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RESUMO

A toxoplasmose, uma das zoonoses mais difundidas no mundo, é causada por
Toxoplasma gondii, um protozoario parasita intracelular obrigatério que tem os felideos como
unicos hospedeiros definitivos e que pode afetar a maior parte dos animais homeotérmicos.
A infecao por este protozoario € uma importante causa de abortos e mortalidade neonatal em
varias espécies incluindo caprinos, ovinos e seres humanos. Nos humanos é ainda importante
salientar o elevado impacto socioeconémico em termos de saude publica, com custos
elevados de tratamento, sofrimento de doentes e consequéncias como deficiéncia mental,

cegueira ou mesmo morte.

Uma vez que a Republica Democratica de Sado Tomé e Principe representa uma area
geografica pouco estudada, o principal objetivo deste trabalho final de curso foi determinar a

seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii em animais domésticos de Sao Tomé.

Soros de 346 animais foram testados, entre agosto a outubro de 2017, para a pesquisa
de imunoglobulinas (Ig) G anti-T. gondii através do teste de aglutinagao modificado (“modified
agglutination test” — MAT), tendo sido obtida uma seroprevaléncia geral de infegéo de 55,8%
(193/346). Dos 193 animais seropositivos, 6,7% (13/193) eram bovinos, 34,7% (67/193) eram
ovinos, 35,2% (68/193) eram caprinos e, 23,3% (45/193) eram suinos.

Verificou-se a existéncia de uma seroprevaléncia de infecdo de 27,1% (13/48) em
bovinos, 68,4% (67/98) em ovinos, 70,1% (68/97) em caprinos, 43,7% (45/103) em suinos.

Os resultados do presente estudo sugerem uma elevada exposicdo dos animais
domésticos de Sdo Tomé as formas infetantes de T. gondii, realgando a importancia da
necessidade de realizacao de mais estudos sobre a infegdo por este protozoario em outros

hospedeiros incluindo o c&o e o gato.

Palavras-chave: bovinos; caprinos; MAT; ovinos; Sdo Tomé; suinos; seroprevaléncia;

Toxoplasma gondii.






ABSTRACT

Toxoplasmosis, one of the most widespread zoonosis in the world, is caused by
Toxoplasma gondii, an obligate intracellular protozoan parasite that can infect most of warm
blooded animals, with domestic and wild felids being it’s unique and definitive hosts. T. gondii
infection may lead to abortion in several species including sheep, goats and humans. In
humans, it is still important to emphasize the high socio-economic impact in terms of public
health, with high costs of treatment, patient suffering and consequences such as mental

deficiency, blindness or even death.

Since the Democratic Republic of Sao Tomé and Principe represents a poorly studied
area, the main objective of this work was to determine the seroprevalence of infection by T.

gondii in domestic animals from Sdo Tomé.

Sera from 346 animals were tested for the presence of immunoglobulins (Ig) G to T.
gondii, by using the modified agglutination test (MAT), with an overall seroprevalence of 55.8%
(193/346). Out of the 193 seropositive animals, 6.7% (13/193) were cattle, 34.7% (67/193)
were sheep, 35.2% (68/193) were goats and 23.3% (45/193 ) were pigs.

According to the animal species 27.1% (13/48) of cattle, 68.4% (67/98) of sheep, 70.1%
(68/97) of goats and 43.7% (45/103) of pigs were found to be infected with T. gondii.

The results of the present study suggest a high exposure of the domestic animals of
Sao Tomé to the infective forms of T. gondii, emphasizing the importance of further studies on

the infection by this protozoan in other hosts including the dog and the cat.

Key words: cattle; goats; MAT; Sao Tomé; pigs; seroprevalence; sheep; Toxoplasma

gondii.
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1. INTRODUGAO

Ao longo dos anos a interagao entre a populacdo humana e o ecossistema, associado
a globalizacdo e as variagdes climaticas e antropogénicas, conduziu a uma perturbagao
ambiental, com impacto nos agentes parasitarios (Patz et al., 2000; Brooks e Hoberg, 2007;
Weaver et al. 2010).

Embora os pontos de inflexdo representados pela populagdo humana em expanséo, o
desenvolvimento da agricultura e a domesticacao de animais tenham influenciado diretamente
a ocorréncia de parasitas em humanos, muitas associagbes de hospedeiros e parasitas
existentes tém origens consideravelmente mais profundas que se estendem para o Plioceno

e Pleistoceno (Hoberg e Brooks, 2013).

Toxoplasma gondii € um parasita protozoario heteroxeno, conhecido por infetar
animais homeotérmicos, incluindo humanos e que se estima que infete um tergco da populagao

humana mundial (Jackson e Hutchison, 1989; Dubey, 1998; Halonen e Weiss, 2013).

A prevaléncia de infe¢do por T. gondii varia de acordo com o estilo de vida dos
hospedeiros definitivos, como o gato, sendo, geralmente mais elevado em gatos selvagens,
em busca de alimento, do que em gatos domésticos (DeFeo et al., 2002). Devido ao ambiente
compartilhado por diversas espécies em Sdo Tomé, a infecdo pelo protozoario nos
hospedeiros definitivos pode representar um indicador epidemiolégico do seu risco de
transmissao para os hospedeiros domésticos e o préoprio homem (Dubey e Beattie, 1988;
Tenter et al., 2000).

Assim, T. gondii possui especial interesse em animais domésticos, por ser uma das
principais causas de aborto infecioso e mortalidade neonatal em ovino de paises como a Nova
Zelandia, Australia e Estados Unidos, mas também em caprinos (Dubey e Beattie, 1988); por
ser transmitido frequentemente a suinos, provocando elevadas perdas econdémicas (Okamoto
et al., 1998).

Este protozoario esta associado a infecdo congénita e ao aborto em humanos.
Adicionalmente, € um agente patogénico com tropismo para o sistema nervoso central,
podendo causar encefalite com graves sequelas e infe¢gdes sistémicas nos individuos

imunodeprimidos (Halonen e Weiss, 2013).

Na década de 1980, surgiu como uma importante infecao oportunista no contexto da

sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), provocando encefalite grave e
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potencialmente fatal (Luft e Remington, 1992). A toxoplasmose também é uma doenca
clinicamente importante em outros individuos imunodeprimidos, como pacientes submetidos
a quimioterapia ou ao transplante de 6rgaos (Halonen e Weiss, 2013). Os individuos
imunocompetentes sao geralmente assintomaticos e mantém a infegdo para toda a vida. No
entanto, estudos recentes sugerem que essas infe¢gdes assintomaticas podem ter efeitos

sobre o comportamento e outros processos fisioldgicos (Halonen e Weiss, 2013).

2. O PARASITA TOXOPLASMA GONDII

2.1. Referéncia historica

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908 em Tunes, na Tunisia, por
Nicolle e Manceaux no roedor norte-africano (Ctenodactylus gundij) e por Splendore em
coelhos, no Brasil (Henriquez et al., 2005; Ferguson, 2009). Devido a observagao precoce dos
taquizoitos de T. gondii dentro dos macréfagos, pensava-se que o parasita poderia estar
relacionado com o género Leishmania, pois na Tunisia e no Brasil a leishmaniose € endémica
(Ferguson, 2009).

O nome Toxoplasma tem origem na sua forma de arco (do grego: toxon = arco; plasma
= forma) (Halonen e Weiss, 2013). O termo “gondii’ advém do primeiro animal aonde foi

observado o parasita, Ctenodactylus gundii (Nicolle e Manceaux, 1908; Dubey, 2010).

Desde entido, descobriu-se que o parasita € capaz de infetar todos os animais de
sangue quente, incluindo os humanos, tornando-o um dos parasitas de maior sucesso em
todo o mundo. Em 1939, Wolf, Cowen e Paige foram os primeiros a identificar T. gondii como

agente etiolégico de doenga congénita humana (Wolf et al., 1939).

Na década de 1950, T. gondii foi reportado como uma das principais causas de aborto
em ovinos na Nova Zelandia, o que levantou questdes sobre potenciais novas vias de

transmissao do parasita (Innes, 2010).

A descoberta do gato como hospedeiro definitivo na década de 1960, foi muito
importante pois ajudou na descri¢cao do ciclo de vida do parasita, sendo o estadio de oocisto
excretado nas fezes de gatos infetados, uma importante fonte de infecdo para muitos
hospedeiros intermediarios, ajudando também a explicar a infecdo em animais herbivoros e

pessoas com uma dieta vegetariana (Innes, 2010; Robert-Gangneux e Dardé, 2012).

Os oocistos deste parasita sdo muito resistentes, podendo sobreviver no ambiente,

dependendo das condi¢des climaticas, durante 12 a 18 meses. O conhecimento do ciclo de
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vida do parasita, as vias de transmissio, os grupos de risco e as respostas imunitarias do
hospedeiro ajudaram no desenvolvimento de estratégias para controlar a doenga, reduzir a

transmissao do parasita e limitar a contaminagao ambiental (Innes, 2010).

2.1.1. Classificagao taxonémica

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério pertencente ao Reino
Protista (Haeckel, 1866), Sub-Reino Protozoa (Goldfuss, 1918 emend. Von Siebold, 1845),
Filo Apicomplexa (Levine, 1970), Classe Sporozoea (Leukart, 1879), Sub-classe Coccidia
(Leukart, 1879), Ordem Eucoccidia (Léger e Duboscp, 1910), Sub-ordem Eimeriina (Léger,
1911), Familia Sarcocystidae (Poche, 1913); Sub-Familia Toxoplasmatinae (Biocca, 1956) e

Género Toxoplasma (Nicolle e Manceaux, 1909).

Até ao momento existe apenas uma espécie, Toxoplasma gondii, para o género

Toxoplasma (Dubey, 2010).

2.2. Morfologia do parasita

T. gondii possui trés estadios infetantes, o taquizoito, o bradizoito e o0 esporozoito.

O termo taquizoito (do grego takys = “rapido”) foi proposto por Frenkel (1973) e refere-

se ao estadio de multiplicacado rapida do parasita.

O taquizoito € geralmente de forma crescente ou de arco (Figura 1), com dimensdes
aproximadas 2 por 6 um. E composto por varios organelos e corpos de inclusdo, incluindo
conoide, roptrias, micronemas, mitocdndrias, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi,

entre outros.

Figura 1. Taquizoitos de Toxoplasma gondii
(cabeca de setas). Adaptado de Dubey et al.
(1998).

10pm
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O nucleo encontra-se geralmente localizado a area mais central da célula e contém

aglomerados de cromatina e um nucléolo central (Dubey et al., 1998).

Embora os taquizoitos se possam mover por deslizamento, flexao, ondulagéo e

rotacdo, ndo possuem meios visiveis de locomogao, como cilios, flagelos ou pseudépodes.

As funcgdes da conoide, roptrias € micronemas nao sao totalmente conhecidas, mas
provavelmente estdo associadas a penetracao ativa ou por fagocitose, do parasita nas células
hospedeiras e a criagdo de um ambiente intracelular adequado para o seu crescimento e
desenvolvimento.

Depois de entrar na célula hospedeira, o taquizoito torna-se ovoide e é cercado por

um vacuolo parasitéforo (VP), que parece ser derivado do parasita e da célula hospedeira.

O termo bradizoito (do grego bradys = “lento”) também proposto por Frenkel (1973),
refere-se a forma do parasita que se multiplica lentamente dentro de um quisto tecidular
(Figura 2).

Os quistos crescem e permanecem intracelulares, a medida que os bradizoitos se

dividem por endodogenia.

Figura 2. Bradizoitos de Toxoplasma
gondii. Bradizoitos (setas). Adaptado
de Dubey et al. (1998).

Os quistos jovens podem ter 5 um de didmetro e conterem apenas dois bradizoitos,
enquanto os mais velhos podem englobar centenas de organismos. Os quistos no cérebro

sdo geralmente esferoides e raramente atingem um didmetro de 70 ym, enquanto os quistos
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intramusculares sao isolados e podem ter 100 ym de comprimento.

Embora os quistos se possam desenvolver em érgaos viscerais, incluindo os pulmdes,
o figado e os rins, sao mais prevalentes nos tecidos nervoso e muscular, incluindo o cérebro,

globo ocular e musculos esquelético e cardiaco.

Os bradizoitos diferem estruturalmente apenas ligeiramente dos taquizoitos sendo que
possuem um nucleo situado mais préximo a extremidade posterior (Figura 3); os bradizoitos
contém varios granulos de amilopectina que coram de vermelho pelo acido periddico de Schiff
(“periodic acid Schiff’ — PAS), os granulos de amilopectina sdo escassos ou ausentes nos
taquizoitos; os bradizoitos sdo menos suscetiveis a destruicdo por enzimas gastricas

proteoliticas do que os taquizoitos (Dubey et al., 1998).
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Figura 3. Representacdo esquematica de taquizoito (a esquerda) e
bradizoito (a direita) de T. gondii. Adaptado de Dubey et al. (1998).

O esporozoito, estadio infetante de T. gondii responsavel pela contaminagao ambiental,
encontra-se no interior dos oocistos esporulados. Os oocistos esporulados sdo sub-esféricos
a esféricos e tém um didmetro de 11 por 13 uym. O oocisto esporulado contém dois

esporocistos cada um destes com quatro esporozoitos (Figura 4) (Dubey, 2010).
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Figura 4. Oocistos de T. gondii (A) Oocisto nao
esporulado. (B) Oocisto esporulado com dois
esporocistos. Quatro esporozoitos (setas) séo visiveis

num unico esporocisto. Adaptado de Dubey et al. (1998).
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2.3. CICLO BIOLOGICO

2.3.1. Transmissao

Tendo em conta a morfologia do parasita descrita no ponto 2.2. da presente
dissertacao, as principais vias de transmissao da infecdo aos hospedeiros intermediario e
definitivo sdo (Tenter et al., 2000; Dubey, 2010):

a) Via horizontal: através da ingestao, por herbivoros, carnivoros e
omnivoros, de alimentos (vegetais, frutas, etc), agua ou solo contaminados com

oocistos esporulados.

b) Via horizontal: através da ingestao por carnivoros e omnivoros de

quistos tecidulares na carne ou visceras de animais infetados.

¢) Via vertical: por transmissao placentaria de taquizoitos a herbivoros,
carnivoros e omnivoros. A via vertical tem importancia quando a primoinfegao ocorre
durante a gestacao, podendo haver infegao da placenta e posteriormente do feto, tanto

em seres humanos como em animais (Hill e Dubey, 2002; Jones et al., 2003).

A transmissdo horizontal por taquizoitos € considerada geralmente de pouca
importancia epidemiolégica (Dubey, 1998; Tenter et al., 2000; Powell et al., 2001) devido a
incapacidade de sobrevivéncia fora do hospedeiro. No entanto, podem ocorrer infegées por
taquizoitos em transplantes de érgaos, produtos sanguineos e leite ndo pasteurizado (Tenter
et al., 2000; Halonen e Weiss, 2013). Através da ingestao de leite nao pasteurizado, ou por
via vertical galactofora, pode-se transmitir a infecdo por taquizoitos para hospedeiros
intermediarios (HI) (Dubey, 2010).
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O consumo de leite de cabra nao pasteurizado foi considerado um fator de risco para
a infecdo em mulheres gravidas na Europa (Cook et al., 2000) e nos Estados Unidos (Dubey
et al., 2014). T. gondii pode ser excretado intermitentemente no leite de cabra, e o parasita
também pode sobreviver em queijo fresco ndo pasteurizado (Dubey et al., 2014). No gato a
transmissao pelo leite € mais comum que a transmissao por via placentaria (Dubey et al.,
1995).

O ciclo de vida do T. gondii compreende duas fases: a extraintestinal e a enteroepitelial
(Robert-Gangneux e Dardé, 2012).

2.3.2. Fase extraintestinal

A fase extraintestinal pode ter inicio com a ingestdo do oocisto esporulado através de
alimentos ou agua contaminados (Figura 5), levando posteriormente a libertacdo de oito
esporozoitos no intestino delgado; como também pode suceder através da ingestao de tecidos
de animais infetados sendo que, neste caso, a parede do quisto é digerida pelas enzimas
proteoliticas do hospedeiro libertando os bradizoitos (Dubey e Frenkel, 1974; Dubey et al.,
1998).
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Tanto os esporozoitos como os bradizoitos vao infetar os enterdcitos e os linfonodos
circundantes, levando consequentemente a sua multiplicagdo sob a forma morfolégica de

taquizoito.

Os taquizoitos multiplicam-se assexuadamente dentro da célula hospedeira por

endodiogenia (Figura 6). Na endodiogenia a multiplicagdo dos taquizoitos € continua até que
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ocorra a rutura e destruicao da célula hospedeira, levando a libertacdo dos organismos
parasitarios, os quais repetem este ciclo em outras células antes de se disseminarem pelo

organismo e serem enquistados (Dubey et al., 1970; Bhopale, 2003).
e aves
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Quisto
(bradizoitos)
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SF
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Taquizoitos

1]
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Figura 6. Ciclo de vida do T. gondii
endodiogenia. Adaptado de Robert-
Gangneux e Dardé (2012).

A disseminacdo dos taquizoitos, por via linfatica e sanguinea, ocorre
fundamentalmente para o sistema nervoso central, masculos esquelético e cardiaco, visceras
como figado e baco, bem como para os linfonodos e globo ocular (Dubey e Beattie, 1988;
Zenner et al., 1998).

Este processo é continuo até que ocorra a morte do hospedeiro ou até que se
desenvolva uma resposta imunitaria celular protetora contra o parasita, levando a formacgéao
de quistos tecidulares e consequente abrandamento da endodiogenia (Buxton e Innes, 1995;
Bhopale, 2003).

Os bradizoitos, no interior dos quistos tecidulares, predominam durante a infegcéo
cronica e representam a fase latente do parasita, sendo apenas infetantes para outros
hospedeiros (Dubey et al., 1970; Tenter et al., 2000).

O ciclo extraintestinal ocorre em todos os hospedeiros. Em hospedeiros definitivos,

como o gato, ocorre geralmente em simultadneo com a fase enteroepitelial (Dubey et al., 1970).

2.3.3. Fase enteroepitelial

Esta fase do ciclo tem origem quando felideos ndao expostos previamente ao parasita
ingerem quistos, pois apenas o estadio de bradizoito inicia esta etapa nos hospedeiros
definitivos (Dubey et al., 1970).
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Apods a ingestdo de bradizoitos, ocorre no intestino dos gatos uma fase assexuada

(esquizogonia) e outra sexuada (gametogonia) (Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de vida de T. gondii no
hospedeiro definitivo. Adaptado de Robert-
Gangneux e Dardé (2012).

E através dos merozoitos libertados pelos esquizontes do tipo D e E, encontrados ao
longo de todo o intestino delgado (Figura 8), que se da inicio a gametogonia. Nesta etapa do
ciclo, o nucleo microgamético divide-se formando varios microgadmetas que posteriormente
sdo libertados e mobilizam-se no sentido de penetrar e fertilizar os macrogametas maduros
(Buxton, 1998).

Apos a fertilizacao é desenvolvida uma camada protetora a volta do zigoto, formando

assim o oocisto (Dubey et al., 1998).

Figura 8. Desenvolvimento coccidiano de
Toxoplasma gondii no gato. (a-c) Micrografias de
luz através do intestino delgado do gato,
mostrando varios estadios nos enterdcitos
(setas). Adaptado de Ferguson (2009).
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2.3.4. Eliminagao e esporulagao de oocistos

Os oocistos formados na fase enteroepitelial sdo excretados nas fezes apresentando-
se na forma nao esporulada, ou seja, ndao sao infetantes para os hospedeiros (Dubey et al.,
1970; Dumétre e Dardé, 2003).

O processo de esporulagao ocorre no meio ambiente dentro de 2 a 3 dias, dependendo
das condicbes de temperatura, humidade e arejamento (Dubey et al.,, 2011), levando a
formagao do oocisto esporulado com dois esporocistos, cada um destes contendo quatro

esporozoitos (Robert-Gangneux e Dardé, 2012).

O periodo pré-patente e a frequéncia de excreg¢ao dos oocistos variam de acordo com

o estadio de T. gondii ingerido pelo HD.

Assim, e apds primoinfecao, os felideos iniciam a excre¢ao de oocistos 3 a 10 dias
apos a ingestao de bradizoitos durante um reduzido periodo de tempo, 1 a 2 semanas, por
vezes durante 3 semanas, sem qualquer manifestacao clinica (Dubey, 1998; Dumétre e
Dardé, 2003).

Apods a ingestao de taquizoitos, a eliminagao dos oocistos ocorre por volta do 13° dia;
€ na ingestao de oocistos obtém-se o periodo pré-patente mais longo superior a 18 dias
(Dubey, 1998).

A excrecdo de oocistos ocorre em 97% de gatos seronegativos apds a ingestdo de
bradizoitos, em 20% apds ingestao de taquizoitos e em 16% apds a ingestdo de oocistos, o
que demonstra a importancia que, o carnivorismo assumiu na transmissao deste protozoario
(Dubey e Frenkel, 1976; Freyre et al., 1989).

O curto periodo de excrec¢ao de oocistos € equilibrado pela produgéo e disseminagao
de uma elevada quantidade de oocistos, fazendo assim com que um unico gato possa
excretar milhares de oocistos num s6 dia, os quais sdo muito resistentes as condicoes
ambientais (Dubey, 1998; Dumeétre e Dardé, 2003).

2.4. Variabilidade genética

Os primeiros estudos de genotipificagao sobre estirpes de T. gondii, realizados em um
numero limitado de estirpes laboratoriais e isolados principalmente de Franca e dos EUA,
levaram a descricdo de uma estrutura populacional clonal com trés linhagens principais,

designadas como tipos I, Il e lll, estando estas relacionadas fenotipicamente com a viruléncia
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no murganho (Dardé et al., 1988; Sibley e Boothroyd, 1992; Howe e Sibley, 1995). A linhagem
do tipo | esta associada a doenga aguda e compreende estirpes altamente virulentas para
murganhos; a do tipo Il é responsavel pela formacédo de grande quantidade de quistos em
murganhos e associada a doencga cronica; e a do tipo Il apresentando alguma viruléncia,

embora menos do que a linhagem do tipo | (Howe e Sibley, 1995; Weiss e Kim, 2000).

Estudos genéticos sugerem que o tipo | esta associado a toxoplasmose congénita
humana, e com menos frequéncia a infegcdo animal ou a reativacao de infegdes crénicas em
doentes com SIDA (Howe e Sibley, 1995; Honoré et al., 2000).

No entanto, estudos posteriores encontraram gendtipos ndo pertencentes as trés
linhagens principais em outros continentes, onde a estrutura populacional de T. gondii era
mais complexa, com niveis mais altos de variagao e recombinagao entre algumas populagdes
de parasitas (Su et al., 2003; Ajzenberg et al., 2004; Lehmann et al., 2004).

Esses gendtipos foram designados, dependendo dos autores, como genétipos
atipicos, exéticos ou recombinantes. A descricdo desses genotipos atipicos oferece novas

perspetivas na analise de determinantes da viruléncia (Pena et al., 2007; Dardé, 2008).

Na Europa e na América do Norte os trés tipos principais representam uma grande
maioria de isolados, onde a criagdo intensiva de animais de producdo e a domesticacéo de
gatos ofereceu um nicho importante as trés linhagens principais € conduziu a um

empobrecimento da diversidade genética (Lehmann et al., 2003; Ajzenberg et al., 2004).

Entre estas trés linhagens, o tipo Il € predominante em estudos publicados. Em Franca
€ encontrado em mais de 90% dos casos de toxoplasmose congénita humana, sendo a
maioria das estirpes isoladas de pacientes com SIDA e numa grande variedade de animais
também do tipo Il (Montoya e Liesenfeld, 2004; Ajzenberg et al. 2009; Xiao e Yolken, 2015).

Estudos no norte de Portugal indicam um predominio de genétipos do tipo Il em ovinos,
caprinos e suinos (Lopes et al., 2015). Apesar disto, dados recentes demonstram que, mesmo

na Europa, pode haver linhagens recombinantes ou atipicas (Liu et al., 2015).

A troca genética parece ser mais comum em isolados de T. gondii no ciclo de vida
selvagem ou em areas onde a domesticagao é mais recente. Na América do Sul, as estirpes
sdo altamente divergentes daquelas da Europa ou da América do Norte. A alta diversidade
genética observada neste continente € maxima na area amazénica, com polimorfismos unicos
(Ajzenberg et al., 2004). Embora os isolados do tipo Il tenham sido encontrados no Chile

(Dubey et al., 2006), parece muito raro em outros lugares da América do Sul.
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3. PATOGENIA E RESPOSTAS IMUNITARIAS

Toxoplasma gondii é capaz de invadir e se multiplicar numa grande variedade de
células hospedeiras especialmente no sistema nervoso central (SNC) e na placenta (Filisetti
e Candolfi, 2004). Apenas a invasao intracelular permite a sobrevivéncia e o desenvolvimento
do parasita, sendo caracterizada por uma entrada rapida do protozoario no vacuolo
citoplasmatico. Esta capacidade do parasita associada a imunidade do hospedeiro, permite

que possam ocorrer duas situagdes:

1) Obtengao de imunidade protetora, contra uma possivel reinfecao, em
hospedeiros imunocompetentes.
2) Desenvolvimento de doenga, devido a um defeito na imunidade

sistémica ou local do hospedeiro, em individuos imunodeprimidos (Davidson, 2000).

A invasao é caracterizada numa “espécie de fagocitose” pois, ha efetivamente uma
entrada por invaginagdo da membrana plasmatica da célula hospedeira, que requer parasitas
viaveis e uma secregao coordenada por parte dos organelos secretores especializados.
Assim, ocorre primeiro a exocitose do conteudo dos micronemas, importante na interacao
precoce com a célula, seguida da exocitose do conteudo das roptrias, que contribui para o

desenvolvimento do vacuolo parasitéforo (Dubremetz, 1999; MaclLaren et al., 2004).

Apos esta fase, ocorre a exocitose dos granulos densos dentro do vacuolo
parasitéforo, contribuindo para o aumento da interacdo metabdlica entre o parasita e o
hospedeiro (Dubremetz, 1999; MacLaren et al., 2004).

Dentro do vacuolo, o parasita multiplica-se de forma segura escapando a resposta

imunitaria do hospedeiro (Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os taquizoitos usam a actina e a miosina para penetrar ativamente na célula alvo
(MacLaren et al., 2004). Assim, os taquizoitos disseminam-se rapidamente por via sanguinea
e linfatica, levando a destruigcao tecidular, a areas focais de necrose e consequentemente a

manifestacgdes clinicas da doenca (Frenkel, 1990; Montoya e Liesenfeld, 2004; Dubey, 2010).

A viruléncia das estirpes e o tamanho do inéculo envolvidos na infe¢gao, assim como,
os antecedentes genéticos, o género e o0 estado imunolégico do hospedeiro aparentam afetar
0 curso da infecdo. Assim no caso de imunodepressao, os bradizoitos sdo convertidos
novamente em taquizoitos, cuja multiplicagdo nao é controlada pela resposta imunitaria do

hospedeiro, 0 que pode conduzir a doenga (Subauste e Remington, 1993; Dubey, 2004;
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Montoya e Liesenfeld, 2004). Casos destes surgem associados a toxoplasmose em
hospedeiros neonatos ou muito jovens cujo sistema imunitario ainda se encontra pouco

desenvolvido (Davidson, 2000).

Durante a gestacdo a alteragdo da imunidade celular de modo a evitar a rejeigdo do
feto, aumenta a suscetibilidade ao parasita (Smith, 1999; Kendall et al., 2003). A imunidade
que se estabelece apds uma infegao primaria ira, geralmente, proteger o hospedeiro de modo

a prevenir a infecao fetal em gestacgdes seguintes (Frenkel, 1990).

3.1. Imunidade celular

Como a multiplicagdo de T. gondii ocorre dentro das células do hospedeiro, os
mecanismos imunitarios mediados por células sdo fundamentais para a imunidade protetora
durante a infecdo (Khan et al., 1994; Bhopale, 2003). Desta forma, é fundamental que as
células sanguineas da linha branca, nomeadamente macréfagos, linfécitos T e as células
exterminadoras naturais (NK), em unidao com as citoquinas trabalhem no desenvolvimento da

resposta imunitaria.

Devido a preferéncia do parasita pelo SNC e pela placenta, apés a primoinfecao os
taquizoitos estimulam os macréfagos, neutrédfilos e as células dendriticas a produzir
interleucina (IL) 12. A IL-12 possibilita a ativacdo das NK e dos linfocitos T permitindo a
producao de interferdo gama (IFN-y), citocina principal que controla os estadios agudo e
cronico da infegao (Suzuki et al., 1988; 2002). As células T CD4 + agem sinergicamente com
células T CD8 + para produzir e manter a imunoprotecao (Denkers e Gazinelli, 1993; Kasper
e Buzoni-Gatel, 1998).

Sugeriu-se que o efeito citotdxico celular CD8 + que é dirigido contra T. gondii aparece
durante a fase aguda da infe¢ao, enquanto a atividade das células T CD4 + se intensifica com

a cronicidade (Herion e Saavedra, 1993).

As células CD8, depois de serem estimuladas por antigénios de T. gondii € na
presenca de IL-12, como medidor, segregam IFN-y, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e

IL-2, que levam a destrui¢do dos taquizoitos pelos macrofagos (Gazzinelli et al., 1991).

A combinacéo de IFN-y e TNF-a, resulta num aumento da produg¢éo de radicais livres
e de 6xido nitrico, que também afeta a destrui¢cdo de parasita (Sibley et al., 1991; Sher et al.,
1993).
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3.2. Imunidade humoral

A imunidade humoral é dirigida principalmente ao estadio de taquizoito. Os anticorpos
especificos inibem a ligacdo do parasita aos recetores das células hospedeiras e,
consequentemente, dificultam a infe¢do. A producdo de células locais B pode induzir a

formacgao de quisto no tecido (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

Os hospedeiros infetados cronicamente sdo geralmente resistentes a reinfegéao por T.
gondii, possivelmente devido as imunoglobulinas circulantes. Esta situagao é chamada de

imunidade concomitante ou premunicao (Hegab e Al-Mutawa, 2003).

A imunoglobulina (Ig) G é considerada a principal classe de imunoglobulina envolvida
na resposta humoral contra a infe¢do por T. gondii. Em gatos infetados experimentalmente
com T. gondii, a IgG foi detetada no soro a partir do dia 13 (Hegab e Al-Mutawa, 2003). Niveis
estaveis de IgG indicam um diagnéstico de toxoplasmose crénica (Villard et al. 2016). Um
aumento significativo nos niveis de IgG, dependendo das técnicas utilizadas, podera implicar

uma reinfecao ou reativacao (Villard et al. 2016).

Os anticorpos de IgM e IgA sao produzidos durante a primeira semana apods a infegao
(Robert-Gangneux e Dardé, 2012). No que diz respeito a detecdo de IgM é necessaria a
confirmacao com uma segunda técnica, ja que técnicas como a ELISA pode detetar IgM por
meses ou anos apos a infecao. Portanto, a detecdo de IgM nao é mais um marcador de
infecdo recente, a menos que seja encontrada em altos titulos. Assim, de forma a confirmar
ou excluir uma infecao recente ¢é feita a determinacao da avidez de IgG (Lappalainen M., et
al. 1993; Robert-Gangneux e Dardé, 2012).

A IgA é sintetizada por células plasmaticas e desempenha um papel importante na
imunidade intestinal, reduzindo a infecdo dos enterécitos pelo parasita devido ao facto desta
prevenir a aderéncia do parasita as células epiteliais (Mack e McLeod, 1992; Omata et al.,
1997). Nos enterdcitos pode ocorrer uma interagdo entre as imunidades celular e humoral que
envolvem as IgA e o IFN-y (Chardés et al., 1994; Bout et al., 1999).

Pode ser detetada uma resposta humoral nos fluidos corporais, bem como nos tecidos.
Os anticorpos podem ser produzidos localmente nos tecidos durante o periodo de infecéao
(Hegab e Al-Mutawa, 2003).
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4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico da infecdo por T. gondii é dificil devido as manifestagdes clinicas

inespecificas, sendo importante o diagndstico laboratorial (Hill e Dubey, 2002).

Assim, os métodos de diagnéstico laboratorial incluem (Hill e Dubey, 2002; Montoya e
Liesenfeld, 2004):

a) Diagndstico direto utilizando tecidos ou fluidos corporais: histopatologia,
imuno-histoquimica, PCR e exame coproldgico.

b) Diagndstico direto, através de isolamento por bioensaio em animais de
laboratério e cultivo in vitro a partir de fluidos corporais, biopsias ou tecidos post
mortem.

c) Diagndstico indireto: métodos seroldgicos para a detegao de anticorpos

para T. gondii.

4.1. Métodos diretos

4.1.1. Citologia e imuno-histoquimica

Apods a colheita de fluidos, como liquido cerebroespinal, amnidtico ou de lavagem
broncoalveolar, bem como de tecidos do hospedeiro provenientes de bidpsias ou necropsias

(Remington et al., 2001; Dubey, 2010) é realizado o0 exame ao microscoépio.

Nos fluidos recolhidos, e utilizando a coloragdo de May-Grinwald Giemsa ou outra
derivada de Romanowsky, observa-se, geralmente, o taquizoito (localizado no interior de
vacuolos) (Montoya, 2002; Dubey, 2010).

Ja ao nivel dos tecidos, observam-se quistos com bradizoitos positivos a coloragao
pelo PAS (Hill e Dubey, 2002; Dubey, 2010).

Tendo em conta que estas técnicas ndo sdo as mais indicadas, por representarem
resultados dificeis de interpretar, foi desenvolvida a técnica de imuno-histoquimica que visa
identificar as duas formas parasitarias. Assim sendo, é feita a utilizacdo de anticorpos
conjugados com fluoresceina ou peroxidase permitindo a diferenciacdo entre outras
coccideas dos felinos como os géneros Besnoitia, Frenkelia, Hammondia, Isospora e
Sarcocystis (Dubey e Beattie, 1988; Hill e Dubey, 2002).
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4.1.2. Exame coprolégico

Este exame tem como base a detecao, nas fezes de felinos, de oocistos (Dubey, 2004,
2009). Por ser um método de baixo valor de diagndstico recorre-se, por vezes, a técnicas de
concentragao como a flutuagdo em solucdo de sacarose (Ruiz e Frenkel, 1980; Dubey e
Beattie, 1988) mas, acaba por ser de baixa sensibilidade pois podera haver um numero
reduzido de oocistos caso a infegcao seja por ingestdo de taquizoitos ou oocistos (Dubey,
1996).

A coprologia, neste caso, apenas podera ser util num diagndstico presuntivo (presencga
de oocistos de 10-12 ym em fezes de gato), sendo confirmada através de bioensaios em
murganhos que diferenciam de outras coccideas morfologicamente semelhantes (Lindquist et
al., 2003; Dubey, 2010).

4.1.3. Reagao em cadeia da polimerase

A reagdo em cadeia da polimerase (“polymerase chain reaction” — PCR) é um teste
sensivel na dete¢ao do agente. Esta deteta o acido desoxirribonucleico (ADN) do parasita em
amostras de carne, tecidos ou fluidos corporais, sangue ou urina (Owen et al., 1998; Montoya,
2002). As amostras mais adequadas incluem musculos cardiaco e esquelético, placenta e
cordao umbilical (Mason et al., 2010). Esta técnica nao distingue formas parasitarias viaveis

das nao viaveis (Dubey, 2010).

Burg et al. (1989) relataram pela primeira vez a detecao de ADN de T. gondii de um
unico taquizoito, por amplificacdo do gene B1. Varios testes de PCR subsequentes foram
desenvolvidos usando alvos genéticos diferentes. No geral, esta técnica tem-se mostrado

muito util no diagnéstico da toxoplasmose clinica (Weiss e Dubey, 2009).

Note-se que na detecdo de ADN, proveniente de oocistos, é possivel obter um
resultado falso negativo devido a dificuldade na libertacido do ADN e a potencial presencga de
inibidores nas amostras fecais (Schwab et al., 2003; Dabritz et al., 2007; Schares et al.,

2008).

A introdugao da PCR para a detegcao de ADN de T. gondiino liquido amniético permitiu
um diagndstico mais preciso e mais rapido da toxoplasmose congénita (Foulon et al., 1999;
Thalib, 2005), evitando o uso de procedimentos mais invasivos no feto. Em situa¢gdes como o
aborto, deve ser feita a recolha e analise por PCR de tecidos fetais, como o figado, cérebro

ou placenta podem fornecer informagdes importantes (Foulon et al., 1999).
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4.1.4. Bioensaio

O bioensaio € uma técnica mais sensivel e especifica do que o exame citolégico ou

histolégico pois permite o isolamento contornando as dificuldades na observacgao do parasita.

Tem como base a colheita de fluidos corporais ou tecidos por biopsia ou post mortem
e pode ser utilizada em amostras digeridas previamente, ou nao, pela tripsina ou pepsina
(Dubey, 1998b).

No entanto, € um método pouco pratico quando se utilizam murganhos, devido a
amostra passivel de ser testada, sendo mais indicado o bioensaio em gatos, visto que estes
podem ingerir maiores quantidades de tecido. Adicionalmente a sensibilidade deste método
depende do estadio e do niumero de parasitas nos tecidos, uma vez que o numero de formas

parasitarias pode ser demasiado pequeno para ser detetado (Hill e Dubey, 2002).

4.2, Métodos indiretos

O diagnéstico serologico € o mais apropriado para a realizagcdo de estudos
epidemiolégicos, uma vez que a infecdo é frequentemente inaparente no hospedeiro

imunocompetente (Bastien, 2002; Weiss e Kim, 2011).

O teste de avidez da IgG demonstrou ser um importante método na distingéo entre
uma infegao recente e uma infegdo cronica em hospedeiros positivos para IgG e IgM (Cozon
et al., 1998; Montoya et al., 2002).

4.2.1. Teste de lise

Apods bioensaios e exames microscépicos surge o teste de lise (“dye-test” — DT) ou
teste do corante Sabin-Feldman, que permitiu um diagndstico da infecao ante mortem através

da avaliacao de soro (Sabin e Feldman, 1948).

Este teste, deteta as IgM e as IgG e baseia-se na lise dos parasitas pela fixagao do
complemento na reagao entre o antigénio (Ag) e o anticorpo (Ac) com recurso a taquizoitos
vivos. Os taquizoitos, ndo afetados pelo Ac, sdo uniformemente corados na presenga de azul-
de-metileno e os que sofrem autdlise mediada pelo complemento ndo coram (Tenter et al.,
2000; Dubey, 2010).

Apesar de caro e potencialmente perigoso (Reiter-Owona et al., 1999), este € um teste

com elevada especificidade e sensibilidade, especialmente no diagndstico em humanos,
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contudo o0 mesmo nao se aplica aos resultados obtidos em algumas espécies animais

incluindo ruminantes e algumas espécies de aves (Dubey, 2008; 2010).

4.2.2. Teste da imunofluorescéncia indireta

O teste da imunofluorescéncia indireta (“indirect fluorescent antibody test” — IFAT) é
um método de elevada especificidade e sensibilidade (Weiss e Kim, 2011), mas tem como
desvantagens a necessidade de equipamento especializado, como um microscopio de
epifluorescéncia e de conjugados espécie-especificos e a existéncia de reagdes cruzadas
(Dubey, 2010).

4.2.3. Ensaio imunoenzimatico

O ensaio imunoenzimatico (“enzyme linked immunosorbent assay” — ELISA) pode ser

utilizado na detecao de IgG e IgM especificas (Dubey et al., 1995).

E muito usado em estudos sero-epidemioldgicos, apresentando elevada sensibilidade

e especificidade (Montoya e Liesenfeld, 2004).

Permite a analise de um numero elevado de amostras, mas tem como desvantagens
0 preco e uma maior complexidade em comparagdo com o teste de aglutinacdo modificado
(“modified agglutination test” — MAT) (Garcia et al., 2006).

4.2.4. Teste de aglutinagcao modificado

O teste de aglutinacao direta desenvolvido por Fulton (1965), baseia-se na pesquisa
de IgG através da utilizagdo de taquizoitos inativados por formalina, que aglutinam na
presenca de anticorpos especificos, apresentando pouca sensibilidade e especificidade
(Dubey, 2010). Em 1980, Desmonts e Remington aprimoraram o teste de aglutinagao direta
(“direct agglutination test” — DAT) pela incorporagédo de 2-beta-mercaptoetanol (2-ME). Este
composto inativa as IgM, permitindo desta forma apenas confirmar a presenga de IgG
especificas em caso de reagado positiva (Desmonts e Remington, 1980). Posteriormente
Dubey e Desmonts (1987), adicionaram 2-ME como ultima etapa desta técnica, com o
propésito de minimizar a exposi¢cao do operador aos vapores do 2-ME, transformando-se

assim na técnica conhecida por MAT.

O MAT é um teste sensivel e especifico para o diagndstico da infe¢do cronica por T.

gondii, tanto em humanos como em animais (Dubey et al., 1995) e é considerado o mais
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sensivel dos métodos de aglutinagao (Dubey e Thulliez, 1989). Este método, ndo apresenta
reacOes cruzadas (Dubey, 1997), nao requer conjugados espécie-especificos nem

equipamento especial (Weiss e Kim, 2011).

A demonstracdo de um aumento no titulo de IgG, pelo MAT, de quatro vezes em
amostras emparelhadas recolhidas em duas a quatro semanas de intervalo, pode ajudar ao

diagndstico da infe¢ao aguda (Lappin, 1996; Davidson, 2000).
4.2.5. Outros testes de aglutinagao

Segundo Silva (2007), testes baseados na aglutinagao entre antigénio e anticorpo, que

nao necessitam de conjugado, sdo de baixo custo e faceis de executar.

a) O teste de aglutinagcao em latex (“latex agglutination test”~ LAT) tem como
fundamento a associacao entre o Ag e uma particula de latex que em contacto
com o anticorpo (IgG) aglutina. No entanto tem uma baixa especificidade e
sensibilidade em comparacao com os outros testes de aglutinagao (Sroka et
al., 2008).

b) O teste de hemaglutinacao indireta (“indirect hemagglutination test’— IHAT),
onde os eritrocitos revestidos com Ag soluvel de taquizoitos aglutinam na
presenca de soro positivo, permite detetar as 1gG. Embora de facil
concretizagao e de elevada sensibilidade, as variagbes técnicas deste teste

tornam-no pouco exequivel (Dubey, 2010).

5. INFECAO POR TOXOPLASMA GONDII EM ANIMAIS

5.1. Infecao por Toxoplasma gondii no hospedeiro definitivo

Ao longo dos tempos tem-se vindo a verificar uma crescente urbanizacdo com a
diminuicao dos habitats naturais das espécies selvagens, fazendo com que ocorra uma maior
aproximacgao entre os animais domésticos e os selvagens. Este contacto, leva a disseminacgao
de doengas como a toxoplasmose e a determinacao de novos hospedeiros, tendo sempre em
grande plano os felideos selvagens ou domésticos como hospedeiros definitivos (Davidson,
2000; Robert-Gangneux e Dardé, 2012).

5.1.1. Distribui¢cao e prevaléncia
A seroprevaléncia de infegdo no hospedeiro definitivo varia consoante o modo de vida,

idade, localizagdo geografica e com o teste laboratorial utilizado (Gauss et al., 2003).
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Gatos vadios ou de meio rural apresentam maior probabilidade de estarem infetados
relativamente a felideos domésticos 0 que pode estar associado ao contacto com lixo e

pequenos mamiferos (Nogami et al., 1998; Tenter et al., 2000).

A alimentagdo dos animais também possui um peso importante na infecdo. Animais
alimentados com visceras e carnes cruas tém maior probabilidade de se infetarem com T.
gondii quando comparados aos alimentados com ragées comerciais (Dubey, 2010; Lopes et
al., 2008).

De acordo com varios estudos, gatos seropositivos representam um risco menor que
gatos seronegativos uma vez que provavelmente ja eliminaram oocistos (Dubey e Thulliez,
1989; Hill et al., 2000; Gauss et al., 2003).

Em Portugal encontram-se publicados em revistas indexadas quatro estudos de
seroprevaléncia em gatos. O estudo realizado em Tras-os-Montes e Alto Douro refere uma
seroprevaléncia de 35,8%, que foi associada ao acesso ao exterior, uma alimentagdo sem
dieta comercial e a idade dos gatos, em que animais mais velhos tinham maior
seroprevaléncia (Lopes et al., 2008). O convivio com outros gatos nao foi identificado como
um fator de risco para a aquisi¢do da infecao nos gatos em estudo (Lopes et al., 2008). Em
Lisboa, a seroprevaléncia foi de 20,5% em animais domésticos e foi detetado ADN de T. gondii
nas fezes de 35,6% dos gatos seropositivos (Esteves et al., 2014). Na mesma cidade a
seroprevaléncia em gatos vadios foi de 24,2% (Duarte et al., 2010) e 44,2% (Waap et al.,
2012).

A Tabela 1 apresenta alguns valores de seroprevaléncia de infegao por T. gondii em
gatos. A seroprevaléncia na Europa variou entre 18,2% na Holanda (Opsteegh et al., 2012) e
60,8%, na Esténia (Must et al., 2015).

Em paises ndo europeus encontram-se valores que variam de 4,8% a 97,4%
(Jittapalapong et al., 2010; Al-Kappany et al., 2010).
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Tabela 1. Seroprevaléncia mundial de infecdo por Toxoplasma gondii em gatos

Pais Teste (cut-off) Prevaléncia (%) Referéncia

Angola MAT (100) 3,9 Lopes et al., 2017
Argélia* MAT (6) 50,0 Yekkour et al., 2017
Egipto* MAT (5) 95,5 Al-Kappany et al., 2011
Espanha (Sul) MAT (25) 50,2 Millan et al., 2009
Esténia*** MAT (40) 60,8 Must et al., 2015
Finlandia*** DAT (40) 48,4 Jokelainen et al., 2012
Franga* MAT (20) 18,6 Afonso et al., 2006
Holanda ELISA (NE) 18,2 Opsteegh et al., 2012
Letonia*** ELISA (NE) 51,6 Deksne et al., 2013
Noruega DAT (40) 41,0 Sevik et al., 2015
Portugal (norte) MAT (20) 35,8 Lopes et al., 2008

DAT- teste de aglutinagao direta; ELISA — ensaio imunoenzimatico; OD — "optical density”(densidade
Gtica); MAT — teste de aglutinagdo modificado; *gatos vadios, **gatos em ambiente doméstico, ***gatos
vadios e domésticos; NE — nao especificado.

5.1.2. Quadro clinico e lesional

A grande maioria dos gatos infetados por T. gondii nao apresentam sinais clinicos
(Dubey, 2010).

A gastrite fibrosante eosinofilica foi descrita recentemente em um gato infetado por T.
gondii (McConnell et al., 2007).

A toxoplasmose fatal pode desenvolver-se, apds infecdo primaria, devido a
multiplicacao intracelular de taquizoitos tecidos hepaticos, pulmonares, SNC e pancreas
(Dubey e Lappin, 2006; Lappin, 2010).

Os gatinhos infetados por via transplacentaria ou transmamaria desenvolvem sinais
clinicos mais graves de toxoplasmose e geralmente morrem de doencga pulmonar ou hepatica
(Coté, 2011; Davidson, 2000).

As manifestagdes clinicas em gatos com toxoplasmose sistémica incluem depressao,

anorexia, febre, seguida de hipotermia, derrame peritoneal, ictericia e dispneia. Esta
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apresentacdo da doenga encontra-se documentada em gatos concomitantemente infetados
com virus da leucemia felina, imunodeficiéncia felina ou virus de peritonite infeciosa felina,
bem como apds administracdo de ciclosporina (Beatty e Barrs, 2003; Nordquist e Aronson,
2008).

A toxoplasmose parece ser uma causa comum de uveite em gatos com uveite anterior
ou posterior e as lesbes podem ser unilaterais ou bilaterais (Dubey e Lappin, 2006; Powell,
2010). Ao contrario do homem, as lesdes oculares ocorrem primeiro na coroide com
inflamacao secundaria da retina, devendo ser descrita como coriorretinite e nao retinocoroidite
(Davidson e English, 1998; Davidson, 2000). A toxoplasmose ocular esta muitas vezes

associada a infegao sistémica (Davidson, 2000).

A pneumonia é a manifestacao clinica mais importante da toxoplasmose felina adulta.
Outros sinais clinicos incluem hepatite, necrose pancreatica, miosite, miocardite, uveite,

dermatite, encefalite e coriorretinite (Davidson, 2000; Dubey e Jones, 2008).

A toxoplasmose cronica ocorre em alguns gatos e deve constar na lista de diagndsticos
diferenciais para gatos com uveite anterior ou posterior, lesdes cutaneas, febre, hiperestesia
muscular, miocardite com arritmias, perda de peso, anorexia, convulsdes, ataxia, ictericia,

diarreia, dispneia ou pancreatite (Simpson et al., 2005; Park et al., 2007).

5.2. Infecdo por Toxoplasma gondii em bovinos

Estudos indicam que o consumo de carne crua ou malpassada de bovino pode
contribuir para a infecao por Toxoplasma gondii em humanos (Tenter et al., 2000; Dubey,
2010). No entanto, raramente sdo encontrados quistos nos musculos dos bovinos, uma vez

que nao sao considerados hospedeiros adequados para T. gondii (Tenter et al., 2000).

Embora suscetiveis a infe¢ao, os bovinos sao considerados bastantes resistentes ao
desenvolvimento de doenga, porque acabam por, num periodo de tempo curto, eliminar ou
reduzir a carga parasitaria a niveis indetetaveis. Este facto deve-se provavelmente a
resisténcia inata e reagao especifica dos bovinos em relagao a T. gondii e a capacidade de

resposta imune dos animais para remover o agente (Hamidinejat et al., 2010).

5.2.1. Distribui¢cao e prevaléncia

A seroprevaléncia de infegdo por T. gondii em bovinos, a nivel mundial é bastante
variavel, sendo escassos estudos recentes (Tabela 2), possivelmente porque os bovinos sao

considerados uma espécie resistente ao parasita (Dubey, 2010).
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No norte de Portugal a seroprevaléncia foi de 7,5% valor esse semelhante ao norte de
Espanha (Galiza) de 7,3% (Panadero et al., 2010).

Estudos em paises como o Brasil e a Sérvia sugerem que uma elevada proporgao do

gado amostrado foi exposta ao parasita (Klun et al., 2006; Santos et al., 2009).

A seroprevaléncia da infecéo por T. gondii no continente africano, variou de 3,6% e 32%
(Tonouhewa et al., 2017).

Tabela 2. Seroprevaléncia mundial de infecdo por Toxoplasma gondii em bovinos

Pais Teste (cut-off) Prevaléncia (%) Referéncia
Brasil IFAT (64) 71,0 Santos et al., 2009
China IAT* 2,3 Yu et al., 2007
Espanha (norte) DAT (40) 7,3 Panadero et al., 2010
Franga MAT (24) 7,8 Gilot-Fromont et al.,
2009
Nigéria ELISA (NE) 13,9 Onyiche e Ademola,
Portugal (norte) MAT (100) 7,5 62:)25 etal., 2013
Senegal MAT (6) 13,0 Davoust et al., 2015
Sérvia MAT (25) 76,3 Klun et al., 2006
Sudao ELISA (NE) 13,3 Elfahal et al., 2013
Turquia ELISA (OD: 0.5) 4,0 Zhou et al., 2017

DAT - teste de aglutinacao direta; ELISA — ensaio imunoenzimatico; IAT — teste de aglutinagao indireta
(“indirect agglutination test”); IFAT — teste de imunofluorescéncia indireta; IHAT — teste de
hemaglutinagao indireta; LAT — teste de aglutinagdo em latex; OD — densidade ¢tica; MAT — teste de
aglutinagdo modificado; NE — n&o especificado.

*teste comercial de aglutinagédo indireta (IAT, Lanzhou Veterinary Institute of China Academy of
Agriculture and Science) de acordo com o manual de instrugdes.

5.2.2. Quadro clinico e lesional
A infecado natural em bovinos foi diagnosticada pela primeira vez na Alemanha por
Houersdorf e Holtz (1952) e citada por Scarpelli et al. (2009).

Os sinais clinicos que se podem observar incluem a pirexia, hiporexia e diarreia

experimentalmente em adultos, (Scarpelli et al., 2009) e o aborto (Shaapan, 2016). No
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entanto, o aborto é raro, sendo mais prevalente em infegdes por Neospora caninum (Dubey,
2010; Elfahal et al., 2013).

5.3. Infecao por Toxoplasma gondii em ovinos e caprinos

5.3.1. Distribui¢cao e prevaléncia

Os ovinos sao considerados muito suscetiveis a infecao por T. gondii (Guo et al.,
2015). A prevaléncia de infecado pode variar de acordo com a idade do animal, localizagéao
geografica, densidade populacional, area de pastoreio e pratica agricola (Guo et al., 2015).
Condigcbdes climaticas temperadas prolongam o tempo de sobrevivéncia dos oocistos
(Alvarado-Esquivel et al., 2013).

Segundo Dubey (2009) a prevaléncia de infegcao aumenta com a idade. Katzer et al.
(2011) relataram que a seroprevaléncia em ovinos aumentou de 37,7% em ovelhas de um

ano para 73,8% em ovelhas com mais de 6 anos.

Os animais criados com acesso ao meio ambiente encontram-se expostos ao solo e a

agua, fontes potenciais de infecao por T. gondii (Guo et al., 2015).

Em Portugal existem dois estudos de seroprevaléncia envolvendo pequenos
ruminantes, ambos realizados no norte do pais. O primeiro registou 17,1% de seroprevaléncia
em ovinos (Sousa et al., 2009) e o segundo apontou uma seroprevaléncia de 33,6% (Lopes
et al., 2013). Este valor é préximo do obtido no norte de Espanha, de 38,1%, por Diaz et al.
(2014).

A seroprevaléncia de infe¢do por T. gondii mundial em ovinos encontra-se resumida

na Tabela 3, sendo indicados alguns dos estudos mais recentes.
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Tabela 3. Seroprevaléncia mundial de infecdo por Toxoplasma gondii em ovinos

Pais Teste (cut-off) Prevaléncia (%) Referéncia

Argentina IFAT (50) 10,0 Hecker et al., 2018

China MAT (25) 20,7 Yang et al., 2017

Chipre ELISA (NE) 449 Liassides et al., 2016

Egipto IFA (100); ELISA 16,3 Al-Kappany et al.,

(NE) 2018

Espanha (norte) ELISA; MAT (NE) 38,1 Diaz et al. 2014

Grécia ELISA (NE) 53,7 Anastasia et al.,
2013

Italia IFAT (64) 59,3 Gazzonis et al., 2015

México ELISA (NE) 244 Martinez-Flores et
al., 2017

Nigéria ELISA (NE) 6,7 Kamani et al., 2010

Poldénia ELISA (NE) 55,9 Holec-Gasior et al.,
2015

Portugal MAT (20) 17,1 Sousa et al., 2009

MAT (20) 33,6 Lopes et al., 2013

Senegal MAT (6) 16,0 Davoust et al., 2015

Sérvia MAT(25) 84,5 Klun et al., 2006

Turquia ELISA (OD: 0.5) 20,0 Zhou et al., 2017

ELISA — ensaio imunoenzimatico; IFAT — teste de imunofluorescéncia indireta; OD — densidade 6tica;
MAT - teste de aglutinagdo modificado. NE — n&o especificado.

Estudos envolvendo paises do continente africano, remetem para uma
seroprevaléncia mais baixa em relacdo aos restantes paises incluidos na Tabela 3. Estas
diferengas poderao estar relacionadas com varios fatores incluindo a area de estudo e o

método de diagnéstico utilizado (Klun et al., 2006).

Os ovinos e caprinos mantidos em sistemas extensivos, ou em contacto com outros
animais, incluindo gatos, apresentam geralmente valores mais elevados de seroprevaléncia
(Almeria et al., 2018).
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Os caprinos beneficiam, geralmente, um maneio semelhante ao dos ovinos. A ma
gestdo nas exploragbes, ou exploragdes com varias espécies foram relacionadas
positivamente com a infe¢do por T. gondii (Klun et al., 2006). Cabras em rebanhos com
ovelhas apresentaram 1,3% mais probabilidade se serem infetadas (Gazzonis et al., 2015). A
transumancia de rebanhos e a troca de machos reprodutores também foram considerados

fatores de risco (Mendonga et al., 2013; Gazzonis et al., 2015).

No norte de Portugal encontra-se reportado uma seroprevaléncia de 18,5% em
caprinos (Lopes et al., 2013), enquanto no sul de Espanha observou-se que 5,6% dos

caprinos eram seropositivos para T. gondii (Almeria et al., 2018).

A seroprevaléncia mundial neste hospedeiro esta documentada na Tabela 4.
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Tabela 4. Seroprevaléncia mundial de infecdo por Toxoplasma gondii em caprinos

Pais Teste (cut-off) Prevaléncia (%) Referéncia
Argentina IFAT (100) 40,8 Gos et al., 2017
China ELISA (NE); IFAT 295 Liu et al., 2015
Chipre SLOI)SA (NE) 35,8 Liassides et al., 2016
Egipto IFA (100) e ELISA 62,0 Al-Kappany et al.,
(NE) 2018
Espanha (sul) MAT (25) 5,6 Almeria et al., 2018
Grécia ELISA (NE) 61,3 Anastasia et al.,
2013
Italia IFAT (64) 41,7 Gazzonis et al., 2015
México MAT (25) 31,0 Alvarado-Esquivel et
al., 2011
Nigéria ELISA (NE) 4,6 Kamani et al., 2010
Polénia DAT (40) 70,0 Sroka et al. 2017
Portugal (norte) MAT (20) 18,5 Lopes et al., 2013
Senegal MAT (6) 15,0 Davoust et al., 2015
Sérvia MAT (25) 73,3 Djokic et al., 2014
Turquia ELISA (OD: 0.5) 12,9 Zhou et al., 2017
DAT - teste de aglutinagdo direta; ELISA — ensaio imunoenzimatico; IFAT — teste de

imunofluorescéncia indireta; OD — densidade o6tica; MAT — teste de aglutinacdo modificado; NE — ndo
especificado.

5.3.2. Quadro clinico e lesional

A elevada seropositividade relatadas em ovinos e caprinos indica que estes parecem
ser suscetiveis a infegao por T. gondii (lovu et al. 2012; Djokic et al., 2014; Guo et al., 2015).
A infecdo pode provocar sinais clinicos nos animais os quais recuperam normalmente 12 a

14 dias apés a infegao.

Os sinais clinicos observados incluem dispneia, hiporexia e pirexia que surge 5 dias

apos a infegdo e pode manter-se por 2 a 10 dias (Dubey, 2010; Castafo et al., 2016). Os

27



PARTE | — Revisao da literatura cientifica

caprinos sao mais sensiveis do que os ovinos, podendo ocorrer a morte do animal (Dubey,
2010).

Cordeiros infetados oralmente apresentam lesdes, principalmente, a nivel do cérebro,
como focos gliais e perivasculares, e no coragdo com focos de miosite intersticial (Benavides
et al., 2011). Foram observadas estruturas semelhantes a quistos tecidulares e a taquizoitos
no cérebro, principalmente no cortex cerebral e no mesencéfalo, mas também no coracéo,

pulméo e ganglios linfaticos (Benavides et al., 2011).

Abortos devido a toxoplasmose sédo geralmente epizodticos e dependem da fase da
gestacado em que a primoinfe¢ao ocorre sendo o tempo médio entre a infe¢do e o aborto de 4
semanas (Dubey, 2010; Castafo et al., 2016). Caso a infecao ocorra no ultimo més de
gestacao, as lesbes sdo em menor numero ou os cordeiros podem nascer com alteragbes
ligeiras (Dubey, 2010; Castafio et al., 2016).

No feto podem ser visiveis alteragbes macroscépicas pouco especificas como
anasarca, ou lesbes mais especificas no figado e cérebro, bem como alteragbes como
meningoencefalite ndo supurativa, miocardite e pneumonia (Dubey, 2010; Castafio et al.,
2016).

Dubey (2010) refere que apds primoinfecao apenas 1% das ovelhas volta a abortar.
No entanto, Morley et al. (2008) observaram em animais provenientes da mesma ovelha,
sendo que o primeiro congenitamente infetado, o segundo cordeiro apresentava um risco de
infecdo congénita de 69%. Da mesma forma, se um cordeiro tivesse abortado, haveria um
risco de 55% de aborto no préximo cordeiro produzido. Estes dados sugerem que a imunidade
ao longo da vida para infe¢des por T. gondii nem sempre pode ser adquirida apds uma infecao
inicial e levanta a questdo sobre se 0os mecanismos de transmissao de T. gondii antes e

durante a gestagao de ovinos sao totalmente compreendidos (Morley et al., 2008).

Nos caprinos, os abortos devidos a toxoplasmose sdo menos frequentes do que nos
ovinos (Dubey, 2010).

As principais lesdes surgem na placenta e incluem necrose, pequenos ndédulos
calcarios com 2 mm de didmetro, manchas ou pontos brancos que podem confluir. Diferentes

cotilédones podem estar em diferentes fases de infegao (Dubey, 2010; Castano et al., 2016).
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5.4. Infecao por Toxoplasma gondii em suinos

5.4.1. Distribui¢cao e prevaléncia

Os valores de seroprevaléncia variam entre paises e sao influenciados pelos sistemas

agricolas e pela presenca de outros fatores de risco (Belluco et al., 2016; Guo et al., 2015).

O sistema de producao é um fator importante no processo de avaliagao de risco, tendo
em consideragao as tendéncias atuais para o consumo de carne de criagao bioldgica, o que
pode provocar o ressurgimento de elevadas percentagens de infecao (van der Giessen et al.,
2007; Veronesi et al., 2011). Além disso, um dos fatores mais importantes, que potenciam o
contacto com as formas infetantes do parasita nessas exploracdes de suinos € a presencga de

gatos (Garcia-Bocanegra et al., 2010; Cenci-Goga et al., 2013).

Outros fatores que contribuem para a infegao em suinos incluem a idade dos animais,
o tamanho da exploragao, o tipo de instalagdes e a sua manutencgio, a presenga de animais
silvaticos, a auséncia de controlo de roedores, a possibilidade de contacto com cadaveres ou
uma temperatura favoravel para a esporulagdo dos oocistos (Villari et al., 2009; Hill et al.,
2010; Hernandez et al., 2014).

A seroprevaléncia aumenta com a idade, sendo geralmente mais elevada em suinos
mais velhos criados ao ar livre, pois tém maior probabilidade de contactarem com oocistos
esporulados ou hospedeiros intermediarios infetados (Dubey, 2010; Blagojevic e Antic, 2014;
Basso et al., 2015). No entanto, em Portugal, Esteves et al. (2004) verificaram uma maior
seroprevaléncia de infegcao entre os jovens (6 a 12 meses) quando comparada aos adultos

jovens (12 a 24 meses).

Portugal € tradicionalmente um grande consumidor de carne de porco. A
seroprevaléncia de infegao por T. gondii em suinos do centro e do sul de Portugal, destinados
ao consumo humano, foi de 7,1% (Esteves et al., 2014). Esta seroprevaléncia é inferior aos
9,8% observados nos porcos do norte de Portugal (Lopes et al., 2013). Essas discrepancias
podem ser explicadas pelas diferencas nos fatores epidemioldgicos, como as condi¢oes

climaticas, o periodo de recolha de amostras e as praticas de maneio (Esteves et al., 2014).

A seroprevaléncia mundial neste hospedeiro esta documentada na Tabela 5.
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Tabela 5. Seroprevaléncia mundial de infecdo por Toxoplasma gondii em suinos

Pais Teste (cut-off) Prevaléncia (%) Referéncia
Burkina Faso ELISA, PCR (NE) 29,0 Bamba et al., 2016
Brasil ELISA (NE) 25,5 Sousa et al., 2014
Costa do Marfim ELISA (NE) 8,8 Prangé et al., 2009
China IHAT (64) 4,6 Chang et al., 2013
EUA ELISA (NE) 2,6 Hill et al., 2010
Etidpia DAT (40) 32,1 Gebremedhin et al.,
2015b
Gana ELISA 39,0 Arko-Mensah et al.,
(0.D.>0.499); IFAT 2000
(16)
Italia IFAT (16) 16,1 Veronesi et al., 2011
México MAT (25) 12,7 Alvarado-Esquivel et
al., 2011
Nigéria ELISA (NE) 29,1 Onyiche e Ademola,
2015
Poldénia ELISA (NE) 19,2 Holec-Gasior et al.,
2010
Portugal MAT (40) 7,1% Esteves et al., 2014
MAT (20) 9,8% Lopes et al., 2013
Sérvia MAT (25) 9,2 Klun et al., 2011

*Brasil, Suica, Portugal: quintas. DAT- teste de aglutinagao direta; ELISA — ensaio imunoenzimatico;
IFAT — teste de imunofluorescéncia indireta; IHAT — teste de hemaglutinagéo indireta; OD — densidade
Gtica; MAT - teste de aglutinagdo modificado; NE — ndo especificado; PCR — reagdo em cadeia da
polimerase.

5.4.2. Quadro clinico e lesional

Os suinos sao muito suscetiveis a infegado por T. gondii embora, normalmente, nao
evidenciem sinais clinicos (Cook et al., 2000). A toxoplasmose clinica grave, é considerada
rara nos suinos. Os surtos de toxoplasmose em porcos causam maior mortalidade em jovens
do que em adultos (Dubey e Beattie, 1988; Dubey, 2004).

De acordo com Okamoto et al. (1989) e Weissenbock e Dubey, (1993), os sinais
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clinicos incluem anorexia, febre, dispneia e fraqueza dos membros.

Recentemente, Kim et al. (2009) relataram, em porcas gestantes, sinais clinicos como
febre, anorexia, sinais neurolégicos e aborto. Foram observados focos de necrose com

taquizoitos em 6rgaos como linfonodos, pulmdes, figado e baco (Kim et al., 2009).

5.5. Infecdo por Toxoplasma gondii em outras espécies animais

5.5.1. Distribui¢cao e prevaléncia

Sao varios os fatores que podem influenciar a seroprevaléncia de infegao por T. gondii
em caes incluindo a idade do animal, sendo que animais mais velhos tém maior probabilidade
de serem expostos ao parasita, o tipo de alojamento, o tipo de alimentacéo, e a oportunidade
de o cao ingerir pequenos mamiferos ou aves. O tipo de alimentacao ¢é identificado como o
principal fator de risco, uma vez que animais alimentados com comida comercial apresentam
menor probabilidade de adquirirem a infe¢do, do que animais alimentados com comida caseira
Ou carne e visceras cruas que nao sofram tratamento térmico (Dubey, 2010; Lopes et al.,
2011).

Os cavalos sao considerados, assim como os bovinos, hospedeiros resistentes. No
entanto, tem sido isolado parasitas viaveis de cavalos abatidos para exportacao (Al-Khalidi e
Dubey, 1979), indicando que o consumo de carne deste animal € uma fonte potencial de
infecdo humana (Dubey e Jones, 2008). A seroprevaléncia varia consoante a area geografica
(Kouam et al., 2010; Boughattas et al., 2011; Alvarado-Esquivel et al., 2012), as normas de
higiene das explora¢des na alimentagao dos animais, ou 0 acesso dos gatos a agua de bebida
para os animais (Boughattas et al., 2011; Alvarado-Esquivel et al., 2012). Animais alimentados
com grao e forragens secas ou exploragdes com feno armazenado estiveram associadas a
uma seroprevaléncia mais elevada, possivelmente pela proximidade de gatos utilizados no
controlo de roedores (Alvarado-Esquivel et al.,, 2012; Valenga et al., 2015). No norte de
Portugal a seroprevaléncia em equinos foi de 13,3% (Lopes et al., 2013b), dados mais
recentes no continente africano, referem uma seroprevaléncia de 30,0% no Senegal (Davoust
etal., 2015).

As galinhas e outras aves sdo um bom indicador da contaminacdo ambiental por
oocistos de T. gondii uma vez que estes hospedeiros se alimentam diretamente do solo, sendo

a seroprevaléncia de infe¢do entre 30-50% em galinhas de vida livre (Wang, 2015).

O frango é um dos principais recursos alimentares para os seres humanos e, por isso,

pode ser considerado como uma fonte potencial de infecdo se a carne de frango for ingerida
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mal passada (Wang, 2015). No entanto, esta carne é geralmente consumida bem passada

devido, ao risco de infegao por outros agentes como Salmonella spp. (Guo et al., 2016).

Os animais silvaticos sao elementos importantes no ecossistema e a maioria das
espécies domésticas convive com estes animais. Desta forma, o conhecimento sobre a
seroprevaléncia da infecdo na fauna silvatica permite-nos estimar o nivel de contaminacgao
ambiental e identificar possiveis fatores de risco. A seroprevaléncia nas populagdes silvaticas
varia ao longo do tempo e com as condi¢des climaticas. Segundo Tidy et al. (2017), a
seroprevaléncia de infegéo por T. gondii foi de 34,5% em animais silvestres em cativeiro em
2 parques zooldgicos no norte de Portugal. Neste estudo, mais de metade (52,6%) de todas
as espécies silvestres em cativeiro estudadas tinham pelo menos um animal seropositivo,
confirmando que este parasita pode infetar uma grande variedade de animais de sangue

quente.

Os javalis sao animais omnivoros que consomem uma grande variedade de alimentos
a base de plantas, bem como animais vivos e mortos. Eles estdo entre os grandes mamiferos
mais amplamente distribuidos no mundo e a sua populagdo aumentou dramaticamente nas
ultimas décadas (Massei et al., 2015). Devido a existéncia de elevadas prevaléncias de
infecdo, os javalis podem ser um modelo biolégico adequado para analisar a dindmica de
infecdo por T. gondii no ambiente (Beral et al., 2012). A seroprevaléncia descrita foi de 32%
na América do Norte, 26% na Europa, 13% na Asia e de 5% na América do Sul (Rostami et
al., 2017).

A toxoplasmose causa doenga grave, muitas vezes fatal, em marsupiais australianos,
macacos do Novo Mundo, gatos Pallas e canarios (Dubey e Beattie, 1988; Dubey e Odening,
2001; Dubey, 2002b; Kenny et al., 2002). Segundo Gebremedhin et al. (2016) a
seroprevaléncia da infecdo por Toxoplasma gondii em camelos da Etiopia é de 8,33%,
refletida numa deficiente prevencao, através das medidas de biosseguranga, por parte dos

pastores.

E importante salientar que, o T. gondii ndo parasita animais poiquilotérmicos, os
moluscos bivalves ao filtrarem a agua podem concentrar oocistos (Arkush et al., 2003; Lindsay
et al., 2004). Em mamiferos marinhos, como a lontra-marinha e o golfinho foram detetadas
seroprevaléncias de 60% e 98% respetivamente. No entanto, a forma de infecdo dos
mamiferos marinhos ainda ndo esta totalmente esclarecida sendo as mais provaveis a

ingestao de oocistos diretamente da agua do mar ou a ingestdo de moluscos bivalves (Dubey,
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2004), uma vez que os oocistos de T. gondii sao extremamente resistentes as influéncias

ambientais, podendo sobreviver na agua do mar durante meses (Lindsay et al., 2002, 2003).

5.5.2. Quadro clinico e lesional

A infecdo em caes é geralmente assintomatica. A toxoplasmose em caes esta
associada a patologias concomitantes que levam a perda da imunidade, permitindo a

proliferagéo do parasita, como no caso do virus da esgana (Campbell et al., 1955).

A infecdo congénita é rara, sendo frequentemente fatal (Davidson, 2000). Em animais
jovens, com menos de um ano, os sinais clinicos incluem febre, ictericia, dispneia e amigdalite
(Coté, 2011). Em exame post mortem podem ser encontradas lesdes compativeis com nefrite,
pneumonia, miocardite, hepatite, encefalite e afecbes das adrenais (Dubey et al., 2003;
Dubey, 2010).

Até ao momento ndo se encontram relatados casos naturais de toxoplasmose clinica
em cavalos (Dubey, 2010). Segundo Dubey (1985) animais infetados experimentalmente nao

manifestaram qualquer alteracao clinica.

Em aves selvagens estdo descritos casos de toxoplasmose em perus dos EUA com
esplenomegalia, hepatite multifocal necrética e dermatite crostosa no pescoco e cabeca
(Quist et al., 1995) e numa codorniz da Califérnia que apresentava apatia, dispneia grave,

acabando por morrer.

As galinhas raramente apresentam sinais clinicos quando infetadas por T. gondii. Os
sinais clinicos reportados de toxoplasmose em galinhas incluem anorexia, apatia, alteragcbes
oculares e neurolégicas como torcicolos e incapacidade de se manter em pé ou em decubito
lateral (Dubey, 2008, 2010a).

Em Espanha foi diagnosticada toxoplasmose congénita apds a necropsia de um javali
fémea sem sinais clinicos, gestante de 3 crias que se encontravam infetados e um

apresentava malformacdes congénitas (Calero-Bernal et al., 2013).

Toxoplasmose congénita foi também descrita em lontras-marinhas (Miller et al.,
2008a), sendo T. gondii responsavel por 16% das mortes destes animais na Califérnia,

causando meningoencefalite ndo supurativa (Miller et al., 2004).
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6. INFECAO POR TOXOPLASMA GONDII EM SERES HUMANOS

A toxoplasmose possui um elevado impacto socioecondmico em termos de saude
publica, com custos elevados de tratamento, sofrimento pessoal de criangas e adultos
doentes, e consequéncias como deficiéncia mental, cegueira ou mesmo morte (Roberts et al.,
1994).

Estima-se que cerca de um tergo da populagdo mundial esteja infetada com T. gondii.

6.1. Distribuicdo e prevaléncia

A seroprevaléncia, no continente africano, em mulheres gestantes ronda os 80%,
sendo 92,5% no Gana (Ayi et al., 2009) e superior a 68% na Etidpia (Bamba et al., 2017).

Os resultados da Republica Democratica de Sao Tomé e Principe (RDSTP) e paises
préximos como a Nigéria, Camardes e, Gabao (Tabela 6) demonstram um contacto precoce

com T. gondii, provavelmente na infancia (Bisvigou et al., 2009).

Tais variagbes de seroprevaléncia podem ser devidas a diferencas nas condigbes
climaticas (clima seco, precipitagdao, temperatura, tipo de solo, altitude) e habitos
socioculturais, incluindo praticas higiénicas e habitos alimentares, econémicos, € a nivel
educacional (Bamba et al., 2017). Além disso, as diferengas nos métodos serolégicos
utilizados e a diferenga de sensibilidade poderiam também ajudar a explicar essa

discrepancia.
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Tabela 6. Seroprevaléncia mundial de infecdo por Toxoplasma gondii em seres humanos

Pais Teste (cut-off) Populagao Prevaléncia (%) Referéncia
estudada
Angola PCR Mulheres gravidas 27,3 Lobo et al., 2016
Brasil IFAT (40) Homens e 97 .4 Santos et al.,
mulheres 2009
Camaroes ELISA (NE) Mulheres em 54,5 Wam et al.,
idade fértil 2016
ELISA IgG Mulheres gravidas 70,0 Njunda et al.
(NE) 2011
Etiopia LAT (NE) Mulheres gravidas 68,4 Agmas et al.,
2015
Gabao ELISA Individuos com 57,4 Bisvigou et al.,
menos de 15 2009
anos
ELFA* Mulheres gravidas 56,0 Mickoto et al.,
2010
Gana ELISA (NE) Mulheres gravidas 92,5 Ayi et al., 2009
Nigéria Varios Homens e 32,0 Ohiolei e Isaac,
mulheres 2016
Portugal PCR Mulheres gravidas 21,9 Lobo et al., 2016
RDSTP LAT (32) Criancas de idade 21,49 Fan et al., 2006
pré-escolar
LAT (32) Mulheres gravidas 75,2 Hung et al.,
2007
LAT (NE) Homens e 74,5 Fan et al., 2007
mulheres
DAT - teste de aglutinagdo direta; ELISA — ensaio imunoenzimatico; IFAT — teste de

imunofluorescéncia indireta; LAT — teste de aglutinagao em latex; NE —nao especificado; PCR — reagéo
em cadeia da polimerase. ELFA — teste imunoenzimatico por fluorescéncia (“enzyme linked fluorescent
assay”).

* Os testes serologicos foram realizados por mini VIDAS® (Biomérieux, Franga).

Os caes podem representar um risco de aquisicao de infecdo para outras espécies,
incluindo os seres humanos, pois foram detetados oocistos infetantes de T. gondii em fezes
de caes, 0 que se deve a ingestao de oocistos de T. gondii apds coprofagia (Schares et al.,

2005). Em paises onde o cao se destina ao consumo humano este pode ser uma via de
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infecdo para o homem.

6.2. Quadro clinico e lesional

A infecdo por T. gondii no ser humano pode ocorrer no periodo pré ou pds-natal.

A maioria das pessoas infetadas apds o parto sdo assintomaticas, no entanto, algumas
desenvolve doencga leve ou, em casos raros, doencga sistémica mais grave (Montoya e
Liesenfeld, 2004; Remington et al., 2006).

Uma minoria de pessoas saudaveis, infetadas com T. gondii apés o nascimento,
desenvolve sintomas que geralmente sao leves e incluem manifestacbes como febre, mal-
estar e linfadenopatia (Montoya e Liesenfeld, 2004; Remington et al., 2006). No entanto,
existem raros casos em que os seres humanos desenvolvem doenga grave ou mesmo fatal,
incluindo envolvimento pulmonar e multivisceral, possivelmente devido a infegao por estirpes

mais virulentas de T. gondii (Carme et al., 2002; Demar et al., 2007).

A patologia ocular, nomeadamente a retino-coroidite pode ser devida a infegao
congénita ou pds-natal e pode estar associada a uma infecao aguda ou reativacdo de uma

infecdo crénica (Montoya e Remington, 1996; Holland, 1999, 2003).

A infecdo congénita surge, geralmente, quando a primoinfecao ocorre durante a
gravidez (Remington et al., 2006), embora tenham sido relatadas raras exce¢des em que
mulheres infetadas antes da gravidez transmitiram a infe¢ao ao feto, devido, por exemplo, a
reativacdo de uma infegao cronica (Mitchell et al., 1990; Vogel et al., 1996; Minkoff et al.,
1997). O risco de infegdo congénita € menor quando a infegcido materna ocorre no primeiro
trimestre (10-15%) e maior quando a infecdo ocorre durante o terceiro trimestre (60-90%)
(Dunn et al., 1999; Remington et al., 2006). No entanto, a infecdo congénita leva, geralmente,
a doenca mais grave quando ocorre nos primeiros trés meses de gestagcao (Desmonts e
Couvreur, 1974; Remington et al., 2006).

A infecdo congénita pode levar a uma grande variedade de manifestagdes no feto e
na infancia, incluindo aborto espontaneo, hidrocefalia ou microcefalia, calcificagdes cerebrais,
alteragdes cognitivas e mentais (McAuley et al., 1994; Remington et al., 2006). Criancas
assintomaticas ao nascimento podem desenvolver manifestagdes oculares ou neurolégicas
mais tarde na vida (Wilson et al., 1980; McLeod et al., 2006).
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A encefalite é a apresentacido clinica mais comum entre pessoas com SIDA.
Geralmente é o resultado da reativagao de quistos latentes (Leport et al., 1996; Basavaraju,
2016).

Varios trabalhos de investigagado tém-se dedicado ao estabelecimento de correlagdes
entre a infecdo por T. gondii e as alteragdes comportamentais como a esquizofrenia, entre
outras (Flegr et al., 2002). Os resultados apresentados sugerem uma prevaléncia mais
elevada de anticorpos para T. gondii em alguns individuos com esquizofrenia (Torrey et al.,
2007; Fuglewicz et al., 2017).

7. TRATAMENTO

Todos os farmacos utilizados no tratamento sistémico possuem algum efeito sobre os
taquizoitos podendo controlar a infegcao ativa, mas nao eliminam a infecdo crénica, uma vez
que nao possuem atividade contra os bradizoitos dentro de quistos tecidulares (Davidson,
2000; Dubey, 2010). Como resultado, a terapia sistémica nao elimina T. gondii dos
hospedeiros, nem previne definitivamente a recorréncia da infegdo, podendo ocorrer novo

aparecimento dos sinais clinicos quando o tratamento € descontinuado (Mariuz et al., 1997).

Nos seres humanos, os farmacos mais utilizados sdo uma combinagdo de
pirimetamina e sulfonamida ou de trimetoprim-sulfonamidas (Davidson e English, 1998;
Dubey, 2010). Estes farmacos inibem a producdo de acido folinico necessario para a
replicacao de T. gondii (Davidson, 2000; Hill e Dubey, 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004). A
pirimetamina é potencialmente teratogénica e nao deve ser usada no primeiro trimestre da
gravidez. Esta, produz depressao reversivel gradual da medula éssea (Montoya e Remington,
2008).

Infelizmente, os gatos toleram mal as combinacdes de sulfonamidas e pirimetamina,
contribuindo para o desenvolvimento de efeitos colaterais gastrointestinais e supressao da
medula éssea (Dubey, 1977; Davidson, 2000; Lappin, 2010).

Outros farmacos tém-se demonstrado promissores no tratamento da toxoplasmose
como a clindamicina, espiramicina, azitromicina, roxitromicina, ciclosporina A, atovaquona, e
o ponazuril (Mitchell et al., 2006).

Entre esses agentes, o cloridrato de clindamicina é o mais usado para a toxoplasmose
felina e canina e, apesar dos efeitos colaterais gastrointestinais graves em seres humanos, o

mesmo nao foi observado nestas espécies animais (Davidson, 2000). A clindamicina reduz a
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gravidade da infecdo aguda, diminuindo o nimero de quistos nos tecidos e parece reduzir a
gravidade das lesdes em humanos com toxoplasmose ocular (Engstrom et al., 1991;
Lakhanpal et al., 1983).

A espiramicina apesar de possuir uma menor eficacia quando comparada com a
sulfadiazina e a pirimetamina, pode ser utilizada durante a gestacao, pois conduz a elevadas

concentragdes na placenta (Dubey, 2010).

O ponazuril, farmaco aplicado no tratamento da mieloencefalite protozoaria equina
provocada por Sarcocystis neurona em cavalos, tem sido experimentalmente testado para o

tratamento de toxoplasmose felina. (Mitchell et al., 2004; Dabritz et al., 2007; Lappin, 2010).

No tratamento da toxoplasmose em ovelhas, as sulfonamidas e a pirimetamina s&o os
farmacos de elei¢cao, atuando sinergicamente e reduzindo a mortalidade fetal (Buxton et al.,
1993; Montoya e Remington, 2008). No entanto, é importante ter em atencao a sua toxicidade
a nivel da medula 6ssea, suplementando com acido félico (Fenner, 1984; Martin e llla, 2003;
Montoya e Liesenfeld, 2004).

8. PREVENGAO E CONTROLO

Os hospedeiros definitivos como o gato sdo a chave da transmisséo do parasita, por
isso devem ser tomadas medidas preventivas, sendo recomendavel alimenta-los
exclusivamente com dietas comerciais ou alimentos bem passados, evitando carne, 0ssos ou
visceras cruas (Lucas et al.,, 1999); reduzir o acesso ao exterior e 0 contacto com outras
espécies animais e residuos urbanos e, controlar a populagdo de felinos em propriedades
agricolas (Tenter et al., 2000; Dubey, 2010). Precaugdes adicionais devem ser tomadas
durante terapias imunossupressoras sendo portanto de evitar o tratamento imunossupressor
de gatos cujos proprietarios sejam individuos que pertengcam a grupos de risco (Tenter et al.,
2000).

Devemos ter em atencao a aplicacdo de medidas higiénicas e de maneio adequado,
bem como o devido confinamento dos animais de producao (Tenter et al., 2000; Villari et al.,
2009). As instalagdes devem ser sempre mantidas limpas e livres de roedores, aves, insetos,
gatos e caes (Gajadhar et al., 1998; Villari et al., 2009).

Toda a agua e o alimento devem estar bem armazenados de modo a evitar a

contaminacéao por oocistos (Dubey, 1994; Gajadhar et al., 1998; Dubey, 2004).
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A prevencao da infecao durante a gestacao é importante para a prevencgao do aborto.
Assim, antes e durante o periodo da gestagio, deve-se evitar o contacto entre pequenos
ruminantes e os gatos (Dubey et al., 1990; Dubey, 1994). As membranas fetais e fetos
abortados devem ser enterrados ou, de preferéncia, incinerados (Dubey et al.,1986; Dubey,
1994; 2010).

A suinicultura em regime intensivo associada a medidas de higienizagdo e a
programas de controlo, permitiram a reducao drastica das infe¢cdes por T. gondii em suinos
nas ultimas décadas (Kijlstra et al., 2004; Villari et al., 2009). Os porcos ndo devem consumir
alimentos crus e os que morrem devem ser logo removidos da exploragdo de modo a evitar o
canibalismo (Dubey, 1990; Hill et al., 2010).

Uma vigilancia no abate de animais no matadouro em combinagao com estratégias de

prevencao da infegao iria garantir maior seguranca no consumo de carne (Kijlstra et al., 2004).

De modo a evitar a infegao da fauna silvatica € necessario incineragao ou enterro das
visceras e carcacas dos animais cacados (Dubey e Jones, 2008). Para evitar a disseminacao
de oocistos em jardins zooldgicos, os felideos silvaticos devem ser alojados num edificio
separado dos outros animais (Dubey, 1994, 2010), uma vez que também sado considerados
hospedeiros definitivos. E necessario a utilizacdo de vestuario de protecdo (roupa, luvas,
botas e mascaras descartaveis) na realizacao diaria da remog¢ao da cama e das fezes dos
felideos. Estas ultimas, por sua vez devem ser incineradas antes que os oocistos esporulem.
Todos os materiais potencialmente contaminados, como os usados na limpeza das jaulas,
devem ser submetidos ao aquecimento a 70°C durante pelo menos 10 minutos (Dubey, 1994,
2010).

As medidas para reduzir o risco de infecdo humana incluem boas praticas higiénicas
como a lavagem das maos com agua e sabao apds o contacto com o solo ou superficies e
materiais que contactaram com carne crua; contacto com caes, gatos ou com as suas fezes
(Hill e Dubey, 2002; Frenkel et al., 2003) e, a limpeza diaria da liteira do gato, de preferéncia
por pessoas que nao sejam mulheres gestantes (Foulon et al, 1994; Hill e Dubey, 2002). Na
limpeza da liteira € ainda necessario o uso de luvas durante o processo e a desinfecao dos

objetos em contacto a 70°C e detergente (Cook et al., 2000; Tenter et al., 2000).

Deve ser realizada a lavagem de vegetais e de frutas que sdo consumidos crus (Hill e

Dubey, 2002) e deve-se evitar o consumo de agua nao tratada (Dubey, 2004).
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Os consumidores devem ser informados tanto sobre o processamento térmico
adequado da carne de porco quanto sobre o perigo potencial de alguns produtos de carne

tipicos quando nao forem devidamente curados (Villari et al., 2009).

E aconselhavel proceder-se a pasteurizacdo ou fervura do leite cru, em particular o
leite de cabra (Tenter et al., 2000; Cook et al., 2000). Deve ser proibida a entrada de gatos
em ambientes partilhados com criangas, pois a geofagia € um fator de risco (Stagno et al.,
1980; Tenter et al., 2000; Fan et al., 2012).

Deve-se proceder a congelacao da carne a uma temperatura interna de -12°C durante
24 horas para destrui¢ao dos quistos tecidulares (Kotula et al., 1991; Dubey, 2010), e a carne
de qualquer animal deve ser cozinhada até que a temperatura interna atinja 67°C € no minimo
durante 3,5 minutos, antes de ser consumida (Dubey et al., 1990; Dubey e Jones, 2008). Note-

se que o microoondas nao destréi de forma fiavel o parasita (Kotula et al., 1991).

A industria da carne também deve estar ciente da possivel presenc¢a do parasita nas
matérias-primas utilizadas para a preparacao de salsichas e varios outros produtos, devendo
evitar-se a degustacdo de carne enquanto se cozinha ou se tempera enchidos caseiros
(Kotula et al., 1991).

Pessoas com trabalhos de risco como talhantes, magarefes, e trabalhadores em
exploragdes e restaurantes devem estar informados sobre as praticas de prevencao (Villari et
al., 2009).

Tendo em conta que as mulheres gestantes e os individuos imunodeprimidos sao as
pessoas de maior risco, o seu estado imunitario para a infe¢ao deve ser conhecido. Em caso
de impossibilidade na realizacdo dos testes seroldgicos, admite-se como potencialmente em
risco (Tenter et al., 2000).

A decisao de administrar profilaxia a todos os doentes que receberam transplantes,
deve ter como base a seroprevaléncia na populagcao em geral num determinado pais e 0 6rgao

a ser transplantado (Baran et al., 2006).
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9. VACINAGAO

Um dos objetivos da vacinagao inclui a redu¢do do numero de quistos em animais para

consumo. A Toxovax® vacina viva constituida por taquizoitos da estirpe atenuada S48, foi
originalmente desenvolvida para uso em ovinos para diminuir a formacao de quistos
tecidulares e danos fetais (Buxton et al., 1993; Hiszczyhska-Sawicka et al., 2014). Na
prevencao da eliminagdo de oocistos por gatos, foi desenvolvida uma vacina contendo
bradizoitos vivos da estirpe mutante T-263 de T. gondii, bloqueando o ciclo sexual do parasita

apo6s administracao oral, prevenindo a libertagao de oocistos (Freyre et al., 1993).

Nos ultimos anos, observou-se progressos significativos no desenvolvimento de
vacinas de T. gondii com novos antigénios, adjuvantes e estratégias de imunizacdo. Os
candidatos a vacina variaram de antigénios recombinantes (Unicos, combinados ou
quiméricos) a péptidos sintéticos, ADN ou ARN e microparticulas como por exemplo,

nanoparticulas ou exossomos (Kur et al., 2014; Zhang et al., 2015; Joachim, 2016).

Geralmente, as vacinas inativadas contra T. gondii ndo sao suficientemente eficazes
(Kur et al., 2014; Joachim, 2016). Em contrapartida, as vacinas vivas induzem uma imunidade
protetora notavel, mas nao sio aceitaveis para uso em humanos. Adicionalmente, a
imunidade de uma vacina viva é significativamente influenciada pelo seu grau de atenuacgao,
0 que introduz uma preocupagéo de seguranga devido ao risco de reversdo de uma estirpe
mais virulenta (Liu et al., 2012). As vacinas vivas atenuadas tém beneficios adicionais porque
induzem imunidade celular e humoral protetora simulando a infe¢cdo natural sem causar
doenca (Fereig e Nishikawa, 2016); e sdo capazes de mobilizar uma resposta de células T
CDS8 + restrita ao MHC classe |, que é considerada a principal resposta causada por parasitas
(Jongert et al., 2010).

Aproximadamente 1360 familias de proteinas especializadas de T. gondii foram
descritas como potenciais candidatas a vacinas (Wasmuth et al., 2009), incluindo o antigénio
de superficie (“surface antigen”™ SAG), antigénio de roptrias (“rhoptry antigen”™ ROP),
antigénios de micronema (“microneme antigens”- MIC) e antigénio de granulo denso (“dense
granule antigen” - GRA). Embora as vacinas proteicas tenham pouca ou curta imunidade e
funcdes de protecdo, € possivel superar esses problemas ao usar veiculos adequados ou
adjuvantes apropriados para induzir uma resposta imune protetora e duradoura (Liu et al.,
2012; Fereig e Nishikawa, 2016).
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As vacinas de ADN possuem vantagens distintas: promovem a expressao especifica
de um antigénio codificado por vacina por células hospedeiras e desencadeia respostas
imunitarias celulares e humorais (Wolff e Budker, 2005; Carvalho et al., 2010), bem como a

facilidade de produgao, baixo custo, estaveis a altas temperaturas e seguras.

Em geral, as vacinas de ADN provaram ser eficazes na indugao de respostas
imunitarias em animais pequenos (por exemplo, hamsters), mas a indugao de imunidade em
animais grandes (por exemplo, ovelhas e cabras) tem sido menos eficiente. Para melhorar as
respostas imunitarias, novos adjuvantes e citoquinas estao a ser incorporados (Carvalho et
al., 2010).

Nos ultimos anos, as vacinas de multiplos epitopos, incluindo epitopos de células T e
B, tornaram-se um conceito interessante na indugcdo de respostas imunitarias celulares e
humorais, bem como imitam com preciséo o processamento e a apresentagdo do Ag durante
uma infecado natural e, portanto, induzem uma imunidade protetora mais eficiente do que as

vacinas de proteinas inteiras (Skwarczynski e Toth, 2016).

Ao longo dos tempos tém surgido novas apostas na vacinagéo, como 0S exossomos
que visam, através do seu envolvimento na imunidade inata e adaptativa, construir uma vacina
alternativa eficaz contra a toxoplasmose congénita (Carriére et al., 2016), ou como os hidratos
de carbono (Astronomo e Burton, 2010; Gotze et al., 2015; Rodrigues et al., 2015).

Recentemente, Chahal et al. (2016) desenvolveram uma plataforma vacinal de
nanoparticulas de dendrimero em que os antigénios sao codificados por replicagcdes de mMARN

encapsulados (Chahal et al. 2016).

A auséncia de uma vacina eficaz no controlo e prevencgao da infecédo por T. gondii em
humanos e animais remete para a possibilidade mais viavel de reduzir a infe¢do, que reside
nas medidas higiénicas e de maneio descritas no ponto 8 (Wolf, 2003; Dubey e Jones, 2008;
Elmore et al., 2010).
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1. INTRODUGAO

Estudos serolégicos sobre a infegdo por Toxoplasma gondii em Sao Tomé e Principe

sd0 escassos, estando apenas disponiveis pesquisas realizadas em seres humanos.

Sendo as condigdes climaticas da Republica Democratica de Sdo Tomé e Principe
(RDSTP) adequadas para a esporulagado de oocistos de T. gondii, devido ao clima quente e
humido (Cenci-Goga et al., 2011), parece provavel que a exposi¢do a um meio ambiente
incluindo agua e alimentos contaminados por oocistos de T. gondii seja um dos fatores mais
importantes associados a infe¢gao por este protozoario neste pais (Fan et al., 2012). Assim,
torna-se essencial a realizagdo de mais estudos de modo a atualizar e complementar os

estudos anteriores realizados na RDSTP.

Neste trabalho pretendeu-se estudar a seroprevaléncia de infecao por T. gondii em
animais domésticos de Sao Tomé; tendo sido efetuadas recolhas de sangue em suinos,

ovinos, caprinos e bovinos durante o periodo de estagio curricular.

A primeira fase o trabalho consistiu no acompanhamento da atividade médico-
veterinaria no Matadouro Central de Sao Tomé e em varias exploragdes pecuarias, de agosto

a outubro de 2017, procedendo-se a recolha das amostras de sangue.

A segunda fase deste estudo consistiu na realizacdo do teste de aglutinacao
modificado (“modified agglutination test” — MAT) no Laboratério de Parasitologia da
Universidade de Tras-Os-Montes e Alto Douro (UTAD). O MAT é um teste de serodiagndstico,
que tem sido bastante utilizado para estudos epidemiolégicos em diferentes espécies. Este
teste € um método sensivel, especifico e simples de realizar, o que reduz as variagdes
inerentes ao técnico. Além disso, encontra-se largamente disponivel e o risco para o operador
€ reduzido pois utiliza taquizoitos inativados (Desmonts e Remington, 1980; Dubey e
Desmonts, 1987).

O segundo periodo de estagio foi realizado na Africa do Sul, Cidade do Cabo na
Society for the Prevention of Cruelty to Animals (SPCA), tendo como objetivo acompanhar o

trabalho clinico num centro hospitalar.

45



PARTE Il — Componente experimental

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Este trabalho teve como principal objetivo definir valores de seroprevaléncia para T.
gondii em bovinos, ovinos, caprinos e suinos da ilha de Sdo Tomé; e identificar os possiveis

fatores de risco associados com a infegéo.

Deste modo pretende-se enriquecer e atualizar os conhecimentos sobre esta zoonose
a nivel mundial, pois os estudos de infecao por este protozoario nesta regido do globo séo

€SCassos.

2.2. Objetivos especificos

Na definicdo do estudo, foram delineados os seguintes objetivos especificos:

o Realizar o teste serolégico MAT para o diagnéstico da infegdo por T.
gondii;

o Identificar as variaveis associadas a infecao por T. gondii,

. Comparar os resultados obtidos com outros estudos;

o Sugerir e alertar para as medidas profilaticas que podem ser

implementadas de modo a prevenir esta infe¢ao;

o Incentivar a realizacdo de mais estudos, com o objetivo de obter

informacao atualizadas e relevante.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caraterizagao da area de estudo

O estudo presente nesta dissertacdo de mestrado foi desenvolvido na ilha de Sao
Tomé, pertencente a RDSTP, um estado insular situado junto a linha do Equador, no Golfo
da Guiné, distanciando-se 300 km da Costa Ocidental Africana (Figura 9). Este arquipélago é
constituido por duas ilhas principais, a ilha de S. Tomé e a ilha do Principe, e alguns ilhéus
adjacentes perfazendo uma area total de 1001 km? de extensao, fazendo de S&o Tomé e
Principe o segundo menor pais africano (Neves, 2009), a seguir a Republica das Seychelles.
Este pais, segundo o Fundo de Populacdo das Nacdes Unidas (“United Nations Population
Fund” - UNFPA) apresentava 200.000 habitantes em 2017.
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A ilha de Sao Tomé foi descoberta a 21 de dezembro de 1470 por Pero Escobar e
Joao de Santarém, navegadores portugueses, seguindo-se a ilha do Principe a 17 de Janeiro
do ano seguinte, sendo entao coldénia de Portugal até a sua independéncia a 12 de Julho de
1975 (Oliveira, 1993).

Este arquipélago apresenta um clima préprio das regides intertropicais, impondo a
existéncia de duas estagdes no ano: a estagao das chuvas, de outubro a maio, e a estacao
seca ou “gravana”, de junho a setembro (Loureiro, 2005). Nao s6 o clima quente mas também
a qualidade dos solos e a quantidade das “aguas” transformaram “as ilhas de Sdo Tomé e
Principe em verdadeiros jardins tropicais em que a exuberancia e riqueza da vegetacao

chegam a ser opressivas” (Agéncia Geral do Ultramar, 1969).

A RDSTP é composta por sete distritos, sendo seis em Sdo Tomé (Agua Grande,
Cantagalo, Caué, Lemba, Lobata e Mé-Zochi) e um na ilha do Principe (Pagué). E no distrito
de Agua Grande que fica a capital do pais, S0 Tomé, e embora seja 0 menor dos sete, este

distrito € o mais populoso (Neves, 2009).

Na Figura 10 podemos observar todo o territério da ilha de Sao Tomé, compreendendo

as regides montanhosas, as planicies bem como os rios.
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Figura 10. Mapa da Ilha de Sao Tomé (Fonte: https://arleciosoares13.wordpress.com, acesso a 28 de
setembro de 2017)

Esta ilha alberga uma das maiores cole¢cbes de flora e fauna do mundo, existindo

espécies Unicas no mundo inteiro.
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3.2. Ficha epidemioldgica

De modo a caracterizar as amostras foi elaborado um quadro epidemiologico (Anexo
), contendo informacdes sobre as seguintes variaveis independentes: género (feminino ou
masculino), idade (jovem ou adulto), raca, fase reprodutiva (gestante ou nao) e proveniéncia

dos animais (area geogréfica).

Foram recolhidas amostras de trés areas da ilha de Sdo Tomé, norte, centro e sul
devidamente delimitadas com base na sua localizagdo geografica (Figura 11). A zona norte
compreende os distritos de Lemba (a verde) e Lobata (a amarelo claro); a zona centro os
distritos de Mé-Z6xi e Agua Grande (cidade Sdo Tomé); e a zona sul os distritos de Cantagalo

(a amarelo) e Caué (a cor-de-rosa).

PRINCIPE
ILHEU DAS CABRAS
Rio do Ouro OGgadaIupe
O .
o) /‘ LOBATA
OCEANO Neves (s] SAOTOME
LANTI \ (@) ¢
AELAREICO -----Madalena
ME ZOXI
OSanta Sao Nlcglau - Santana
Catarina 9
Golfo Da CANTAGALO
Gutng LEMBA ' : ORibeira
Afonso
CAUE
O Séo Jodo dos
Angolares
Malabo
LEGENDA Golfo Da )
————— Fronteira De Provincia OPortoAIeg = Guiné AERICA
= Capital Nacional X
©  Capital Da Provincia O
8 OutaiCidade ILHEU DAS ROLAS SaTome
9 5Km GABAO

Figura 11. Mapa da RDSTP, delimitagdo dos distritos da ilha de Sao Tomé (Adaptada de
www.mapsofworld.com, acesso a 28 de setembro de 2017).

Foi também registada a informacado relativa ao exame fisico dos animais,

apresentando todos boa condigéo corporal.
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As amostras de sangue foram obtidas no matadouro e através de deslocacgodes a

exploragoes, todos os testados tinham acesso ao exterior e a areas de pasto (Figura 12).

Note-se que as recolhas foram elaboradas de forma aleatéria, dentro de cada

exploracao pecuaria e no Matadouro Central de Sao Tomé.

Figura 12. Exploragdes pecuarias de Sdo Tomé, com acesso ao exterior. Original.
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3.3. Contencao dos animais

As técnicas de contencdo basearam-se fundamentalmente na contencao fisica dos
animais, procurando sempre minimizar o seu stresse.

De acordo com as espécies, optou-se pelo método de contengao mais adequado: no
caso dos suinos, optou-se pela recolha no matadouro durante o sangramento; nos bovinos a

contencao foi manual e feita com o auxilio de mangas, arganel e cordas (Figura 13); nos

pequenos ruminantes utilizou-se apenas a contengdo manual sem o auxilio de equipamento
(Figura 14).

Figura 14. Contencdo manual em caprino.
Zona norte de Sdo Tomé. Original.
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3.4. Animais amostrados

3.4.1. Amostras de sangue e procedimento

Apds a contencdo dos animais, procedeu-se de forma metddica e organizada ao
exame fisico e a colheita de sangue. Para a recolha das amostras foi obtida autorizagao prévia

da Direg¢ao de Pecuaria de Sao Tomé e Principe (Anexo Il), bem como dos proprietarios das

exploragdes.

A T " B ;

Foi feita a assepsia local com algodao
embebido em alcool a 70°. Recorrendo a
seringas descartaveis de 5 ou de 10 ml, e a
. agulhas de 18G ou 20G, dependendo do
porte do animal, obtiveram-se 3 a 5 ml de
sangue por venopungdo da veia jugular
(Figura 15).

Figura 15. Recolha de sangue em bovino. Sao
omé. Original.

As amostras de sangue foram devidamente acondicionadas em tubos, previamente
identificados e sem anticoagulante, que foram mantidos a temperatura ambiente de modo a
ocorrer a retragdo do coagulo. Posteriormente, foram centrifugadas a 2500 rpm, durante dez
minutos, no Laboratdrio Central de Diagndstico Veterinario localizado na cidade de Sao Tomé.

Com o auxilio de pipetas de Pasteur descartaveis retirou-se o soro de cada amostra e colocou-

se em tubos de plastico (Eppendorf® ), previamente identificados, sendo congeladas a -18°C.
Posteriormente, as amostras foram transportadas, via aérea, para Portugal tendo o

serodiagndstico sido realizado no Laboratério de Parasitologia da UTAD.
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3.5. Exame seroldgico

Para a pesquisa de anticorpos especificos foi realizado o MAT, utilizando um teste
comercial — Toxo-Screen DA® (bioMérieux, Lyon, Franca) (Figura 16) e de acordo com as

instru¢des do fabricante.

hemin de 'Orme

376,C C
69280 Marcy-TEtoile - France

Figura 16. Toxo-Screen DA® (bioMérieux). Original.

Este método, de elevada especificidade e sensibilidade, indica a presenga de uma

infegcdo prévia uma vez que deteta a presenca de IgG.

Os resultados obtidos pelo MAT foram expressos como um titulo de anticorpos, ou
seja, o inverso da maior diluicdo a qual a aglutinagao foi ainda visivel apés 5 a 18 horas de

incubacao a temperatura ambiente.

Os soros foram testados para as diluicdes de 1:20 e 1: 400 no caso dos suinos, ovinos
e caprinos; e de 1:100 e 1: 400 no caso dos bovinos, tendo-se optado por um limiar de
positividade (“cut-off’) de 20 para suinos e pequenos ruminantes (Dubey et al., 1995; Sousa
et al., 2009) e de 100 para os bovinos (Dubey e Jones, 2008), de modo a maximizar a

sensibilidade e especificidade do teste (Lopes et al., 2013).

3.5.1. Material e métodos

3.5.1.1. Material

Para a realizagao do trabalho de pesquisa, foi necessario:

. Camara de fluxo laminar
o Placas de microtitulagdo com fundo em U
. Pontas descartaveis
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o Folha transparente autocolante

. Soros dos animais a testar

o Reagentes (Figura 17)

o Micropipetas: multicanal, simples e de repeticdo (Figura 18)

o Agitador de placas (Figura 19)

o Espelho de aumento (Figura 20).

Figura 17. Reagentes incluidos no teste comercial Toxo-Screen DA® (bioMérieux). Original.:

Antigénio: suspensao de taquizoitos em formol, estirpe RH Sabin cultivada em rato;
Diluente do antigénio: tamp&o albumina — solugdo tamponada de acido bdrico de cor
vermelha BABS (pH 8,95) azida sédica 1 g/l;

2-Mercaptoetanol (2-ME) (14,2 mol/l);

Soro de controlo positivo: soro de cabra + mertiolato de sédio 0,1g/l;

Soro de controlo negativo: soro de cabra + mertiolato de sédio 0,1g/l;

Solugio tampéo de fosfato NaCl (“phosphate buffered solution” — PBS).
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y | Figura 18. Micropipetas.
~ Original.
Legenda:

a) Micropipeta multicanal de oito
pontas;

b) Micropipeta simples (2 pl);
¢) Micropipeta simples (10pl);
d) Micropipeta simples (5000 pl);

e) Micropipeta de repeticao.

Figura 19. Agitador de placa. Original.

Figura 20. Espelho de aumento. Original.
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3.5.1.2. Metodologia laboratorial
A reconstituicdo dos reagentes foi realizada de acordo com as instrugdes

do fabricante:

a) Controlo positivo: reconstituir com 1 ml de agua destilada
estéril.
b) Controlo negativo: reconstituir com 1 ml de agua destilada :
Figura 21. Frasco de
esteril. 2-ME, protegido com
c) PBS: reconstituir com 1 litro de agua destilada estéril. papel()?gﬂ:rinio.
d) 2-Mercaptoetanol: 0,35 ml de 2-ME e 25 ml de PBS, de
modo a obter 0,2mol/l. Frasco devidamente protegido da luz (Figura 21).
e) Suspensao de taquizoitos em formol estirpe RH Sabin cultivada em rato,

deve ser agitada vigorosamente, confirmando a auséncia de sedimentacdo. De
seguida, diluiu-se esta suspensao para 1/5 com solugdo tampéo de albumina. O
tampao de albumina possui coloragdo vermelha e confere ao teste a sua cor

caracteristica facilitando a leitura.

Para o trabalho laboratorial, os soros foram testados para diluicdes de:

o 1:20 (excluindo bovinos);
o 1:100 (bovinos);
o 1:400 (todas as espécies).

Os controlos positivo e negativo, assim como o controlo de antigénio, foram incluidos

em cada placa.
Diluicao 1:20:
a) ldentificagdo das amostras na placa de microtitulagao;

b) Com a micropipeta multicanal de oito pontas introduziu-se 22,5 ul de PBS em cada
poco (Figura 23). Adicionou-se de seguida, com a micropipeta simples, 2,5 pl de cada soro no

poco previamente identificado, estabelecendo uma diluicao inicial de 1:10.
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c) Posteriormente adicionou-se a
cada poco 25 ul de 2-ME, completando

assim uma diluicao de 1:20.

d) Por fim foi colocado 50 pl de
antigénio em cada pogo com auxilio da

micropipeta de repeticao.

Figura 22. Pipetagem de PBS com micropipeta
multicanal de oito pontas. Original.

e) De seguida procede-se a homogeneizagao das placas no agitador de placas (Figura

23).

f) Apdés a homogeneizagdo as placas foram incubadas durante 5 a 18 horas a

temperatura ambiente (18 a 25°C), nao sujeitas a vibragdes ou a eventual desidratagao.

Diluicéo 1:100

a) ldentificacdo e preparagdo de duas placas:

placa de diluigao e placa de leitura.

b- Na placa de diluigao colocou-se 49 ul de PBS

em todos os pocos, com o auxilio da micropipeta

multicanal, e posteriormente 1 pl de soro em cada um

'8

Figura 23. Placas de diluigdo no dos pogos previamente identificados, utilizando a

agitador de placa. Original. micropipeta simples de 2 pl, perfazendo assim uma

diluicao de 1:50.

¢) Retirou-se 25 pl da diluicao 1:50 e colocou-se na placa de leitura, com a disposig¢ao

dos soros idéntica a da placa de diluigao.

d) Adicionou-se 25 ul de 2-ME em todos os pogos, completando assim uma diluicao
de 1:100.

e) Por fim adicionou-se 50 ul de Ag em todos 0s pogos.
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Repeticao da fase e) e f), mencionadas na diluicido de 1:20.

Os soros positivos para as diluigoes 1:20 e 1:100 foram posteriormente testados para
a diluicao de 1:400.

Diluicao 1:400:

a) Identificagéo e preparacao de duas placas: placa de diluicao e placa de leitura.

b) Na placa de diluicdo colocou-se 199ul de PBS em todos os pogos (Figura 23) e 1yl

de soro (cada um no pog¢o determinado), formando uma diluicdo de 1:200.

¢) Retirou-se 25 ul da diluicao de 1:200 e colocou-se em cada poc¢o da placa de leitura

com a disposi¢ao dos soros idéntica a da placa de diluicao.

d) Posteriormente adicionamos 25 ul de 2-ME em cada poc¢o, completando assim uma
diluicao de 1:400.

e) No final, adicionamos 50 pl de Ag em todos os po¢os.
Repeticao da fase e) e f), mencionadas na diluicido de 1:20.

No poc¢o destinado ao controlo do antigénio foi apenas adicionado 25 ul de PBS, 25 pl
2-ME e 50 ul de antigénio.

3.5.2. Leitura e interpretacao dos resultados

De acordo com os critérios de leitura e interpretacdo dos resultados descritos por
Desmonts e Remington (1980), a leitura das placas deve ser realizada num ambiente com luz
natural, e apds 5 a 18 horas de incubagao. Neste trabalho procedeu-se a leitura apds 15 horas

de incubacéao (Figura 24 e Figura 25).
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Figura 24. Observacao dos resultados, com o uso do espelho de aumento. Original.

Figura 25. Resultados controlo: (+) controlo positivo, (-)
~ controlo negativo, (A) antigénio. Original.

Os soros considerados como tendo um resultado positivo foram aqueles em que se

observou a aglutinagéo do antigénio cobrindo pelo menos 50% do fundo do pogo (Figura 26).

\ \
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Flgura 26. Resultados posmvos Onglnal
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Como resultado negativo foram considerados os casos em que se deu a sedimentagao
de taquizoitos em forma de botdo bem definido (Figura 27a), ou nos casos em que se

visualizava um anel que cobria menos de 50% do fundo do pogo (Figura 27b).

Figura 27. Resultados
negativos. Original.

3.6. Analise estatistica

Os testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher foram utilizados para comparar
proporgdes, de modo a avaliar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas em
relacdo a presenga de anticorpos para T. gondii nos animais analisados de acordo com as

diversas variaveis independentes referidas no ponto 3.2.

Um valor de probabilidade (p) <0,05 foi considerado como estatisticamente

significativo (Petrie e Watson, 2013).

As variaveis para as quais foi demonstrada uma diferenca significativa entre grupos
foram selecionadas para a analise de regressao logistica multipla, de modo a identificar
possiveis fatores de risco para a seroprevaléncia, calculando-se a razao de produtos cruzados

(“ods ratio” — OR) e os seus intervalos de confianga (IC) a 95%.

As analises foram realizadas com o programa IBMS SPSS Statistics 21.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Distribuiciao dos animais incluidos no estudo
No presente estudo foram testados: 48 (13,9%) bovinos, 98 (28,3%) ovinos, 97
(28,0%) caprinos e 103 (29,8%) suinos (Gréfico 1).

Ovinos Suinos
28,3% 29,8%

Bovinos

13,9%

Caprinos
28,0%

Grafico 1. Distribuicao do numero total de animais incluidos no estudo de acordo com a espécie.

4.1.1. Distribuicao dos bovinos incluidos no estudo

Verificou-se que 13,9% (48/346) das amostras recolhidas eram provenientes de
bovinos, das quais 93,8% (45/48) pertenciam a animais do género feminino e 6,2% (3/48) do

género masculino (Grafico 2).

mFémea
= Macho

Grafico 2. Distribuicdo dos bovinos em estudo de acordo com o género.
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Adicionalmente, as fémeas foram distribuidas com base no seu estado reprodutivo:
24,4% (11/45) sem procriagéo prévia (SPP), 17,8% (8/45) com procriagéo prévia (CPP),
13,3% (6/45) gestantes e 44,4% (20/45) o seu estado reprodutivo ndo se encontrava definido

(sem estado reprodutivo definido - SED) (Grafico 3).

m SPP

m CPP
SED

m Gestante

Grafico 3. Distribuicao dos bovinos fémeas em estudo de acordo com o estado reprodutivo.
*Devido a arredondamentos a uma casa decimal somatério da 99,9%, e nao 100%.
Na variavel idade, os animais foram agrupados em dois grupos etarios, jovem e adulto,
tendo como limite 0 comeco da fase reprodutiva. Assim, dos animais testados 25% (12/48)

eram jovens e 75% (36/48) adultos, verificando-se que a maioria dos animais era adulto
(Gréfico 4).
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= Jovem
m Adultos

Grafico 4. Distribuicao dos bovinos em estudo de acordo com a idade.

No que diz respeito a raga, os animais foram incluidos em duas categorias: pura e
cruzada, sendo que 4,2% (2/48) eram de raca pura e 95,8% (46/48) de raca cruzada (Grafico
5).

m Pura

m Cruzada

Grafico 5. Distribuicao dos bovinos em estudo de acordo com a raga.

Dos 48 bovinos testados, 62,5% (30/48) pertenciam a zona norte, 8,3% (4/48) eram
provenientes da zona centro e, 29,2% (14/48) da zona sul (Grafico 6).
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= Norte
m Centro
m Sul

Grafico 6. Distribuicdo dos bovinos em estudo de acordo com a area geografica.

4.1.2. Distribuicao dos ovinos incluidos no estudo

Verificou-se que 28,3% (98/346) das amostras recolhidas eram de ovinos, das quais
75,5%(74/98) pertenciam a animais do género feminino e 24,5% (24/98) do género masculino
(Gréfico 7).

mFémea
= Macho

Grafico 7. Distribuicdo dos ovinos em estudo de acordo com o género.

Adicionalmente, as fémeas foram distribuidas com base no seu estado reprodutivo:

com procriagcéo prévia (CPP) e sem procriacao prévia (SPP), sendo que 58,1% (43/74) das
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fémeas nunca tinham procriado previamente a recolha de sangue, e 41,9% (31/74) ja o tinham

feito pelo menos uma vez (Grafico 8).

u CPP
m SPP

Grafico 8. Distribuicao dos ovinos acordo com o estado reprodutivo das fémeas.

No que diz respeito a idade, os animais foram agrupados em jovem e adulto, tendo
como base a fase reprodutiva. Assim, dos ovinos testados 19,4% (19/98) eram jovens e 80,6%

(79/98) eram adultos, verificando-se que a maioria dos animais era adulto (Grafico 9).

= Jovem
m Adulto

Grafico 9. Distribuicao dos ovinos em estudo de acordo com a idade.

Dos 98 ovinos testados, 53,1% (52/98) pertenciam a zona norte; 33,7% (33/98) a zona
centro e; 13,3% (13/98) a zona sul (Grafico 10).
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= Norte
m Centro
m Sul

Grafico 10. Distribuicdo dos ovinos em estudo de acordo com a area geografica.

4.1.3. Distribuicao dos caprinos incluidos no estudo

Verificou-se que 28% (97/346) das amostras recolhidas eram de caprinos, das quais

69,1% (67/97) eram do género feminino e 30,9% (30/97) do género masculino (Grafico 11).

mFémea
m Macho

Grafico 11. Distribuicdo dos caprinos em estudo de acordo com o género.

Adicionalmente, as fémeas foram distribuidas, com base no seu estado reprodutivo
nas categorias com procriagao prévia (CPP) e sem procriagcéo prévia (SPP), sendo que 73,1%
(49/67) nunca tinham procriado e 26,9% (18/67) apresentaram um ou mais episodios de

procriagao.
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u CPP
m SPP

Grafico 12. Distribuicao dos caprinos acordo com o estado reprodutivo das fémeas.

Segundo a idade, os animais foram agrupados em jovem e adulto, tendo como base a
fase reprodutiva. Assim, dos caprinos testados 23,7% (23/97) eram jovens e 76,3% (74/97)

eram adultos, verificando-se que a maioria dos animais era adulto (Grafico 13).

m Jovem
m Adulto

Grafico 13. Distribuicao dos caprinos em estudo de acordo com a idade.

Dos 97 caprinos testados, 44,3% (43/97) pertenciam a zona norte; 27,8% (27/97) a

zona centro e 27,8% (27/97) a zona sul (Grafico 14).
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= Norte
m Centro
m Sul

Grafico 14. Distribuicdo dos caprinos em estudo de acordo com a area geografica.

*Devido a arredondamentos a uma casa decimal somatério da 99,9%, e ndo 100%.

4.1.4. Distribuicao dos suinos incluidos no estudo

Verificou-se que 29,8% (103/346) das amostras recolhidas eram suinos, das quais
48,5% (50/103) eram do género feminino e 51,5% (53/103) do género masculino (Grafico 15).

mFémea
= Macho

Grafico 15. Distribuicao dos suinos em estudo de acordo com o género.

Foi, ainda possivel proceder no caso dos suinos machos a diviséo de 41,5% (22/53)

castrados e 58,5% (31/53) ndo castrados, sendo que prevalecia uma maioria ndo castrada.
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Segundo a idade, os animais foram agrupados em jovem e adulto, tendo como base a
fase reprodutiva. Assim, dos suinos testados 24,3% (25/103) eram jovens e 75,7% (78/103)

eram adultos, verificando-se que a maioria dos animais era adulto (Grafico 16).

= Jovem
m Adulto

Grafico 16. Distribuicao dos suinos em estudo de acordo com a idade.

No que diz respeito a raca, os animais foram incluidos em duas categorias: Large
White e cruzada, sendo que 12,6% (13/103) eram de raga Large White e 87,4% (90/103) de

raga cruzada (Grafico 17).

m Large White
m Cruzado

Grafico 17. Distribuicao dos suinos em estudo de acordo com a raga.

Dos 103 suinos testados, 40,8% (42/103) pertenciam a zona norte, 19,4% (20/103) a

zona centro e, 39,8% (41/103) a zona sul (Grafico 18).
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= Norte
m Centro
m Sul

Grafico 18. Distribuicado dos suinos em estudo de acordo com a area geografica.
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4.2. Seroprevaléncia de infecao por Toxoplasma gondii nos animais

incluidos no estudo

De um total de 346 amostras analisadas e de acordo com o “cut-off” estabelecido, 193

foram seropositivas representando uma seroprevaléncia geral de 55,8%.

Destes 193 animais seropositivos, 6,7% (13/193) eram bovinos, 34,7% (67/193) eram
ovinos, 35,2% (68/193) eram caprinos e, 23,3% (45/193) eram suinos (Grafico 19).

Grafico 19. Seroprevaléncia de infe¢do por T. gondii em bovinos, ovinos, caprinos e suinos de Sao
Tomé.

*Devido a arredondamentos a uma casa decimal somatério da 99,9%, e ndo 100%.
Dos 193 soros positivos, 14 possuiam um titulo de 20, 1 apresentava um titulo de 100

(bovinos) e 178 animais um titulo igual ou superior a 400. Assim, 92,2% dos 193 soros

positivos apresentaram um titulo elevado, ou seja, igual ou superior a 400.

Foram detetadas diferencas estatisticamente significativas na comparagao aos pares
entre as diferentes espécies, na area geografica nos bovinos e pequenos ruminantes e, na

idade nos caprinos.
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4.2.1. Seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii em bovinos

Dos 48 bovinos testados, 27,1% (13/48) foram seropositivos, dos quais 1 apresentou

um titulo de 100 e 12 animais um titulo igual ou superior a 400 (Tabela 7).

Das 45 fémeas, 24,4% (11/45) foram seropositivas (Grafico 20), das quais uma
apresentou num titulo de 100 e 10 animais um titulo igual ou superior a 400, sendo que 36,4%

das SPP (4/11) foram seropositivas para um titulo igual ou superior a 400.

75,6%

24,4%

Fémea

m Seropositivas m Seronegativas

Grafico 20. Seroprevaléncia de infegao por T. gondii nos bovinos fémeas

Das 14 fémeas gestantes e CPP, 7,1% (1/14) foram seropositivas para um titulo de
100 e 21,4% (3/14) para um titulo igual ou superior a 400. As fémeas sem estado reprodutivo

definido nao foram contabilizadas para esta analise estatistica.

Dos trés machos incluidos no estudo, 66,7% (2/3) foram seropositivos para um titulo

igual ou superior a 400 (Gréfico 21).
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66,6%

33,4%

Macho

m Seropositivos  m Seronegativos

Grafico 21. Seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii nos bovinos machos.

Em relacdo a variavel idade, 41,7% (5/12) dos bovinos jovens com um titulo igual ou
superior a 400 (Grafico 22) e, 22,2% (8/36) dos adultos foram seropositivos, sendo que 2,8%
(1/36) apresentaram um titulo de 100 e 19,4% (7/36) um titulo igual ou superior a 400 (Grafico
23).

14,6% = Adulto

75,0% 25,0% Jovem seropositivo

10,4% Jovem seronegativo

Grafico 22. Distribuicao dos bovinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infegdo por T.
gondii em jovens.

Laranja-acastanhado: percentagem de jovens no estudo.

Amarelo: percentagem de jovens seropositivos a T. gondii, no universo dos bovinos testados.
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m Jovem
25,0% 75,0% 9 Adulto seropositivo
m Adulto seronegativo

Grafico 23. Distribuicao dos bovinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infegao por T.
gondii em adultos.

Vermelho-tijolo: percentagem de adultos no estudo.
Azul: percentagem de adultos seropositivos a T. gondii, no universo dos bovinos testados.

No que diz respeito a raca, todos os bovinos de raga pura 4,2% (2/48) foram
seronegativos. Dos 95,8% (46/48) bovinos ragca cruzada, 2,2% (1/46) seropositivo

apresentava um titulo de 100 e 26,1% (12/46) um titulo igual ou superior a 400 (Gréfico 24).

MAT 400

MAT 100 2747

Grafico 24. Seroprevaléncia por titulo (MAT 100 e MAT 400), em bovinos de raga cruzada.

Em relacéo a localizagao geogréfica, na zona norte 10% (3/30) foram seropositivos,
sendo que 3,3% (1/30) apresentava titulo de 100 e 6,7% (2/30) um titulo igual ou superior a
400 (Grafico 25).
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MAT 400

MAT 100

Grafico 25. Seroprevaléncia de infegao por T. gondii em bovinos da zona norte de acordo com o
titulo (MAT 100 e MAT 400).

Na zona centro nao se verificou a existéncia de animais seropositivos para T. gondii.
Por outro lado, na zona sul, 71,4% (10/14) dos bovinos foram seropositivos com um titulo igual
ou superior a 400 (Grafico 26). Foi observada uma seroprevaléncia significativamente mais
elevada (p <0,001) em bovinos provenientes da zona sul, quando comparados com os bovinos

da zona norte.

MAT 400

Grafico 26. Seroprevaléncia por titulo em bovinos na zona sul.

A Tabela 7 apresenta os valores de seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii em

bovinos de Sdo Tomé de acordo com as variaveis independentes, e respetivos titulos.

75



PARTE Il — Componente experimental

Tabela 7. Seroprevaléncia de infecao por Toxoplasma gondii em bovinos de Sdo Tomé de acordo

com género, idade, raca e area geografica.

*Limiar de positividade (“cut-off”); IC: intervalo de confianga de 95%; 2°p < 0,001.

% positivos (n) % positivos (n)

24,4 (11) 129-39,5 22,2 (10) 11,2 - 37,1
66,7 (2) 9,4 -99,2 66,7 (2) 9,4 -99,2
41,7 (5) 15,2-72,3 41,7 (5) 15,2-72,3
22,2 (8) 10,1-39,1 194 (7) 8,2-36,0
0,0 (0) 0,0-84,2 0,0 (0) 0,0-84,2
28,3 (13) 16,0-43,5 26,1 (12) 14,3 - 41,1
10,0 (3)2 21-26,5 6,7 (2)° 0,8-22,1
0,0 (0) 0,0 -60,2 0,0 (0) 0,0 -60,2
71,4 (10)° 41,9-916 71,4 (100 419-91,6
27,1 (13) 15,3-41,8 25,0 (12) 13,6 — 39,6
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4.2.2. Seroprevaléncia de infe¢cao por T. gondii em ovinos

Dos 98 ovinos testados, 68,4% (67/98) foram seropositivos, dos quais 3 apresentaram

um titulo de 20 e 64 animais um titulo igual ou superior a 400 (Tabela 8).

Das 74 fémeas, 79,7% (59/74) eram seropositivas (Grafico 27), das quais 4,1% (3/74)

apresentaram um titulo de 20 e 75,7% (56/74) um titulo igual ou superior a 400.

79,7%

20,3%

Fémea

m Seropositivas m Seronegativas

Grafico 27. Seroprevaléncia de infecao por T. gondii nos ovinos fémeas

Com base no seu estado reprodutivo, 4,7% (2/43) das fémeas SPP foram seropositivas
com um titulo de 20, e 67,4% (29/43) um titulo igual ou superior a 400; 3,2% (1/31) das fémeas
CPP foram seropositivas com um titulo de 20 e 87,1% (27/31) apresentaram um titulo igual

ou superior a 400.

Dos 24 machos testados, 33,3% (8/24) foram seropositivos com um titulo igual ou
superior a 400 (Grafico 28).
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66,7%

33,3%

Macho

m Seropositivos  m Seronegativos

Grafico 28. Seroprevaléncia de infegao por T. gondii nos ovinos machos.

Dos 19 ovinos jovens, 10,5% (2/19) foram seropositivos com um titulo de 20 e 26,3%
(5/19) apresentaram um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 29); dos 79 ovinos adultos
75,9% (60/79) foram seropositivos, sendo que 1,2% (1/79) apresentaram um titulo de 20 e

74,7% (59/79) possuiam um titulo igual ou superior a 400 (Gréfico 30).

12,2%
m Adulto

80,6% 19,4% Jovem seropositivo

Jovem seronegativo

Grafico 29. Distribuicao dos ovinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infegao por T. gondii
em jovens.

Laranja-acastanhado: percentagem de jovens no estudo.

Amarelo: percentagem de jovens seropositivos a T. gondii, no universo dos ovinos testados.
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61,2%
= Jovem

19,4% 80,6% Adulto seropositivo

48:4% Adulto seronegativo
,4/0

Grafico 30. Distribuicao dos ovinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infegao por T. gondii
em adultos.

Vermelho-tijolo: percentagem de adultos no estudo.
Azul: percentagem de adultos seropositivos a T. gondii, no universo dos ovinos testados.

Em relacdo a localizagao geografica, na zona norte, 57,7% (30/52) dos ovinos foram
seropositivos, dos quais 1,9% (1/52) apresentaram um titulo 20 e 55,8% (29/52) um titulo igual

ou superior a 400 (Grafico 31).

MAT 400 55,8%

MAT 20 K5

Grafico 31. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em ovinos, na zona norte.

Na zona centro 93,9 %(31/33) dos ovinos foram seropositivos, dos quais 3,0% (1/33)
possuiam um titulo de 20 e 90,9%(30/33) um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 23).
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MAT 400

MAT 20 Ki}

Grafico 32. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em ovinos, na zona centro.

Na zona sul 46,2% (6/13) dos animais foram seropositivos, 7,7% (1/13) com um titulo
de 20 e 38,5% (5/13) com um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 33).

MAT 400

MAT 20

Grafico 33. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em ovinos, na zona sul.

A Tabela 8 apresenta os valores de seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii em ovinos
de Sao Tomé de acordo com as variaveis independentes, e respetivos titulos; sendo possivel

identificar como possivel fator de risco a area geografica (p < 0,001).
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Tabela 8. Seroprevaléncia de infecado por Toxoplasma gondii em ovinos de Sdo Tomé de acordo com
género, idade e area geografica.

% positivos (n) % positivos (n)

79,7 (59) 68,8 — 88,2 75,7 (56) 64,3 — 84,9
33,3 (8) 15,6 — 55,3 33,3 (8) 15,6 — 55,3
36,8 (7) 16,3-61,6 26,3 (5) 9,1-51,2
75,9 (60) 65,0 — 84,9 74,7 (59) 63,6 — 83,8
57,7 (30)° 43,2-713 55,8 (29)° 41,3-69,5
93,9 (31)2° 79,8 - 99,3 90,9 (30)°¢ 75,7 —98,1
46,2 (6)° 19,2-74,9 38,5 (5)° 13,9-68,4
68,4 (67) 58,2 — 77,40 65,3 (64) 55,0-74,6

*limiar de positividade (“cut-off’); IC: intervalo de confianga de 95%;
MAT: “modified agglutination test” #b¢dp = 0,003.

4.2.3. Seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii em caprinos

Dos 97 caprinos testados, 70,1% (68/97) foram seropositivos, dos quais 3

apresentaram um titulo de 20 e 65 animais um titulo igual ou superior a 400 (Tabela 9).

Das 67 fémeas 76,1% (51/67) foram seropositivas, das quais 3,0% (2/67)
apresentaram um titulo de 20 e 73,1% (49/67) um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 34).
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76,1%

23,9%

Fémea

m Seropositivas m Seronegativas

Grafico 34. Seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii nos caprinos fémeas

Com base no seu estado reprodutivo, 2,0% (1/49) das fémeas SPP foram seropositivas
com um titulo de 20, e 69,4% (34/49) um titulo igual ou superior a 400; 5,6% (1/18) das fémeas
CPP foram seropositivas com um titulo de 20 e 83,3% (15/18) apresentaram um titulo igual

ou superior a 400.

Dos 30 machos testados, 3,4% (1/30) positivo num titulo de 20 e 53,3% (16/30) foram

seropositivos para um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 35).

56,7%

Macho

43,3%

m Seropositivos  m Seronegativos

Grafico 35. Seroprevaléncia de infegao por T. gondii nos caprinos machos.

Dos 23 caprinos jovens, 34,8% (8/23) foram seropositivos para um titulo igual ou

superior a 400 (Grafico 36); dos 74 caprinos adultos 81,1% (60/74) foram seropositivos, sendo
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que 4,1% (3/74) apresentaram um titulo de 20 e 77,0% (57/74) possuiam um titulo igual ou
superior a 400 (Grafico 37).

m Adulto

Jovem seropositivo

76,3% 23,7%

m Jovem seronegativo

Grafico 36. Distribuicao dos caprinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infecao por T.
gondii em jovens.

Laranja-acastanhado: percentagem de jovens no estudo.

Amarelo: percentagem de jovens seropositivos a T. gondii, no universo dos caprinos testados.

= Jovem
23,7% 76,3% = Adulto seropositivo

m Adulto seronegativo

Grafico 37. Distribuicao dos caprinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infegcao por T.
gondii em adultos.

Vermelho-tijolo: percentagem de adultos no estudo.
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Azul: percentagem de adultos seropositivos a T. gondii, no universo dos caprinos testados.

Na zona norte, 55,8% (24/43) dos caprinos foram seropositivos com um titulo igual ou
superior a 400 (Grafico 38).

MAT 400

Grafico 38. Seroprevaléncia por titulo (MAT 400) em caprinos, na zona norte.

Na zona centro 88,9%(24/27) dos caprinos foram seropositivos, dos quais 3,7% (1/27)

possuia um titulo de 20 e 85,2% (23/27) num titulo igual ou superior a 400 (Grafico 39).

MAT 400

MAT 20 Xg

Grafico 39. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em caprinos, na zona centro.

Na zona sul 74,1% (20/27) dos animais foram seropositivos, 7,4% (2/27) com um titulo
de 20 e 66,7% (18/27) com um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 40).
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MAT 400

MAT 20 prg:b7

Grafico 40. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em caprinos, na zona sul.

A Tabela 9 apresenta os valores de seroprevaléncia de infe¢ao por T. gondii em
caprinos de Sdo Tomé de acordo com as variaveis independentes, e respetivos titulos; sendo

possivel identificar como possivel fator de risco a idade e area geografica (p < 0,001).

Tabela 9. Seroprevaléncia de infecado por Toxoplasma gondii em caprinos de S&do Tomé de acordo
com género, idade e area geogréafica.

Variavel/categoria Titulo MAT 20* IC (%) Titulo MAT 400 IC (%)
% positivos (n) % positivos (n)
Género
Feminino 76,1 (51) 64,1—-85,7 73,1 (49) 60,9 — 83,2
Masculino 56,7 (17) 37,4-745 53,3 (16) 34,3-71,7
Idade p < 0,001 p < 0,001
Jovem 34,8 (8) 16,4 - 57,3 34,8 (8) 16,4 - 57,3
Adulto 81,1 (60) 70,3-89,2 77,0 (57) 65,8 — 86,0
Area geografica | p <0,011 p < 0,039
Norte 55,8 (24) 39,9-70,9 55,8 (24) 39,9-70,9
Centro 88,9 (24) 70,8-97,6 85,2 (23) 66,3 — 95,8
Sul 74,1 (20) 53,7 -88,9 66,7 (18) 46,0 — 83,5
Total 70,1 (68) 60,0-79,0 67,0 (65) 56,7 — 76,2

*limiar de positividade (“cut-off”); IC: intervalo de confianca de 95%.
MAT: “modified agglutination test” ?p = 0,024.

85



PARTE Il — Componente experimental

4.2 4. Seroprevaléncia de infegao por T. gondii em suinos

Dos 103 suinos testados, 43,7% (45/103) foram seropositivos, dos quais 8
apresentaram um titulo de 20 e 37 animais um titulo igual ou superior a 400 (Tabela 10).

Das 50 fémeas estudadas 42,0% (21/50) foram seropositivas (Grafico 41), das quais
10,0% (5/50) apresentaram um titulo de 20 e 32,0% (16/50) um titulo igual ou superior a 400.

58,0%

42,0%

Fémea

m Seropositivas m Seronegativas

Grafico 41. Seroprevaléncia de infecao por T. gondii nos suinos fémeas

Dos 53 machos testados, 45,3% foram seropositivos, dos quais 5,7% (3/53)

apresentaram um titulo de 20 e 39,6% (21/53) um titulo igual ou superior a 400 (Gréfico 42).

54,7%
45,3%

Macho

m Seropositivos m Seronegativos

Grafico 42. Seroprevaléncia de infecao por T. gondii nos suinos machos.
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No caso dos suinos machos, dos 22 animais castrados, 4,5% (1/22) foram
seropositivos com um titulo de 20 e 45,5% (10/22) foram seropositivos com um titulo igual ou
superior a 400. No que diz respeito aos 31 suinos ndo castrados, 6,4% (2/31) foram
seropositivos com um titulo de 20 e 35,5% (11/31) apresentaram um titulo igual ou superior a
400.

Dos 25 suinos jovens 8,0% (2/25) foram seropositivos para um titulo de 20 e 52,0%
(13/25) apresentavam um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 43); dos 78 suinos adultos
38,5% (30/78) foram seropositivos, sendo que 7,7% (6/78) apresentaram um titulo de 20 e
30,8% (24/78) possuiam um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 44).

m Adulto
75,7% 24,3% Jovem seropositivo

14,6% Jovem seronegativo

Grafico 43. Distribuicao dos suinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infecao por T. gondii
em jovens.

Laranja-acastanhado: percentagem de jovens no estudo.

Amarelo: percentagem de jovens seropositivos a T. gondii, no universo dos suinos testados.
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m Jovem
24,3% 75,7% m Adulto seropositivo
m Adulto seronegativo

Grafico 44. Distribuicao dos suinos de acordo com a idade e seroprevaléncia de infecao por T. gondii
em adultos.

Vermelho-tijolo: percentagem de adultos no estudo.
Azul: percentagem de adultos seropositivos a T. gondii, no universo dos suinos testados.

No que diz respeito a raga, 61,5% dos suinos da raga Large White foram seropositivos,
dos quais 7,7% (1/13) apresentava um titulo de 20 e 53,8% (7/13) um titulo igual ou superior

a 400 (Grafico 45).

MAT 400

MAT 20

Grafico 45. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400), em suinos raca Large White.
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Dos 41,1% suinos raga cruzada seropositivos, 7,8% (7/90) seropositivos

apresentavam um titulo de 20 e 33,3% (30/90) um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 46).

MAT 400

MAT 20

Grafico 46. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400), em suinos de raga cruzada.

Na zona norte 45,2% (19/42) dos suinos foram seropositivos, 11,9% (5/42) com um
titulo de 20 e 33,3% (14/42) um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 47).

MAT 400

MAT 20 11,9%

Grafico 47. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em suinos, na zona norte.

Na zona centro, 50,0%(10/20) dos suinos foram seropositivos com um titulo igual ou
superior a 400 (Grafico 48).
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MAT 400

Grafico 48. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em suinos, na zona centro.

Na zona sul, 39,0% (16/41) dos animais foram seropositivos, 7,3% (3/41) com um titulo
de 20 e 31,7% (13/41) um titulo igual ou superior a 400 (Grafico 49).

MAT 400

MAT 20

Grafico 49. Seroprevaléncia por titulo (MAT 20 e MAT 400) em suinos, na zona sul.

A Tabela 10 apresenta os valores de seroprevaléncia de infecdo por T. gondii em
suinos de Sao Tomé de acordo com as variaveis independentes, e respetivos titulos; nao

sendo possivel identificar qualquer fator de risco.
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Tabela 10. Seroprevaléncia de infegao por Toxoplasma gondii em suinos de Sdo Tomé de acordo
com género, idade, raca e area geogréafica.

Variavel/categoria Titulo MAT 20* IC (%) Titulo MAT 400 IC (%)
% positivos (n) % positivos (n)
Género
Feminino 42,0 (21) 28,2 - 56,8 32,0 (16) 19,5-46,7
Masculino 45,3 (24) 31,6 — 59,5 39,6 (21) 26,4 -54,0
Idade
Jovem 60,0 (15) 38,7-78,9 52,0 (13) 31,3-72,2
Adulto 38,5 (30) 27,7-50,2 30,8 (24) 20,8-42,2
Racga
Large White 61,5 (8) 31,6 — 86,1 53,8 (7) 25,1-80,8
Cruzados 41,1 (37) 30,8 -52,0 33,3 (30) 23,7-44,0
Area geografica
Norte 45,2 (19) 29,8 -61,3 33,3 (14) 19,6 — 49,5
Centro 50,0 (10) 272-728 50,0 (10) 272-72,8
Sul 39,0 (16) 242 -555 31,7 (13) 18,1 — 48,1
Total 43,7 (45) 33,9-53,8 35,9 (37) 35,8 -55,7

*limiar de positividade (“cut-off”); IC: intervalo de confianca de 95%.

4.2.5. Seroprevaléncia de infegao por T. gondii nas varias espécies em estudo

quando comparadas aos pares

Numa comparagdo aos pares foram detetadas diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,001) entre ovinos e suinos, ovinos e bovinos, caprinos e suinos, e caprinos

€ bovinos (Tabelas 11 e 12).

Assim, existe uma maior probabilidade de aquisicdo de infecdo dos ovinos
relativamente aos suinos nas duas titulagbes. Sendo que 68,4% dos ovinos foram
seropositivos, enquanto os suinos apresentaram 43,7% de seropositivos com um titulo de 20.
Para um titulo igual ou superior a 400, 65,3% dos ovinos foram seropositivos

comparativamente aos 35,9% verificados nos suinos.

Os caprinos apresentaram uma maior probabilidade de infecao relativamente aos
suinos nas duas titulagdes. Sendo que 70,1% dos caprinos foram seropositivos, enquanto os
suinos apresentaram 43,7% de seropositivos com um titulo de 20. Para um titulo igual ou
superior a 400, 67,0% dos caprinos foram seropositivos comparativamente aos 35,9% dos

suinos.
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Os ovinos demonstraram uma maior probabilidade de infe¢do relativamente aos
bovinos nas duas titulagdes. Sendo que 68,4% dos ovinos foram seropositivos, enquanto os
bovinos apresentaram 27,1% de seropositivos com um titulo de 20. Para um titulo igual ou
superior a 400, 65,3% dos ovinos foram seropositivos comparativamente aos 25,0% dos

bovinos.

Os caprinos apresentaram uma maior probabilidade de infecao relativamente aos
bovinos nas duas titulagdes. Sendo que 70,1% dos caprinos foram seropositivos, enquanto
0s bovinos apresentaram 27,1% de seropositivos com um titulo de 20. Para um titulo igual ou
superior a 400, 67,0% dos caprinos foram seropositivos comparativamente aos 25,0% dos

bovinos.

No geral a seroprevaléncia mais elevada, em ambos os titulos, foi registada nos

caprinos, seguindo-se por ordem decrescente 0os ovinos, 0s suinos e os bovinos.

Tabela 11. Valores de probabilidade (p) observados apds comparacao aos pares entre as espécies,
de acordo com o limiar de positividade estabelecido

Seropositivos (%) Suinos Ovinos Caprinos Bovinos
Suinos (43,7%) — p < 0,001 p < 0,001 p < 0,051
Ovinos (68,4%) — p <0,792 p < 0,001
Caprinos (70,1%) — p < 0,001
Bovinos (27,1%) —

Tabela 12. Valores de probabilidade (p) observados apds comparacao aos pares entre as espécies,
de acordo com titulo > ou = 400

Seropositivos (%) Suinos Ovinos Caprinos Bovinos

Suinos (35,9%) — p < 0,001 p < 0,001 p <0,182
Ovinos (65,3%) — p < 0,801 p < 0,001
Caprinos (67,0%) — p < 0,001

Bovinos (25,0%) —

4.3. Fatores de risco

As variaveis que apresentam no Qui-quadrado um valor de p <0,05 foram

consideradas para a analise de regressao logistica multipla.
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A Tabela 13 apresenta os fatores de risco para a infe¢ao por T. gondii em bovinos,

ovinos e caprinos de Sdo Tomé tendo em consideragao o limiar de positividade.

Tabela 13. Fatores de risco para a infe¢gao por Toxoplasma gondii em bovinos, ovinos e caprinos de
Sao Tomé por regressao logistica mdltipla (limiar de positividade).

Espécielvariavel/categoria | N° de Seroprevaléncia | OR IC (%)
animais | (%)
Bgvinos 48 27,1
Area Geografica
Norte 30 10,0 1 (referéncia)
Centro 4 0,0 0,0(p=0,999) |0,0-0,0
Sul 14 71,4 22,5 (p<0,001) | 4,3-118,8
Ovinos 98 68,4
Norte 52 57,7 1 (referéncia)
Centro 33 93,9 11,4 (p = 0,002) | 2,5-52,6
Sul 13 46,2 0,6 (p=0,456) | 0,2-2,1
Caprinos 97 70,1
Jovem 23 34,8 1 (referéncia)
Adulto 74 81,8 6,7 (p=0,001) | 2,3-19,6
Area Geografica
Norte 43 55,8 1 (referéncia)
Centro 27 88,9 4,4 (p =0,040) | 1,1-18,0
Sul 27 74,1 23(p=0,158) |0,7-7,2

Os bovinos provenientes da zona sul apresentaram uma seroprevaléncia
significativamente mais elevada quando comparados com os da zona norte, possuindo um
risco de aquisi¢ao de infe¢do 22,5 vezes superior (OR =22,5; 95% IC: 4,3-118,8) aos animais

que habitavam na zona norte.

Os ovinos provenientes da zona centro apresentaram mais 11,4 probabilidade de

aquisicao da infecao (OR = 11,4; 95% IC: 2,5-52,6) do que os ovinos da zona norte.

Os fatores de risco para a infegcao por T. gondii em caprinos por ordem decrescente
foram a idade adulta dos animais (OR =6,7; 95% IC: 2,3-19,6) e a zona centro de proveniéncia
(OR =4,4; 95% IC: 1,1-18,0).

A Tabela 14 apresenta os fatores de risco para a infecdo por T. gondii nos animais de

Sao Tomé tendo em consideracgao o titulo igual ou superior a 400.

93



PARTE Il — Componente experimental

Tabela 14. Fatores de risco para a infe¢gao por Toxoplasma gondii em bovinos, ovinos e caprinos de
Sao Tomé por regresséo logistica mdltipla (titulo 400)

Espécielvariavel/categoria | N° de Titulo 400 OR IC (%)
animais | (%)
Bovinos 48 25,0
Area Geografica
Norte 30 6,7 1 (referéncia)
Centro 4 0,0 0,0 (p = 0,999) 0,0-0,0
Sul 14 71,4 35,0 (p<0,001) | 5,5-2214
Ovinos 98 65,3
Area Geografica
Norte 52 55,8 1 (referéncia)
Centro 33 90,9 7,9 (p=0,002) 21-293
Sul 13 38,5 0,5 (p = 0,269) 01-17
Caprinos 97 67,0
Idade
Jovem 23 34,8 1 (referéncia)
Adulto 74 77,0 5,2 (p=10,002) 1,8 -14,6
Norte 43 55,8 1 (referéncia)
Centro 27 88,9 3,2 (p =0,075) 0,9-11,5
Sul 27 74,1 1,5 (p = 0,460) 05-44

Os bovinos provenientes da zona sul

apresentaram uma seroprevaléncia

significativamente mais elevada quando comparados com os da zona norte, possuindo um

risco de aquisicao de infecao 35 vezes superior (OR = 35,0; 95% IC: 5,5-221,4) aos animais

que habitavam na zona norte.

Os ovinos provenientes da zona centro apresentaram mais 7,9 probabilidade de

aquisicao da infecdo (OR =7,9; 95% IC: 2,1-29,3) do que os ovinos da zona norte.

Nos caprinos, o fator de risco para a infegdo por T. gondii, foi a idade adulta dos

animais apresentando mais 5,2 probabilidade de infegdo (OR = 5,2; 95% IC: 1,8-14,6) do que

em animais jovens.
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5. DISCUSSAO

O estudo das zoonoses, na medida em que estas representam uma preocupacgao
constante para as autoridades e profissionais de salude publica e médicos veterinarios, levam
a necessidade de mais investigacdes e a adogao de medidas profilaticas. Note-se que é cada
vez mais reconhecido e praticado o conceito “One Health” (Uma S6 Saude, em Portugal), que
representa uma visao holistica que aborda desafios complexos e reconhece as ligagdes

existentes entre a saude humana, sanidade animal e o meio ambiente (FAO, 2017).

Neste trabalho cientifico foi possivel constatar que, das amostras obtidas a nivel das
exploragdes, no caso dos bovinos e dos pequenos ruminantes, observou-se uma
percentagem superior de fémeas em relagao aos machos. Pelo contrario, nas amostras de
suinos, colhidas no matadouro, constatou-se uma percentagem relativamente superior de
machos (51,5%) quando comparada com as fémeas (48,5%). Isto deve-se ao facto de as
fémeas serem de elevado valor reprodutivo ao contrario dos machos que normalmente sao

refugados.

A racga foi apenas descrita como variavel nos bovinos e suinos, pois nos pequenos
ruminantes todos os animais testados pertenciam a uma unica raga Nacional, considerada

como autoctone na RDSTP.

Com base na area geografica observou-se uma maior discrepancia na distribuigdo dos
bovinos devido unicamente a ndo homogeneidade das amostras colhidas; ao contrario do

observado nas outras espécies testadas.

O presente trabalho representa, até ao momento de realizagao desta dissertacao, o
primeiro estudo realizado sobre a infe¢gao por T. gondii em animais da RDSTP. A analise das
346 amostras revelou uma prevaléncia de anticorpos para T. gondii de 55,8%. Dos 193
animais seropositivos, 6,7% (13/193) eram bovinos, 34,7% (67/193) eram ovinos, 35,2%
(68/193) eram caprinos e, 23,3% (45/193) eram suinos. Destes 193 animais seropositivos

92,2% apresentavam um titulo elevado, igual ou superior a 400.

Como foi referido ao longo desta dissertagdo, o método de diagndstico de infegao por
T. gondii escolhido foi o MAT, que é um teste simples que deteta IgG, excluindo as IgM, uma
vez que o 2-ME utilizado nesta técnica inativa as IgM especificas e inespecificas (Silva et al.,
2007). Assim sendo com a metodologia utilizada, é possivel afirmar que a infe¢do apresenta

um caracter crénico nos animais seropositivos.
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Tendo como base as espécies alvo de estudo, com 70,1%, 0s caprinos representam
a maior seroprevaléncia registada, seguida dos ovinos com 68,4%, embora a literatura
geralmente indique que a prevaléncia de infecdo € maior em ovinos do que em caprinos
(Chikweto et al., 2011; Lopes et al., 2013) devido a sele¢do de alimento, sendo que os
caprinos optam normalmente por folhas de arbustos mais altos, enquanto os ovinos sao
pastores que tendem a comer gramineas e trevos proximos ao solo sendo, portanto, mais
propensos a contactarem com os oocistos do protozoario (Hamilton et al., 2014). Foram
descritas diferengas estatisticamente significativas entre estas espécies quando comparadas,
respetivamente, a bovinos e suinos. Ou seja, entre os animais de interesse pecuario, os

pequenos ruminantes sdo os mais suscetiveis a infegao por T. gondii (Innes, 1997).

A elevada seroprevaléncia observada nos pequenos ruminantes do presente estudo,
pode dever-se ao sistema extensivo praticado pelas exploracdes analisadas, bem como a
existéncia de condigbes climaticas adequadas na ilha de Sado Tomé, para a esporulagao e
sobrevivéncia de oocistos de T. gondii (Fan et al., 2012). Animais que se alimentam de pastos,
como bovinos e pequenos ruminantes, estdo mais sujeitos a infecao por T. gondii, devido ao
contacto com o solo, sendo por isso a seroprevaléncia mais elevada nos pequenos ruminantes
comparativamente aos suinos (Hamilton et al., 2014). Por sua vez, os suinos, que se
alimentam a base de casca de cevada, fruta-pao, frutas como banana e jaca, matabala e
vegetais, demonstraram neste estudo uma seroprevaléncia acima do esperado, com 43,7%,
0 que podera levar a admitir que a forma de aquisicdo da infecdo resida na transmissao
horizontal. Esta via podera ser a mais prevalente devido a alimentacgao rica em vegetais crus
e frutas ndo lavados (Hung et al., 2007), justificando assim seroprevaléncias elevadas em

suinos e no ser humano na RDSTP.

Ja em relacdo aos bovinos, com a menor seropositividade observada, 27,1%, € uma
das espécies mais resistentes a toxoplasmose. Embora seja facilmente infetado por T. gondii,
a infegdo nao resulta em doenga ou aborto (Innes, 1997). Curiosamente, acredita-se que os
bovinos alberguem menos quistos tecidulares de T. gondii, que n&o persistem durante a vida
util do hospedeiro (Dubey, 1986), ao contrario do que sucede nos ovinos € humanos (Innes,
1997). As razdes para tal variagdo na suscetibilidade das espécies a este protozoario sao
desconhecidas, sendo que algumas espécies sdo extremamente sensiveis a infecdo e
parecem ficar sobrecarregadas antes que o sistema imunoldgico seja capaz de reagir,
enquanto outras como humanos e ovinos, que sao de suscetibilidade intermediaria, o sistema
imunitario atua mais eficazmente e geralmente é capaz de controlar a parasitemia, resultando

em um encapsulamento do parasita (Pita Gon-dun et al., 1999; Sharif et al., 2007).
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Dados registados na Nigéria detetaram valores de seroprevaléncia de 13,9% em
bovinos, 29,1% em suinos (Onyiche e Ademola, 2015), e de 6,7% em ovinos e 4,6% em
caprinos (Kamani et al., 2010). Estes resultados, comparativamente aos obtidos neste
trabalho cientifico, refletem um potencial aumento na RDSTP das seroprevaléncias em todas

as espécies.

Para os pequenos ruminantes, os resultados obtidos entre o nordeste da Nigéria
(Borno) e a RDSTP, podem dever-se ao facto de as condi¢des climaticas serem diferentes
entre estas duas areas geograficas, uma vez que Borno é caracterizado por um clima de
temperaturas altas durante todo o ano e uma humidade relativa baixa, que varia entre os 13%
nos meses mais secos e de 70 a 80% nos meses de julho e agosto (Anon, 2003; Kamani et
al., 2010), ao contrario da RDSTP que apresenta uma temperatura média de 26°C e onde nas
regides de maior altitude a humidade relativa do ar ronda os 75%, e chove até na estacao
seca (Tenreiro, 1961; Menezes, 2003; Costa et al., 2014).

Uma observacao semelhante foi relatada no Irao (Sharif et al., 2006) e na Sérvia (lvana
et al., 2006), onde a maior prevaléncia de infecao por T. gondii foi observada em ambientes
quentes e humidos em comparagao com meios frios e secos, devido a uma maior viabilidade

dos oocistos deste parasita em condi¢cdes humidas (Rahimi et al., 2015).

No caso dos bovinos, e apesar de estar relatada uma maior resisténcia ao parasita
(Pita Gon-dun et al., 1999; Sharif et al., 2007), no presente estudo mais de 2 da populacao
apresentou-se infetada, ao contrario do descrito em Ibadan, na Nigéria por Onyiche e Ademola
(2015). Estes resultados foram justificados por Onyiche e Ademola (2015), devido a
deficiéncias no saneamento, falta de agua potavel e ao maneio inadequado de residuos,
razdes estas que também poderao estar na origem da elevada infecao registada na RDSTP.
No entanto, mais estudos sao necessarios por forma a identificar potenciais fontes de

transmissao.

Foi observada uma seroprevaléncia de 43,7% em suinos de Sdo Tomé, sendo superior
aos 29,1% obtidos por Onyiche e Ademola (2015) na regido de Ibadan, na Nigéria. T. gondii
€ raramente detetado em confinamentos de suinos criados em paises desenvolvidos (Dubey,
2009), enquanto nos paises subsaarianos, mais especificamente, no Burkina Faso, os porcos
sdo criados principalmente de maneira tradicional em pequenas comunidades agricolas
(Carabin et al., 2015; Timbilfou et al., 2012). A seroprevaléncia no Burkina Faso (29%) é
semelhante as apresentadas nos outros paises africanos na Tabela 10, confirmando a
importancia dos porcos como hospedeiros intermediarios de T. gondii (Bamba et al., 2016).

Os quistos musculares de T. gondii podem persistir, na carne de suinos, por um longo periodo
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de tempo, sendo este protozoario identificado como um dos riscos biolégicos mais relevantes
no contexto de inspec¢ao sanitaria de suinos (EFSA, 2007,2011). No entanto, a carne destes
hospedeiros entra na cadeira alimentar sem uma inspec¢ao apropriada de modo a verificar a
presenca de T. gondii (Dorny et al., 2009; Blagojevic e Antic, 2014). Em comparagado com a
carne bovina e de aves, € mais provavel que a carne de porco esteja infetada com T. gondii

devido a elevada suscetibilidade dos suinos a infegao (Hill e Dubey, 2013).

E importante ainda realcar que estas diferencas na seroprevaléncia entre a Nigéria e
a RDSTP poderao advir do método seroldgico utilizado no estudo (Hashemi-Fesharki, 1996;
Dubey, 2010), tendo sido utlizado ELISA por Onyiche e Ademola (2015) e Kamani et al.
(2010), e o MAT nesta dissertagcdo de mestrado. ELISA permite a analise de um numero
elevado de amostras, mas tem como desvantagem uma maior complexidade em comparagao
com o MAT (Garcia et al., 2006) que é considerado sensivel e especifico para o diagndstico

da infegao cronica por T. gondii em animais (Dubey et al., 1995).

No presente trabalho, das 236 fémeas testadas 60,2% foram seropositivas; e dos 110
machos testados 46,4% foram seropositivos para infecdo por T. gondii. Dependendo da
espécie estudada observou-se uma seroprevaléncia superior nos suinos machos, e nas
restantes espécies a seroprevaléncia mais elevada pertenceu as fémeas; apesar disso nao

houve diferengas significativas.

A seropositividade observada segundo a idade, foi de 44,3% para jovens e de 59,2%
para adultos. Dependendo da espécie observou-se uma seroprevaléncia superior nos adultos,
no caso dos pequenos ruminantes e dos bovinos, e nos suinos o inverso. Nos caprinos foi
identificado como fator de risco para a infe¢do por T. gondii a idade adulta apresentando os

caprinos adultos 5,2 vezes mais probabilidade de serem infetados do que os animais jovens.

Estes resultados, por género e por idade, poderdo comprovar que as diferencas na
seroprevaléncia, entre pequenos ruminantes jovens e adultos, estdo provavelmente
relacionadas com a transmiss&o oral, sendo que 0s animais mais velhos estdo expostos por
mais tempo as formas infetantes do protozoario (Lundén et al., 1994). Os anticorpos de T.
gondii adquiridos colostralmente em ovelhas e outros animais declinam para niveis
indetetaveis aos 3 meses de idade, comprovando assim que a transmissao congénita nao

esta associada a uma espécie animal em particular (Waldeland, 1976; Dubey, 2010).

Na categoria raca apenas foi possivel dividir os efetivos bovinos (4,2% pura e 95,8%
cruzada) e suino (12,6% Large White e 87,4% cruzada). No caso especifico dos suinos, os

resultados obtidos remetem para uma seroprevaléncia superior em porcos da raca Large
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White, de 61,5%, relativamente aos cruzados, o que nao é consistente com outros estudos
realizados no Gana, e utilizando IFAT, que referem uma seroprevaléncia de 38,8% em Large
White comparativamente a 46,8% em hibridos (Arko-Mensah et al., 2000). De qualquer modo,

nao houve diferengas estatisticamente significativas na variavel raca.

A seropositividade observada de acordo com a area geogréafica foi de 45,5% na zona
norte; 76,5% na zona centro e, 54,7% na zona sul. Sendo que, dependendo da espécie,
observou-se uma seroprevaléncia mais elevada nos ovinos, caprinos e suinos do centro; no

caso dos bovinos a seroprevaléncia mais elevada foi registada na zona sul.

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas no caso dos bovinos,
ovinos e caprinos. Sendo que, bovinos provenientes da zona sul possuem um risco de
aquisicao de infegdo superior aos animais que habitavam na zona norte, podendo este
resultado ser um reflexo de marcas de pobreza mais visiveis na zona sul do pais, nos distritos
de Cantagalo e Caué (Silva, 2014). Os ovinos e caprinos provenientes da zona centro

apresentaram maior probabilidade de aquisicdo da infe¢ao do que os animais da zona norte.

Estes resultados poderao indicar potenciais fontes de transmissao, como a qualidade
de agua fornecida, maneio higiénico, bem como contacto com gatos domésticos (Tenter et
al., 2000; Dubey, 2001). E importante destacar que na cidade de Sao Tomé, na zona centro,
devido as boas condigbes de higiene praticadas, a aquisi¢ao de infe¢do por T. gondii podera
estar relacionada a um maior contacto com gatos domésticos. No entanto, a realizagdo de

futuros trabalhos cientificos é importante para a confirmacao destas observagdes.

A nivel humano foram diversos os estudos realizados sobre a seroprevaléncia de
infecdo por T. gondii na RDSTP, bem como em paises proximos. Assim, entre populagdes
humanas da RDSTP, e utilizando o LAT foi reportada uma seroprevaléncia de 21,5% (26/121)
em criangas de idade pré-escolar (Fan et al., 2006), e de 63,1% (161/255) em alunos que
frequentavam o 1° ciclo do ensino basico (Fan et al., 2012) e de 75,2% (375/499) em mulheres
gravidas (Hung et al., 2007).

A seroprevaléncia observada na RDSTP é superior a reportada em paises com clima
semelhante e préximos geograficamente &8 RDSTP, como a Nigéria, com 32,0% (Ohiolei e
Isaac, 2016), Gabao com 56,0% (Mickoto et al., 2010), e os Camardes com 70,0% (Njunda et
al., 2011) em mulheres gravidas. Para além das variacdes de clima, existem ainda as
culturais, sendo que apenas se observa uma alimentacéao idéntica, a base de uma dieta rica
em horticolas, em paises como a RDSTP e os Camardes (Silva, 2014). Esta diferenca na

dieta podera estar na origem da seroprevaléncia elevada em mulheres gravidas verificada
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para estes dois paises, 70,0% nos Camardes (Njunda et al., 2011) e 75,2% RDSTP (Fan et
al., 2006; Hung et al., 2007), concluindo que a fonte de infe¢ao podera estar associada a
exposicao a fezes de gato e ao contacto com solo ou agua contaminada por oocistos (Fan et
al., 2012), pois remete a uma elevada probabilidade de ingestdo do parasita em alimentos
crus como vegetais e frutas; agua ou solo contaminados. Embora os gatos domésticos tenham
sido identificados como um fator de risco para a aquisicao da infegcao (Tenter et al., 2000;
Dubey, 2001), estudos realizados nos Camardes nao verificaram uma associagao significativa
entre a posse de gatos, ou o contacto com estes animais, e a infe¢ao por T. gondii (Martinez
et al., 2002; Dubey et al., 2013; Wam et al., 2016).

Estes factos permitem afirmar que, apesar da elevada ocorréncia em animais
domésticos de Sao Tomé refletir uma situacao alarmante a nivel da saude publica, o acesso
aos alimentos depende também do rendimento familiar. Tendo em consideragao o elevado
nivel de pobreza da populagao, o poder de compra € baixo (Santo, 2008). A carne e o peixe
ocupam uma grande parte da despesa total do agregado familiar, fazendo com que nenhuma
das familias inquiridas por Silva (2014) consumisse carne de vaca, por se tratar do alimento
mais caro e de baixa disponibilidade na RDSTP. A carne caprina e ovina também apresenta
elevados custos e dificil disponibilidade e acesso para as familias santomenses. O produto
de origem animal mais consumido é o peixe, sendo de extrema importancia, ja que deste
provem grande parte do aporte proteico da populagao, seguindo-se a galinha e o buzio-da-
terra (Silva, 2014).
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6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A infegdo pelo protozoario T. gondii € endémica em praticamente todo o mundo,
provocando uma significativa morbilidade e mortalidade em criangas infetadas
congenitamente ou em individuos imunocomprometidos, possuindo um elevado impacto

socioecondmico em termos de saude publica, com custos elevados no tratamento.

Assim, o estudo presente € de especial importancia, considerando o potencial
zoonotico e devido a falta de dados relativos a T. gondii em espécies animais da Republica
Democratica de Sao Tomé e Principe. A investigacao descrita nesta dissertacdo de mestrado
pretendeu estudar a seroprevaléncia e identificar potenciais fatores de risco associados a

infecdo por T. gondii em bovinos, ovinos, caprinos e suinos de Sao Tomé.

Este trabalho permitiu verificar que a infecao pelo protozoario ocorre nos animais
domésticos da ilha de Sao Tomé, sendo a prevaléncia geral de anticorpos para este parasita
de 55,8%. Com este valor de seroprevaléncia, e embora ndo estejam reportados casos
clinicos de toxoplasmose em nenhuma das espécies alvo de estudo, conclui-se que este
parasita merece destaque na lista de diagndsticos diferenciais em patologias reprodutiva,

neuroldgica ou de outra natureza.

Foi ainda determinado um risco de aquisicdo da infecao superior em caprinos
relativamente as restantes espécies. No entanto, mais estudos s&o necessarios por forma a

identificar potenciais fontes de transmissao.

E de realgar a importancia de um clima quente e himido para o desenvolvimento de
T. gondii, pois observa-se uma maior seroprevaléncia da infecdo. Apesar de a Republica
Democratica de Sdo Tomé e Principe apresentar-se geograficamente préxima de paises

como a Nigéria, Gabao e Camardes, o clima é apenas semelhante em algumas regioes.

O crescimento mundial, em associagdo com as pesquisas realizadas, bem como a
globalizag&o contribuem para a consciencializagdo da populagéo.

Assim sendo, e tendo em consideragdo que a educagdo € o ponto-chave para o
conhecimento dos fatores de risco, conclui-se que os profissionais de saude médica e médico-
veterinaria sdo fundamentais na informagao das populag¢des e na prevencgao e controlo desta

importante zoonose.

Até ao momento de redacao desta dissertacao, este é considerado o primeiro estudo

sobre a prevaléncia de anticorpos para T. gondii em animais domésticos de Sao Tomé.
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Contudo, mais estudos sdo necessarios, nomeadamente em outras espécies hospedeiras,
incluindo o gato, de modo a compreender melhor a relagdo parasita-hospedeiro e a

implementar medidas eficazes de controlo e prevenc¢ao desta zoonose.
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