por meio de um cdédigo
individual.

Para os bioensaios em aves, membranas de teflon-PTFE (politetrafluoretileno)
que foram utilizadas para filtrar amostras de agua provenientes de pocos, sob a
suspeita de contaminacdo por oocistos de Toxoplasma gondii foram administradas
via oral em aves SPF. Para este estudo 10 aves foram utilizadas. Apds a filtracao,
todas as membranas utilizadas para filtrar todas as amostras de agua de uma regiéo
foram cortadas em pequenas tiras, de aproximadamente 1 cm, enroladas em miolo
de pdo umedecido e administrada via oral a uma destas aves. No total 9 aves foram
inoculadas com as membranas e 1 ave ndo foi inoculada com as membranas
recebendo apenas agua (filtrada e fervida) e racdo autoclavada. Este ave foi
utilizada como controle negativo neste experimento. Apos a alimentagcdo com as
membranas, as aves foram observadas diariamente para avaliacdo de seu estado e
eminéncia desenvolvimento da infeccéo. Vinte dias apos a ingestdo das membranas,
0 sangue destas aves foi coletado e 0 soro obtido foi investigado quanto a presenca

de anticorpos especificos para T. gondii por meio de ELISA e MAT.
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4.10. Sorologia das aves specific pathogen free (SPF) e das galinhas vivendo
livremente em peridomicilio

A sorologia das aves SPF utilizadas nos experimentos para infeccdo com T.
gondii foi realizada também por meio de ELISA convencional. Esta técnica se constitui
na sensibilizacdo de placas de ELISA com antigeno de T. gondii (taquizoitos de T.
gondii da cepa RH) na concentragdo de 5 pg/ml diluido em tampéo de carbonato-
bicarbonato (0,1 M) pH 9,5. A placa foi sensibilizada com este preparado antigénico, no
volume de 100 pl/poco, e incubada durante 18-20 horas a 4°C (geladeira). Terminado
este periodo, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo de lavagem
[PBS/Tween 20 0,05% (PBS-T)] e secas por inversdo em papel toalha absorvente.
Posteriormente, 100 pl/poco da solucdo de bloqueio (PBS-T BSA1%) foram
adicionados e incubados por 2 h a 37°C (estufa). Posteriormente as placas foram
novamente lavadas com a solugéo de lavagem por trés vezes e secas por inversao
em papel toalha. Em seguida, os soros dos animais experimentais, previamente
diluidos (1:100) em solucédo diluente (PBS-T BSA 0,5%), foram adicionados no
volume de 100 pl/pogo e incubados por 1 hora a 37°C (estufa). Apos este periodo,
as placas foram lavadas novamente, como descrito anteriormente. Uma solugéo do
anticorpo conjugado a peroxidase especifico para anticorpos de galinha conforme
especificacdo do fabricante (1:2000) em solucdo diluente (PBS-T BSA 0,5%) foi
adicionada, na proporcdo de 100 pl/poco, e incubadas novamente durante 60
minutos a 37°C.

Terminado o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas, secas e
reveladas através da adigdo de 100 pl da solugéo substrato {Acido Citrico 2,1%,
Fosfato de Sédio desidratado 2,84%, ABTS [2,2-azino-bis (3-ethylbenz-thiazoline-G-
sulfonic acid)] 1 mg/ml e H,O, a 0,003%} que deve reagir com a peroxidase
resultando numa solucédo de coloracéo verde, onde a reacao for positiva. A reacao
foi interrompida com a adi¢do da solugcdo que interrompe a reacio [42 g de Acido
Citrico em 1 litro de agua destilada (0,2 M)]. A leitura das placas foi feita no leitor de
ELISA (DYNATECH MR500), utilizando-se filtro de 405 nm.
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4.11. Anélise dos dados

O pacote estatistico graph prisma 4.0 foi utilizado para a analise de dados.
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5. RESULTADOS
5.1. Andlise de amostras de agua de pocos por meio de bioensaio em aves
specific pathogen free (SPF).

Foram analisadas amostras de agua de 40 pocos assentados nas sete areas
de estudo (Al, A2, A3, A4, A5, A6a e A6be A7ae A7b do municipio de Campos dos
Goytacazes por bioensaio em aves SPF. Cada poco foi georreferenciado e plotado
no mapa de vulnerabilidade de aquiferos (Figura 6). As areas A6 e A7 foram
subdivididas em a e b (A6a, A6b, A7a e A7b). Essa subdivisdo foi realizada, em
funcdo do fato de que as condicdes de higiene de algumas residéncias daquelas
localidades se mostraram bastante diferentes, sendo que A6a e A7a apresentavam
melhores condicdes de higiene que A6b e A7b.

Das dez aves inoculadas com membranas que foram utilizadas para filtrar
agua dos pocos sob suspeita de contaminacdo por oocistos de T. gondii quatro
soroconverteram e passaram a apresentar sorologia positiva para a toxoplasmose
nos testes de ELISA e MAT. As aves que soroconverteram e passaram a apresentar
sorologia positiva para o T. gondii foram inoculadas com membranas utilizadas para
filtrar amostras de agua, de pocos provenientes das seguintes areas: A2 (extrema
vulnerabilidade), A6b (moderada vulnerabilidade com baixos graus de higienizacdo),
A7a e V7b (alta vulnerabilidade).

Vieira, F.P. Fevereiro de 2010 — Pdg: 29



Legenda

& Pogos

s BR 101
Corpos d' Agua
Area Urbana

-i Baixa vulnerabilidade
Moderada Vuinerabikdade
Alta Vulnerabilidade

Extrema Vinerabilidade

™

Jpee Mye By g

Figura 6: Mapa de vulnerabilidade de aquiferos subdividido em
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foram georreferenciados no estudo.
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5.2. Prevaléncia da toxoplasmose humana na area estudada.

A prevaléncia da toxoplasmose humana foi avaliada por ELISA. De um total
de 68 individuos analisados, 57 (83,8%) apresentaram sorologia positiva para
toxoplasmose. As areas onde os individuos apresentaram maior positividade foram
area A4 (alta vulnerabilidade), 100% (n=10) dos individuos apresentaram anticorpos
anti-T. gondii, area A7a e A7b (alta vulnerabilidade) 100% (n= 9), area A6b
(moderada vulnerabilidade melhor condicdo higiénica) 100% (n=7), e A2 (extrema
vulnerabilidade 77,7 % (n=9). A diferenca de idade entre os grupos né&o foi
estatisticamente significante pelo teste de Wilcoxon, p=0,7.

100+

80+

60+

Porcentagem(%) individuos positivos
N
e

Al A3 A6a A6b A4 A5 A7a A7b A2

MV AV EV
Grau de Vulnerabilidade

Figura 7: Porcentagem (%) de individuos com sorologia positiva para toxoplasmose
nas 7 areas de estudo. MV (moderada vulnerabilidade), AV (alta vulnerabilidade) e

EV (extrema vulnerabilidade).
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5.3. Prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii no soro de galinhas (Gallus
domesticus) vivendo livremente em peridomicilios por meio dos ensaios de
ELISA e MAT.

A deteccdo de anticorpos especificos para T. gondii por meio de ELISA, tem
sido utilizado para diferentes espécies animais, através de protocolos ja
estabelecidos, de alta sensibilidade, especificidade e confiabilidade. Nesse estudo, a
técnica de ELISA foi utilizada para investigacdo epidemiolégica, em soro de
galinhas, na regido de Campos dos Goytacazes. Os resultados encontrados estéo
apresentados na tabela 1. Anticorpos anti-T. gondii foram detectados nos soros de
36 (94,7%) das 38 galinhas testadas.

Tabela 1: Valores de absorbéncia a 405 nm para o teste de ELISA para
deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em soros de galinhas no municipio de Campos

dos Goytacazes.

Absorbancia NUmero de  Porcentagem

galinhas (%)
<0,70* 2 5,26
0,70-1,00 5 13,16
1,00 - 2,00 29 76,32
>2,00 2 5,26
TOTAL 38 100

*Valores <0,70 foram considerados negativos

Aléem do teste de ELISA, o teste de aglutinacdo modificado também foi
utilizado neste estudo, realizado de acordo com Desmonts e Remington, em 1980,
0s quais fizeram uma modificagao a partir do original, com a finalidade de aumentar
a sensibilidade e especificidade do teste, para diagnéstico soroldgico de
toxoplasmose em espécies animais distintas. No MAT o tampéo de diluicdo de
antigeno, foi acrescido de 2- mercaptoetanol, com objetivo de suprimir a aglutinacéo

nao especifica de IgM normais, impedindo que elas sejam aderidas a superficie do
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parasita. De acordo com este teste, anticorpos anti- T. gondii foram encontrados nos

soros de 24 (63,2%) das 38 galinhas testadas.
A prevaléncia da toxoplasmose em galinhas foi maior pelo teste de ELISA,

onde apenas duas galinhas apresentaram sorologia negativa para toxoplasmose,
enquanto que no teste de MAT 14 galinhas apresentaram sorologia negativa para a

toxoplasmose (tabela 2).

Tabela 2: Comparagdo qualitativa dos resultados de ELISA e MAT em soros de

galinhas.
MAT + MAT - TOTAL
ELISA + 24 12 36
ELISA - 0 2 2
TOTAL 24 14 38

As areas onde as galinhas apresentaram maior positividade foram A6a
(moderada vulnerabilidade com melhor condicdo de higiene) onde 100% (n=2) das
aves apresentaram anticorpos anti- T. gondii, A6b(moderada vulnerabilidade com
pior condicao de higiene) 80% (n=3), area A4 (alta vulnerabilidade) 66,6% (n=3) e
A2 (extrema vulnerabilidade) 62,5% (n=8) (Figura 8).
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Figura 8: Porcentagem (%) de galinhas com sorologia positiva para toxoplasmose
no teste de MAT nas 7 areas de estudo. MV (moderada vulnerabilidade), AV (alta
vulnerabilidade) e EV (extrema vulnerabilidade). Painel & esquerda as porcentagens
expressam as médias de animais positivos no teste MAT e painel a direita as médias

de animais no teste de ELISA.

5.4. Prevaléncia anticorpos anti-T. gondii no soro de cées através do teste de
aglutinacdo modificado (MAT)

A prevaléncia da toxoplasmose canina foi avaliada neste estudo através do
teste de aglutinacdo modificado. Dos 48 soros de cées analisados 31 (68,8%)
apresentaram anticorpos anti- T. gondii.

Os titulos mais frequentes foram de 1:320 (22,58 %), 1: 640 (19,35%) e
1:1280 ( 19,35%) e o maior titulo encontrado foi de 1:2560 (9,35%), conforme mostra

a tabela 2.
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Tabela 3: Porcentagem de cées positivos para T. gondii através do Teste de

aglutinacdo modificado (MAT)

MAT N° (%) de
(Titulo) cachorros soropositivos
(45) (31)
< 1:20* 14 -
1:20 2 6,46
1:40 3 9,67
1:80 1 3,25
1:160 3 9,67
1:320 7 22,58
1: 640 6 19,35
1:1280 6 19,35
1: 2560 3 9,67

* Valores <1:20 foram considerados negativos

As areas que apresentaram a maior prevaléncia de anticorpos anti- T. gondii
em cées foram as areas A6a (moderada vulnerabilidade com melhores condicdes de
higiene) 100%, A6b (moderada vulnerabilidade com pior condicdo) (80%), Al
(83,3%) e A5 (75%). Ao agrupa-los de acordo com o grau de vulnerabilidade de
aguiferos a prevaléncia € maior em areas de moderada vulnerabilidade com 85,7%

(n=12) dos céaes apresentando sorologia positiva (Figura 9 e 10).
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Figura 9: Prevaléncia da toxoplasmose em caes vivendo livremente em
peridomicilios nas 7 areas de estudo. MV (moderada vulnerabilidade), AV (alta

vulnerabilidade) e EV (extrema vulnerabilidade).
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Figura 10: Prevaléncia da toxoplasmose em cdes vivendo livremente em
peridomicilios. MV (moderada vulnerabilidade Al, A3, A6), AV (alta vulnerabilidade
A4, A5, A7) e EV (extrema vulnerabilidade A2).
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5.5. Prevaléncia anticorpos anti-T. gondii no soro de gatos vivendo livremente
em peridomicilio através do teste de aglutinacdo modificado (MAT) e a sua
relacdo com a prevaléncia anti-T. gondii no soro de individuos vivendo nas
mesmas areas.

Os gatos tém importante papel na transmissdo da toxoplasmose e no ciclo de
vida do T. gondii, pois sdo responsaveis pela disseminacdo dos oocistos ho meio
ambiente.

Neste estudo, trés gatos (53%) de um total de cinco gatos apresentaram
sorologia positiva para toxoplasmose. Os gatos que apresentaram sorologia positiva
sdo das areas A2, A4 e A6b e apresentaram titulos de anticorpos de 1:40, 1:2560 e
1:160, respectivamente. A prevaléncia da toxoplasmose em gatos foi maior nas
areas de alta e extrema vulnerabilidade, onde 100% dos gatos apresentaram
sorologia positiva para toxoplasmose (Figura 11). Dos 68 individuos entrevistados
30,8% (n=21) relataram ter gatos em casa. Destes, 85,7% (n=18) apresentaram
sorologia positiva para toxoplasmose. Alguns individuos, 57,3% (n=39), relataram
gue embora ndo tenham gatos em casa, gatos de vizinhos costumam frequentar seu
peridomicilio, destes 84,6% (n=33) apresentou sorologia positiva para toxoplasmose.
Ou seja, dos 68 individuos avaliados neste trabalho 88,2% (n=60) relataram ter
algum contato com gatos. Destes, 85% apresentaram anticorpos anti- T. gondii.
Nesse estudo, apenas 9 individuos relataram n&o ter nenhum contato com gatos,

destes 8 apresentaram sorologia positiva para toxoplasmose.
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Figura 11: Prevaléncia da toxoplasmose em gatos vivendo livremente em
peridomicilios. MV (moderada vulnerabilidade), AV (alta vulnerabilidade) e EV
(extrema vulnerabilidade), sendo que, MV agrupa as areas Al, A3 e A4; AV agrupa
as areas A4, A e A7 e EV a area A2.

5.6. Prevaléncia da toxoplasmose humana e animal em funcdo do grau de
vulnerabilidade de aquiferos

A contaminacdo ambiental, especialmente de aguas utilizadas para consumo
humano, por oocistos de T. gondii é importante veiculo na transmissao da
toxoplasmose humana. Nesse estudo, apenas 5,88% (n=4) dos individuos relataram
nao utilizar agua de poco para consumo. A prevaléncia da infeccédo por T. gondii em
humanos foi de 83,8% e apenas 11 individuos (16,2%) apresentaram sorologia
negativa para toxoplasmose. Ao agrupar os individuos soronegativos de acordo
com o grau de vulnerabilidade de aquiferos, 77,78% (n= 7) se encontram em areas
de baixa ou moderada vulnerabilidade (Figura 12). Dois individuos soronegativos
vivendo em éareas de alta e extrema vulnerabilidade relataram n&o utilizar 4gua de

pOCco para consumao.
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Figura 12: Porcentagem (%) de individuos soronegativos para a toxoplasmose de
acordo com o grau de vulnerabilidade de aquiferos. MV (moderada vulnerabilidade
Al, A3, A6), AV (alta vulnerabilidade A4, A5, e A7) e EV (extrema vulnerabilidade
A2).

A prevaléncia da toxoplasmose em cada area em funcéo do respectivo grau
de vulnerabilidade de aquifero pode ser observada na tabela 4. A prevaléncia para
toxoplasmose humana foi maior na area A4 (alta vulnerabilidade), 100% (n=10) dos
individuos apresentaram anticorpos anti-T. gondii, area A7a e A7b (alta
vulnerabilidade) 100% (n= 9), area A6b (moderada vulnerabilidade melhor condicéo
higiénica) 100% (n=7), e A2 (extrema vulnerabilidade 77,7 % (n=9). Enquanto que a
maior prevaléncia de animais positivos foi nas areas A6b (moderado grau de
vulnerabilidade com pior condicdo de higiene) 78,6% (n=11), Al(moderada
vulnerabilidade) 64,3%, A5 (alta vulnerabilidade) 66,6% (n=10) (Figura 13).
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Tabela 4: Porcentagem de individuos e animais positivos por area de estudo e

por grau de vulnerabilidade de aquifero.

Nﬂme[o Cargcteristica, N° Individuos Ne (%) Qe anil;lnoais N°e (%_) Fie
da Regido Predominante da area (68) soropositivos (97) soropositivos
1 Vumg?aeg%gz de 13 10 ( 76,9%) 14 9 (64,3%)
2 Vulfg:;imja e 9 7 (77.7%) 16 10 (62,5%)
3 Vumgf:t;ﬁ‘i?jg e 7 4 (57,1%) 3 1 (33,6%)
4 Vulnegé"’i‘" tade 10 10 (100%) 13 6 (46,1%)
5 Vi 7 5 (66,6%) 15 10 (66,6%)
6a* VUMZ?aleTﬂi i 2 2 (100%) 7 4 (57,1%)
6b* Vumgf:t;ﬁ‘i?jg e 11 10 (90,9%) 14 11 (78,6%)
e’ Vulneggaillidade ! 7(100%) 10 4 (40%)
7b" Alta 2 2 (100%) 5 3 (60%)

Vulnerabilidade

* Melhores condices de higiene

*Pior condigao de higiene
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Figura 13: Porcentagem (%) de animais positivos para a toxoplasmose de acordo
com o grau de vulnerabilidade de aquiferos. MV (moderada vulnerabilidade Al, A3,
AB6), AV (alta vulnerabilidade A4, A5, e A7) e EV (extrema vulnerabilidade A2).

A prevaléncia total (individuos e animais) da infeccdo por T. gondii foi maior
na area A6 (79,4%), area com moderada vulnerabilidade de aquiferos e com
condicBes precéarias de higiene e, menor na area A3 (50%) area com moderada

vulnerabilidade de aquiferos (Figura 14).
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Figura 14: Prevaléncia da infecgéo por T. gondii em individuos e animais por area

de estudo e por grau de vulnerabilidade de aquiferos.
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Ao analisar de modo agrupado todos os individuos e animais com o
respectivo grau de vulnerabilidade correlacionando-o com a prevaléncia da
toxoplasmose, esta foi maior nas areas com alta vulnerabilidade de aquifero (Figura
15).

1004 (n=23)

(n=10)

Porcentagem(%) animais positivos

AV EV
Grau de vulnerabilidade

Figura 15: Prevaléncia da infeccdo por T. gondii em animais e humanos por grau de
vulnerabilidade de aquiferos, sendo que MV (moderada vulnerabilidade Al, A3, A6),
AV (alta vulnerabilidade A4, A5, e A7) e EV (extrema vulnerabilidade A2).
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6. DISCUSSAO

A agua é considerada importante veiculo na disseminacdo da toxoplasmose
humana e animal devido a alta resisténcia dos oocistos de Toxoplasma gondii nesse
veiculo. Os oocistos do Toxoplasma gondii podem resistir por longo periodo de
tempo no ambiente e sdo altamente resistentes a inativacdo por reagentes quimicos
e processos utilizados no tratamento de aguas.

Varios métodos tém sido descritos para recuperacao e deteccdo de oocistos
de T. gondii de amostras de agua. No entanto, a grande maioria dos estudos, que
obtiveram sucesso em isolar o parasita em agua foi realizada em condi¢bes
laboratoriais (agua contaminada com elevado nimero de oocistos), que estdo longe
de serem aquelas encontradas em amostras ambientais O bioensio é o teste de
referéncia para isolamento de T. gondii em amostras de agua, pois € positivo na
presenca de parasitas viaveis e pode ser utilizado para genotipagem (De Moura et
al., 2006). Os principais testes que obtiveram sucesso na deteccao de oocistos de
T. gondii de amostras ambientais utilizaram como um dos passos a reacao de PCR.
Entretanto, devido as condi¢cdes ambientais (alto numero de inibidores) a eficiéncia
desta técnica tem sido baixa. O T. gondii foi detectado em apenas 10 amostras
ambientais das 125 analisadas na Franca e nenhuma das amostras foi positiva por
bioensaio em camundongos (Villena et al., 2004, 2009). A amplificacdo do DNA nos
dois trabalhos citados acima pode ter decorrido de oocistos nao infectivos
explicando o fato de nédo terem sido positivos no bioensaio.

Neste estudo apresentamos uma abordagem inédita de investigacdo que
considera a vulnerabilidade de aquiferos do municipio de Campos dos Goytacazes
com a prevaléncia da toxoplasmose humana e animal. Para tanto, 0 municipio foi
dividido em sete areas de amostragem (Al, A2, A3, A4, A5, A6(aeb)e A7(aeb)ea
partir dessa divisdo amostras de agua de pocos assentados nessas areas foram
analisadas para a presenca de oocistos do T. gondii, por bioensaio em aves SPF
(Specific Pathogen Free).

Para o processo de selecdo das areas investigadas neste estudo, foram
consideradas as caracteristicas grau de vulnerabilidade de aquiferos, com utilizacao
de 4gua de poco para consumo e a influéncia destas caracteristicas na prevaléncia

da infeccdo toxoplasmica em humanos e animais e na detecgdo de oocistos em
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amostras de agua utilizadas para consumo humano e animal. Das dez aves que
foram testadas pelo bioensaio quatro soroconverteram e apresentaram sorologia
positiva para toxoplasmose pelo teste de ELISA e MAT. As aves que foram
alimentadas com as membranas provenientes do processo de filtracdo da &rea A6b,
A7a e b e A2 passaram a apresentar sorologia positiva para a toxoplasmose.
Interessantemente, as areas A2 e A7a e A7b estéo localizadas em areas de extrema
e alta vulnerabilidade de aquiferos, respectivamente, indicando que esta possa ser
uma boa estratégia para estudo de contaminacdo ambiental por oocistos de T.
gondii. Embora, a area A6 seja uma area que apresenta moderada vulnerabilidade
de aquifero a mesma apresentava condi¢cdes de higiene bem diferentes de outras
areas, por isso ela foi subdividida em “a” (melhores condi¢gdes de higiene) e “b”
(piores condi¢cBes de higiene), porém ndo se observou diferenca significativa entre a
prevaléncia da toxoplasmose humana e animal entre essas duas subéreas, o que
pode estar sendo influenciado pelo pequeno nimero de individuos (n=2) e animais
(4) na subarea A6a. Porém, o aspecto da higiene devera ser melhor investigado em
outra oportunidade pois o nimero de individuos e animais foi reduzido para permitir
inferéncias estatisticas. E importante ressaltar que este trabalho foi realizado apds o
periodo chuvoso (junho a setembro de 2009), e muitas localidades do municipio
ficaram alagadas pelas aguas da chuva. Segundo relato dos moradores as areas
Aba e Abb e A2 ficaram alagadas por um longo periodo do ano de 2009.

Em inquérito soroepidemioldgico realizado em Campos dos Goytacazes a
ingestdo de agua nao filtrada e provenientes de pocos constituiu-se nos principais
fatores de risco para contaminacao pelo T. gondii (Bahia-Oliveira et al., 2003) bem
como a ingestdo de agua de riachos e lagoas da regido. Os dados encontrados
nesse estudo reforcam aqueles achados sobre a importancia da agua na veiculagéao
de oocistos do parasita, pois aves alimentadas com membranas onde foram filtradas
amostras de aguas de pocgos para consumo humano e animal, soroconverteram e
passaram a apresentaram sorologia positiva para a toxoplasmose.

Nesse estudo a prevaléncia da toxoplasmose humana foi de 83,8% (n=57),
resultado similar foi encontrado em levantamento epidemiologico realizado no ano
2003 no municipio de Campos dos Goytacazes onde a prevaléncia desta infeccao
foi de 84,8% na populacdo de baixo poder aquisitivo (Bahia-Oliveira et al., 2003) e

os individuos que participaram desse estudo apresentam as mesmas condicdes
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sociais daqueles do estudo de 2003. As areas onde os individuos apresentaram
maior positividade foram area A4 (alta vulnerabilidade), 100% (n=10), area A7 (alta
vulnerabilidade) 100% (n=9), area A6a (moderada vulnerabilidade) 100% (n=2, e A2
(extrema vulnerabilidade) 77,7 % (n=9). As areas A2 e A7 foram as mesmas areas
em que aves SPF que foram alimentadas com membranas utilizadas para filtrar
aguas de pocos soroconverteram e passaram a apresentar sorologia positiva para a
toxoplasmose. Portanto, a maior prevaléncia da toxoplasmose humana naquelas
areas pode indicar que os individuos ali residentes estdo mais expostos a infec¢éo
pela ingestdo de agua de poco contaminada por oocistos.

A deteccdo de oocistos de T. gondii do ambiente é tecnicamente dificil. As
galinhas que vivem livremente em peridomicilio sdo consideradas boas indicadoras
de contaminacdo ambiental por oocistos de T. gondii devido aos seus habitos
alimentares. Varios testes soroldgicos tém sido utilizados para determinar a
prevaléncia da toxoplasmose em galinhas (Dubey, 2009). Os valores de
soroprevaléncia em galinhas na regido norte fluminense, sdo significativamente altos
quando comparados com dados de outros estudos, realizados em outros paises e
até mesmo no Brasil, os quais utilizaram MAT para deteccdo de anticorpos anti- T.
gondii, 38% de 50 galinhas do Rio Grande do Sul, (Dubey et al. 2007), 40,2% em
Séo Paulo (Dubey et al. 2002), 53,3% em Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Maranhdo, Bahia, Ceard, Sergipe e Alagoas (de Oliveira et al. 2009), 55,3% no Chile
(Dubey et al. 2006b), 44,4% na Colébmbia (Dubey, et al. (2005c). Nesse trabalho,
anticorpos anti- T. gondii foram encontrados nos soros de 24 (63,2%) das 38
galinhas testadas pelo teste de MAT e (94,7%) pelo teste de ELISA. Consideramos
os dados do MAT como aqueles que expressaram a prevaléncia em galinhas de vida
livre, nesse estudo pois é o teste que vem sendo adotado na literatura como
referéncia para descrever a prevaléncia desses animais, embora nao tenhamos tido
a intencdo e nem tenhamos investigado qual dos testes (MAT ou ELISA) tem maior
acuracia para a infeccao de galinhas pelo T. gondii. Este resultado reforca aqueles
encontrados em 2003, no municipio de Campos dos Goytacazes, e regides vizinhas
gue estimou a contaminagdo do solo por meio da investigagcao da presenca de T.
gondii em frangos (Gallus domesticus), vivendo livremente em peridomicilios na
cidade (Seipel et al.,, 2003) onde foi observado que 65% das aves testadas pelo

MAT apresentaram anticorpos anti T. gondii.
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As areas em que as galinhas apresentaram maior positividade foram A6a
(moderada vulnerabilidade com melhores condi¢cdes de higiene) onde 100% (n=2)
das aves apresentaram anticorpos anti- T. gondii, A6b (moderada vulnerabilidade
com piores condi¢cdes de higiene) onde 75% (n=8), area A4 (alta vulnerabilidade)
onde 66,6% (n=3) e A2 (extrema vulnerabilidade) 62,5% (n=8). As areas A6 e A2
também foram aquelas em que as aves SPF alimentadas com as membranas
utilizadas para filtrar agua sob suspeita de contaminagdo por oocistos de T. gondii
soroconverteram e passaram a apresentar sorologia positiva para toxoplasmose. A
area A4 é uma éarea localizada na zona urbana de Campos. Esses resultados véo ao
encontro daqueles descritos em 2003 por Seipel e colaboradores, onde a
prevaléncia da toxoplasmose em galinhas foi maior em propriedades urbanas que
rurais (Seipel et al., 2003).

A prevaléncia da toxoplasmose canina foi avaliada neste estudo através do
teste de aglutinacdo modificado. Dos 48 soros de cées analisados 31 (68,8%)
apresentaram anticorpos anti- T. gondii. Os titulos mais frequentes foram de 1:320
(22,58 %), 1: 640 (19,35%) e 1:1280 ( 19,35%) e o maior titulo encontrado foi de
1:2560 (9,35%). As areas que apresentaram a maior prevaléncia de anticorpos anti-
T. gondii em cées foram as areas A6a (100%), A6b (80%), Al (83,3%) e A5 (75%).
Ao agrupar os cdes de acordo com o grau de vulnerabilidade de aquiferos a
prevaléncia foi maior em areas de moderada vulnerabilidade com 85,7% (n=12) dos
cées apresentando sorologia positiva (figura 4 e 5). Pouco se conhece sobre a
prevaléncia da toxoplasmose canina na América do Sul, especialmente no Brasil.
Em estudo realizado na Colémbia 52 cachorros (16,8%) dos 309 apresentaram
anticorpos anti-Toxoplasma gondii no MAT com titulos de 1:20 (20), 1:40 (6), 1:80
(7), 1: 160 (3), 1:320 (3), 1:1280 ou titulos maiores (3) (Dubey et. al, 2007). Em outro
estudo realizado em Minas Gerais a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii foi de
40,9% (Brandao, et. al, 2006). Um inquérito soroldgico realizado em duas cidades de
Santa Catarina mostrou que a prevaléncia da toxoplasmose canina é de 8,5 e 26%
(De Moura, 2009).

Os gatos tém um importante papel na transmissao da toxoplasmose e no ciclo
de vida do T. gondii, pois sdo responsaveis pela disseminacédo dos oocistos no meio
ambiente inclusive em mananciais. Dados epidemiolégicos indicam que

aproximadamente 1% dos gatos sdo susceptiveis a eliminarem oocistos em suas

Vieira, F.P. Fevereiro de 2010 — Pdg: 46



fezes durante o ciclo de suas vidas (Dubey e Beattie, 1988). A soroprevaléncia da
infeccéo por T. gondii em gatos varia de acordo com o local onde o gato se encontra
(acesso livre ao ambiente ou néo), a idade dos gatos, dieta, o método de sorologia e
localizacdo geografica. Nesse trabalho, trés gatos (53%) de um total de cinco gatos
apresentaram sorologia positiva para toxoplasmose no MAT. Os gatos que
apresentaram sorologia positiva sdo das areas A2, A4 e A6b e apresentaram titulos
de anticorpos de 1:40, 1:2560 e 1:160, respectivamente. Embora o niumero de gatos
esteja abaixo do ideal para se estimar com seguranca a prevaléncia do T. gondii,
observamos que a prevaléncia da toxoplasmose em gatos foi maior nas areas de
alta e extrema vulnerabilidade, onde 100% dos gatos apresentaram sorologia
positiva para toxoplasmose (figura 6). Em um estudo realizado em S&o Paulo, Brasil,
35,4% dos gatos apresentaram sorologia positiva para toxoplasmose dos 237 gatos
analisados (Pena et al. 2006). Estudos epidemiolégicos indicam que a maioria dos
gatos se torna infectados ap0s a ingestao de tecidos de passaros infectados com T.
gondii (Dubey e Beattie, 1988). A soroprevaléncia de anticorpos anti- T. gondii em
gatos € uma boa estimativa da contaminacdo ambiental com oocistos, pois 0s
felinos, especialmente os gatos sédo responsaveis pela liberacdo dos oocistos de T.
gondii no meio ambiente.

Interessantemente, dois dos gatos com sorologia positiva para a
toxoplasmose sao das areas A6b (moderada vulnerabilidade com pior condicdo de
higiene) e A2(extrema vulnerabilidade) areas em que as aves SPF passaram a
apresentar sorologia positiva para a toxoplasmose ap0s a ingestdo de membranas
onde foram filtradas aguas de poco daquelas localidades. O outro gato com
sorologia positiva é da area A4 (alta vulnerabilidade), area com alta prevaléncia da
toxoplasmose em humanos e galinhas. Embora, a prevaléncia da toxoplasmose
tenha sido alta (85%) em individuos que relataram ter contatos com gatos (n=51), 9
individuos (13%) relataram nao ter nenhum contato com gatos, e destes 8
apresentaram sorologia positiva para toxoplasmose.

Ao analisar de modo agrupado todos os individuos e animais com o
respectivo grau de vulnerabilidade correlacionando-o a prevaléncia da
toxoplasmose, esta foi maior nas areas com alta vulnerabilidade de aquifero (figura
9). Esse resultado associado a soroconversao das aves SPF é um indicativo de que,

considerar a vulnerabilidade de aquiferos de uma regidao pode ser uma estratégia
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importante a ser considerada em estudos que investigam a contaminagao ambiental
por oocistos. Os dados apresentados neste trabalho reforcam a hipotese da infeccéo
toxoplasmica em populacfes residentes em areas ndo saneadas, que consomem
agua sem tratamento, e sem filtrar a qual pode vir a ser contaminada com oocistos
provenientes de fezes de gatos, que contaminam o solo e sdo carreados para 0s
reservatorios. Sobre este aspecto foi recentemente demonstrado que a natureza
hidrofilica e a carga negativa desses oocistos em agua doce permitem que 0s
mesmos, uma vez eliminados no meio ambiente, percolem através do solo, sendo
carreados naturalmente pela dgua da chuva, alcancando assim, 0S mananciais
(Shapiro et al., 2009).

Outra possibilidade também a se considerar é o fato da contaminacdo dos
reservatérios se decorrentes de habitos ndo higiénicos como, por exemplo, pela
utilizacdo de recipientes para coletar &gua de pocos que estiverem em contato com
0 solo contaminado por oocistos. Esta possibilidade pode explicar, por exemplo, o
fato de aves SPF alimentadas com membranas utilizadas para filtrar a agua da area

A6b ter apresentado sorologia positiva ap6s o bioensaio.
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7. CONCLUSOES

A prevaléncia geral da toxoplasmose humana foi de 83,8% no presente
estudo. As areas onde os individuos apresentaram maior positividade foram area A4
(alta vulnerabilidade), A7a e A7b (alta vulnerabilidade).

As aves Specific Pathogen Free que foram alimentadas com as membranas
provenientes do processo de filtracdo da area A6b (moderada vulnerabilidade com
piores condicbes de higiene), A7a e b (alta vulnerabilidade respectivamente
subdividida em subareas com melhor e pior condicdes de higiene) e A2 (extrema
vulnerabilidade) passaram a apresentar sorologia positiva (soro-converteram) para a
toxoplasmose.

A prevaléncia da toxoplasmose em galinhas vivendo livremente em
peridomicilios foi de 63,2% pelo teste de MAT e 94,7% pelo teste de ELISA.

A prevaléncia da toxoplasmose humana e animal foi maior nas areas em que
os aquiferos apresentavam-se com o grau de alta vulnerabilidade.

A correlacdo entre a vulnerabilidade de aquiferos e a prevaléncia da
toxoplasmose humana e animal parece ser uma boa estratégia para estudo de

contaminagcdo ambiental por oocistos de T. gondii e esse estudo deve ser ampliado.
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PROGRAMA DE LEVANTAMENTO SOROEPIDEMIOLOGICO
PESQUISA EM POCOS ARTESIANOS

1-Entrevistador:

2- LOCAL DA ENTREVISTA

INFORMACOES DEMOGRAFICAS

3- PROPRIETARIO OU RESPONSAVEL PELA PROPRIEDADE:

4- SEXO: M( )Y F( )

5- DATA DE NASCIMENTO: / /

6-NATURALIDADE:(Cidade/ Estado/ Pais)

7- TELEFONE:
Préprio () Contato ( )* é\léo possui ()

ENDERECO ATUAL

8- RUA:

9-TIPO DE RESIDENCIA:
Apart( )* CasaouDuplex ( )*>  Outros - Especificar ( )* ( )

10-BAIRRO:

1;|.- PROPRIEDADE:
Areaurbana ( )! Periferia/ Subdrbio ( )>  Rural ( )*

12- CIDADE:

13- QUANTAS PESSOAS MORAM COM VOCE ( contando com vocé ) ? ( )
14- SEMPRE MOROU NESTE ENDERECO OU LOCAL? Sim( ) Nao( )°

15- HA QUANTO TEMPO VOCE MORA NESTE ENDERECO? ( ) OU DE QUE ANO ATE
QUE ANO? ( / )

16 - IO\IOS ULTIMOS 12 MESES VOCE MOROU EM OUTRO ENDERECO? Sim ( )* Né&o
)

17- QUAL A SUA PROFISSAQ?




EXPOSICAO A ANIMAIS :

18-VOCE TEM OU TEVE GATO(S) EM CASA NOS ULTIMOS 12 MESES?
Sim( )  Nao( )°

19- QUANTOS? ()

20- AONDE ELE(s) VIVE(m)?
Somente dentro de casa ( )* Dentro e forade casa( )*> Somente forade casa( )

21- SEU GATO COME CARNE CRUA? Sim( ) Néo( )° NioSabe ( )°

22- SEU GATO JA MATOU OU MATA PASSAROS? Sim( )* Nao( )° N&oSabe ( )°
23- SEU GATO JA MATOU OU MATA RATOS OU OUTROS ROEDORES?

Sim( ) Nao( )° NzoSabe ( )°

24-GATOS DE VIZINHOS FREQUENTAM OU SUA
CASA/PROPRIEDADE NOS ULTIMOS 12 MESES?

Sim( ) Nao( )°

FREQUENTARAM A

Se N&o, passe para a pergunta N.° 25

Frequéncia :

i\lunca( ) Raramente ( )? ,53\5 Vezes ( Freqientemente ( )* Sempre( )°

25- VOCE SE LEMBRA DE TER VISTO FEZES DE GATOS PROXIMO A SUA CASA OU EM
ALGUM LUGAR ONDE ESTEVE NOS ULTIMOS 12 MESES?

Sim( )' Nao( )° N&oSabe ( )°

OUTROS ANIMAIS:

26- NOS ULTIMOS 12 MESES VOCE TEVE ALGUM OUTRO TIPO DE ANIMAL DE
ESTIMACAO QUE NAO SEJA GATOS?
Sim( ) Nao( )°

Se N&o, passe para a pergunta N ° 28

27- Cachorro ( Porco ( )° | Roedores ( | Galinha (
QUAIS? | ) )2 )*
Passarinho/Péassaros ( Coelho ( )°® | Réptil (| Pombo (
)5 )7 )10
Outros (
)11
28-ALGUM VIZINHO POSSUI ANIMAIS? Sim ( )* Nao( )°
QUAIS?
29- EXISTEM POMBOS PROXIMOS A SUA CASA? Sim( )' Nao( )° Nao Sabe (




30-VOCE PARTICIPOU DO NASCIMENTO DE ALGUM ANIMAL NOS ULTIMOS 12 MESES
(tocando, segurando)?
Sim( )* Nao( )° N&oSabe ( )°

Se Né&o, passe para a pergunta N © 32

31- QUAIS | Gato () Porco ( )° | Carneiro( )° | Galinha ( )*
?
Cachorro () Coelho ( )° 7Bode/Cabra() Vaca ()"
Outros ( Y+ | Cavalo ( )*

32- VOCE MEXEU COM TERRA OU EM JARDINS NOS ULTIMOS 12 MESES?
Sim( )' Nao( )° Naosabe ( )°

33- EM ALGUMAS DESSAS ATIVIDADES PRATICADAS NOS ULTIMOS 12 MESES VOCE
SE LEMBRA DE TER VISTO FEZES DE GATO ?
Nao ( )° Algumas Vezes( )? Sempre( )*  N&o se lembra( )°

34- NOS ULTll\/lOAS 12 MESES QUANDO VOCE MEXEU CQM TERRA OU EM JARDINS
(jardinagem), VOCE TINHA O COSTUME DE LAVAR AS MAOS ?
Nao( )° AlgumasVezes( )?  Sempre( )* N4o se lembra( )°

EXPOSICAO POR ALIMENTACAO: X
VOCE AGORA IRA ME RESPONDER SOBRE O QUE VOCE COMEU DURANTE OS
UTIMOS 12 MESES E COM QUE FREQUENCIA, OK?

Come Frequéncia
Alimentos sim | ndo 70u+ 2a3 1 vez por | menos de
vezes por | vezes por | més 1vez no
semana semana més
35-galinhade | () | ( )" () ()* ()’ ()°
granja
(aviario)
36-mildo de ()| ) () ()° ()’ ()°
galinha !
(coracgdo,
moela)
s7-galinha [ ([ ()" [ OOF [ OF [ () [ O)F
caipira
da roca
38-pato ()] « )" () ()* ()’ ()°
39-rolinha ()] « )" () ()* ()’ ()°
40-pombo ()| ( )" () ()* () ()°
41-carnedeboi | ()] ()’ ()" ()° () ()°




(bife)

42-|carne (ilje boi | ( . Y| ()? ) ()* ()’ ()°
mal passada
43-bife de ()] ()° ) ()* ()° ()°
figado(boi) !
44-carne de ()| ()° )" ()* () ()°
pOIco !

(Carré)
45-carne de () ( )’ ) ()* ()° ()°
porco mal !
passada
46-lingtiica ( ) Yyl () ) ()° ()° ()°
47-chourico ( ) Y1 () ) ()* () ()°
48-quibe cru ( . )| )° ) ()* ()° ()°
49- _ (1) ()° ) ()* ()° ()°
churrasquinho
50-cachorro ( . Yyl ()P ) ()* ()’ ()°
quente
51-sanduiche ( ) Yyl ()P ) ()° ()° ()°
52-pizza (O] O)F ) ()’ ()° ()°
53-bacon (1) ( )° ) ()° ()° ()°
S4-presunto ( . )| ()7 )" ()° ()° ()°
55-mortadela ( ) Y| ()° ) ()* () ()°
56-salsicha ( . )| ()° )’ ()* ()° ()°
57-paté ()] ) ) ()* () ()°
58-maionesede | ( ) | ( )? ) ()* ()’ ()°
lanchonete ou !
caseira
59-coelho ( . )| )° )" ()° ()° ()°
60-carneiro ( ) Y| ()° ) ()* ()° ()°
61-cabra/bode | ( . Yl ()Y ) ()° ()’ ()°
62-gato ()] ) ) ()* () ()°
63-cachorro ( . Yl ()P )t ()* ()’ ()°
64-tatu ()] ()’ ) ()° () ()°




65-gamba (1) ()° ()° ()° ()° ()°
66-prea (1) ()° ()* ()* ()° ()°
67-paca (1) ()° ()" ()° () ()°
68-leitedevaca | ( ) | ( )’ (H)?' ( )° () ()°
da roca !
69-leite de () ()° ()" ()° () ()°
cabra da roca !
70-queijo da (1) ()° ()" ()° () ()°
roga
71-manteigada | ( ) | ( )’ ()’ ()° ()° ()°
roca !
72-leite de () ()° ()° ()* ()° ()°
saquinho ou !
caixinha
73-leite de soja (1) ()° () ()° () ()°
74-iogurte (1) ( )° () ()* ()° ()°
caseiro
75-iogurte () ()° () ()* ()° ()°
comercial !
(mercado)
76-pacu-p1aco (1) ()° () ()° ()° ()°
granja ()
roca ()
nio 70U+ 2a3 1 vez por menos de
Alimentos sim Vezes por | vezes por mésp 1vez no

semana semana més
77-ovo-qulente (1) ( )° ( )?' ()* ()° ()°
gragja( )" roca
Q)
78-gemada ()t ()° ()?' ()* ()’ ()°
granja ( )'roca ()?
79-ovos de granja ()? ()° ()! ()? K ()°
80-ovos da roga (! ()° ()? ()* ()° ()°
8l-sorvetecas. () | ( )? ()° ()7t ()* ()° ()°
comer.( )?
82-picolé cas. () | ( )T ()° ()? ()* ()’ ()°
comer.( )?
83- sacolé ()* )° ()H)? ()* () ()°
cas. ()! comer.( )2
84-legumes ()t )? ()? ()?* ()° ()°
cas.( )* rest. ( )?
85-verduras (folhas) | ( )? )° ()? ()* () ()°
cas.( )* rest. ( )?
86-frutas ()7t )? ()f ()* ()’ ()°

cas.( )* rest. ()2




VOCE COMEU DURANTE OS UTIMOS 12 MESES ?

Orgéos : Animais
nao come Boi Porco Aves Cabra/Bode Carneiro QOutros nao
sabe
87-figado ()° O T O () () () () 1y
88-lingua ) () ()’ ° [k K ()° ()’
89-cérebro ()’ ()° ()° ()° ()* ()’ ()° ()’
(miolo)
90-coraco ()° O T O ) K () () 1y
91-pancreas ()° (O T )2 ()° [N () ()° ()°

EXPOSICAO A BEBEBIDAS (EXCLUINDO LEITE)

NOS UTIMOS 12 MESES qual foi o tipo de gua utilizada na sua casa?

Tipos de agua sim nédo ndo sabe
92-4gua de poco () ()’ ()’
93-4gua da bica () ()’ ()’
94-4gua filtrada ()" ()’ ()’
95-agua mineral ()° ()’ ()’

Caso a resposta para o N ° 92 seja SIM responder o N ° 96 e 97

96- QUANTAS FAMILIAS/PROPRIEDADES UTILIZAM DESTA AGUA? ( )

97- A QUE DISTANCIA ESTAS FAMILIAS ESTAO DO POCO?
( )

Vocé agora ira me responder sobre o que vocé tem bebido e qual a quantidade (NOS
UTIMOS 12 MESES) 0.k?

bebe quantidade
sim | ndo | +de |7a9 | 4a6 | 1a3 | menos | ndo soube
Tipos de 10 COpo | copos | copos de1l | responder
bebidas copos/ | s/ dia | /dia / copo/
dia dia dia

98-aguafiltrada | ( ) [ ( )| ( )" [(H*[CH [ ()] () ()’
(filtro de barro !
ou de parede)

99-4gua néo (LT OO TCHH] ) ()°
filtrada ! 0

100-alguma ()T TCHTCH T CH ] ) ()’
bebida feita ¢/ ! 0

agua nao
filtrada

101-agua de ()] ( IO IO IS S
Poco

102-alguma ()T TCHITCH T CH* ] ) ()’
bebida feita ¢/ ! 0
agua de poco

103- NOS UTIMOS 12 MESES vocé bebeu agua diretamente de lago, rio, corrego?
Sim( ) Nao( )° NdoSabe ( )°



104- Aonde?

105- NOS UTIMOS 12 MESES vocé bebeu agua diretamente da torneira (“bica”)?
Sim( )* Nao( )° NaoSabe ( )°

106-
Aonde?

107- Caso tenha filtro em casa qual a freqiiéncia que este é trocado ou lavado, NOS UTIMOS
12 MESES?

1 vez / semana ()Y [+ de 1 vez por|[( )° |menosde 1 vezes/|( )’
semana més
1 vez / més ( ) |2a3vezespormés | ( )’ | ndosabe ()
OSERVACOES:
SIM NAO
108- Animais soltos no ()* ()’
peridomicilio?
109- Casa com muro? ()* ()’
110- Pogos cobertos () ()°
111- Esgoto a Céu aberto? ()* ()°
112- Possui rede de esgoto? K ()°
113- Possui fossa? ()* ()°

114- Onde é a fossa?




TERMO DE CONSENTIMENTO Livre e Esclarecido

(=] o100 (<o [ T oo SRRSO recebi
informagdes sobre o projeto de pesquisa intitulado “Fatores genéticos e imunolégicos associados
a retinocoroidites toxopladsmicas em individuos de diferentes grupos etarios em area hiper-
endémica”. Estou ciente de que as informagdes obtidas por este tipo de pesquisa podem auxiliar na
compreensdo dos mecanismos que contribuem para maior ou menor possibilidade de desenvolvimento
da doenca ocular causada pela toxoplasmose. Concordo em participar como voluntério no referido
projeto de pesquisa desenvolvido na Universidade Estadual do Norte Fluminense. A minha
participacdo é voluntaria e serd limitada a doacdo de amostras de sangue venoso, e aos exames
oftalmolégicos, sobre os quais recebi a orientacdo dos possiveis riscos e desconfortos. Tais
desconfortos podem ser pequena dor no momento da picadura e a formacdo de hematomas, apos a
coleta do sangue e, visdo turva durante um periodo de minutos ou alguma horas, apds o exame
oftalmolégico.

Tenho consciéncia que a minha participacdo como voluntario(a) ndo me trard nenhum beneficio
financeiro. No entanto, conhecer a minha sorologia para toxoplasmose traz-me o beneficio de poder
planejar, caso eu seja imune, visitas regulares a oftalmologistas para acompanhamento. Bem como
estou consciente de que conhecer a condi¢do de imunidade ao Toxoplasma gondii previamente a
gravidez traz o beneficio da orientacdo de prevencdo da infeccdo congénita (isto é, durante a gravidez)
necessaria em individuos ndo imunes.

Caso eu concorde em participar como voluntario(a) neste projeto de pesquisa, 0s meus dados nédo
serdo revelados a ninguém e a minha identidade serd preservada. Sei também que para preservar
minha identidade, serdo utilizados cddigos, ao invés de nomes, durante todas as etapas do estudo.

Fui informado(a) de que ndo devo esperar resultados imediatos ou pessoais a ndo ser o do diagnostico
sorolégico e do exame ocular, e que poderei a qualqguer momento me retirar do projeto de pesquisa,
por qualquer motivo, sem que isso acarrete em prejuizo a continuidade do meu acompanhamento
meédico como também a nenhum outro individuo do meu convivio ou membro de minha familia. Estou
ciente que o sangue que forneci, para o referido projeto de pesquisa, serd enviado ao exterior, onde
parte das andlises seré feita e, posteriormente, armazenado ou eliminado, segundo minha autorizagdo
expressa no termo de consentimento para estocagem e uso futuro de espécimes coletadas.

Qualquer davida dirigir-se ao Laboratdrio de Biologia do Reconhecer (UENF) ou aos pesquisadores

envolvidos referidos abaixo:
Profa. Lilian Maria Garcia Bahia Oliveira Telefone: (22)27261647 / 27625951

Campos dos Goytacazes, de de20

Assinatura do voluntério

Assinatura do pesquisador responsavel



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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