Universidade
Estadual de LondRrina

MAIRA SALOMAO FORTES

TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS DO ESTADO DO PARANA
E COMPARACAO DE TESTES PARA SORODIAGNOSTICO

Londrina
2013



MAIRA SALOMAO FORTES

TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS DO ESTADO DO PARANA
E COMPARACAO DE TESTES PARA SORODIAGNOSTICO

Tese apresentada ao Programa de Pos-graduagdo em
Ciéncia Animal (nivel Doutorado) da Universidade
Estadual de Londrina para obtengdo de titulo de
Doutor em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Italmar Teodorico Navarro.

Londrina
2013



Catalogacao elaborada pela Divisdo de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicagcéo (CIP)

F738t Fortes, Maira Salom3ao.
Toxoplasmose em caprinos do estado do Parana e comparagdo de testes

para sorodiagndstico / Maira Salomao Fortes. — Londrina, 2013.
59 f. il

Orientador: Italmar Teodorico Navarro.

Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pdos-Graduagdo em Ciéncia Animal,
2013.

Inclui bibliografia.

1. Toxoplasmose em caprinos — Parana — Teses. 2. Caprino — Doengas —
Teses. 3. Toxoplasma gondii — Teses. 4. Toxoplasmose — Sorodiagnostico —
Teses. 1. Navarro, Italmar Teodorico. II. Universidade Estadual de Londrina.
Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal.
MII. Titulo.

CDU 619:636.39(816.2)




O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Zoonoses ¢ Saude Publica Veterinaria do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Estadual de Londrina como requisito parcial para a obtengdo do titulo de Doutor pelo Programa de
Pos-Graduacgdo em Ciéncia Animal — Area de Concentra¢io Sanidade Animal, sob orientacdo do Prof.

Dr. Italmar Teodorico Navarro.

OS RECURSOS FINANCEIROS PARA O DESENVOLVIMENTO DO PROJETO FORAM OBTIDOS JUNTO

AS AGENCIAS E ORGAOS DE FOMENTO A PESQUISA:

1. PROPPG: PRO REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO DA UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE LONDRINA

2. SETI: SECRETARIA DE ESTADO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E ENSINO SUPERIOR



MAIRA SALOMAO FORTES

TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS DO ESTADO DO PARANA E
COMPARACAO DE TESTES PARA SORODIAGNOSTICO

Tese apresentada ao Programa de Pos-graduagao em
Ciéncia Animal (nivel Doutorado) da Universidade
Estadual de Londrina para obtengdo de titulo de
Doutor em Ciéncia Animal.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Italmar Teodorico Navarro
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profa. Dra. Roberta Lemos Freire
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Odilon Vidotto
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profa. Dra. Fabiana Maria Ruiz Lopes Mori
Centro Universitario Filadélfia — UNIFIL

Prof. Dr. Walfrido Kuhl Svoboda
Universidade Federal do Parana — UFPR

Londrina, 22 de margo de 2013.



DEDICO

A DEUS, PELO AMOR, PELAS BENCAOS E CUIDADOS COMIGO.

AO MEU ESPOSO MARCELO EVANDRO GOMES MARSURA,

PELO AMOR, INCENTIVO, PELO COMPARTILHAR DE CADA

MOMENTO, BUSCANDO A FELICIDADE JUNTOS.

A MINHA MAE MARLENE SALOMAO FORTES,

MEU EXEMPLO DE FORCA, MINHA AMIGA E COMPANHEIRA.

A0 MEU PAI MAURO JOSE VILLA FORTES,

MEU EXEMPLO DE HONESTIDADE, INCENTIVADOR E AMIGO.

AO MEU IRMAO MARCO AURELIO SALOMAO FORTES,

MEU ORGULHO E AMIGO.

“MEUS AMADOS, MAIS UMA ETAPA VENCIDA COM MUITA

ALEGRIA”.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

E com muita satisfagcdo que expresso aqui o mais profundo agradecimento a todos

aqueles que tornaram a realizac¢do deste trabalho possivel.

Ao PROF. DR. ITALMAR TEODORICO NAVARRO, orientador que me ensinou a
importancia do trabalho em equipe. Pela dedicagdo, sabedoria e paciéncia. Pelo incentivo e
confianga.

A PROFA. DRA. ROBERTA LEMOS FREIRE, pela orientagio, por compartilhar seus
conhecimentos em todas as horas, pela amizade e paciéncia.

A querida amiga PROFA. DRA. FABIANA MARIA RUIZ LOPES MORI, pelas tardes
empenhadas no EPI-INFO, pela orientagdo, por me adotar em sua familia e por compartilhar

momentos de alegrias e dificuldades sempre com palavras positivas.

MINHA SINCERA GRATIDAO!

Aos colaboradores deste trabalho:
Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado do Parana, especialmente a Vera
Lucia de Deus Campolin e Carlos Alberto Bonezzi e a todos os Médicos Veterinarios e

técnicos que asseguraram a execuc¢do do trabalho organizando a coleta dos materiais.

"Para realizar grandes conquistas, devemos nao apenas agir, mas também sonhar; nao
apenas planejar, mas também acreditar.”

(Anatole France)



AGRADECIMENTOS

Aos meus irmaos, Lourdes Maria Fortes, Leila Maria Fortes ¢ José Mauro Fortes,
cunhados Adriana Fortes, Jorge Corréa, Ademir Firmino, Adilsilena Braz, Valéria Marsura e
Alcides Beckert, sogros Idenir Gomes Marsura e Oswaldo Marsura, por torcem pelas minhas

vitorias e desejarem minha felicidade.

A toda minha familia, por almejar pelo meu sucesso e por compartilhar todos os

momentos da minha vida.

Ao Dr. Walfrido Kuhl Svoboda, Dr. Odilon Vidotto, Dra. Fabiana Maria Ruiz Lopes
Mori, Dr. Jodo Luis Garcia e Dra. Roberta Lemos Freire pela participacdo na banca

examinadora e pelas valiosas consideragdes para a melhora do trabalho.

A professora Cristiane Sella Paranzini pela amizade e tradu¢do dos resumos.

Aos amigos, Horacio Mori, Regina Bregand, Dayane S C Watanabe, Fernando
Watanabe, Jéssica Lucio da Silva, Sibele P Feniman, Karine M Melaré, Tatiane C. Mendes,
Marcos Sant’Anna, Gislaine C. F. Silva, Fabio S de Souza, Elis Carolina S Fatel, Nilcéia
Mendes, Corina e Hélio, Loide e Vander, Carlos e Evelise, Elisangela e Rodrigo, por

estimarem minhas vitorias.

“Pois eu bem sei os planos que estou projetando para vos, diz 0 Senhor; planos de paz, e
néo de mal, para vos dar um futuro e uma esperanca.”

Jeremias 29:11

Aos queridos amigos Fernanda de Evers Rizzo, Sthefany Pagliari, Laura Helena F.
Bittencourt, Eloisa Caldart, Caroline Miura, Caroline Buzzo, Caroline Constantino,
Alessandra Taroda, Aline Kuhn Sbruzzi, Leila Saad, Liza Ogawa, Maria Paula de Carvalho,
Kelly Nunes, Hanna, Ana Sue Sammi, Luiz Daniel de Barros, Jonatas Campos, Ivo Alexandre
Leme, Dauton Luiz Zulpo e Fernando Hamada pelo auxilio e apoio técnico laboratorial,

paciéncia e momentos de descontracao.



Aos amigos funcionarios da UEL, Valdecir (secretdirio do DMVP/CCA/UEL),

Helenice (secretaria da Pos-Graduagao), e Beatriz (laboratério de Zoonoses - DMVP).

A todos os Docentes, Técnicos e Auxiliares do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal da UEL pela
formagdo académica e cientifica, e aos colegas mestrandos e doutorandos por compartilharem

experiéncias, pelo apoio e incentivo.

Ao Dr. Amauri Alcindo Alfieri, Coordenador do Programa de Po6s-Graduagdo em

Ciéncia Animal, pela liberacao de recursos e confianca empregada.

A todos os estagiarios e bolsistas de inicia¢do cientifica do Laboratério de Zoonoses

e Saude Publica Veterinaria do DMVP/CCA/UEL.

Muito Obrigada!



FORTES, Maira Salomao. Toxoplasmose em caprinos do estado do Parana e comparacao
de testes para sorodiagnostico. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina — 2013.

RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que tem os
gatos e felideos selvagens como hospedeiros definitivos. Os caprinos, dentro da Saude
Publica sdo uma espécie de grande importancia para transmissdo ao homem pela ingestao de
seus produtos carneos e lacteos sem tratamento térmico adequado. O presente trabalho teve
como objetivo verificar a soroepidemiologia de anticorpos anti-T. gondii em caprinos do
Estado do Parana, e avaliar os testes Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA) e Aglutinagdo Modificada (MAT) para o diagnostico da
toxoplasmose em rebanhos. Foram colhidas 1058 amostras de sangue de caprinos, machos e
fémeas, de diferentes idades, provenientes de 94 propriedades distribuidas em 18 Nucleos
Regionais da SEAB-PR. Obteve-se uma prevaléncia de 30% (317/1058) pela RIFI, 33,3%
(352/1058) pelo ELISA e 25,3% (268/1058) pelo MAT. Pela analise dos fatores de risco
associados a infec¢do por T. gondii em caprinos encontrados neste estudo foram
significativos: aluguel de pastagens em alguma época do ano, sexo feminino, a presenca de
gatos e pastos em comum com outras propriedades e os fatores de prote¢do foram: idade
inferior a um ano e presenga de assisténcia veterinaria. Na comparagao dos testes sorologicos,
utilizando-se a RIFI como padrdo, o teste de ELISA apresentou concordancia substancial
(kappa =0,74), sensibilidade de 87% e especificidade de 89,7%; o MAT apresentou
concordancia substancial (kappa=0,61), sensibilidade de 66,2% e especificidade de 92,2%. Os
testes avaliados podem ser recomendados para a realizacdo de inquéritos epidemioldgicos em
rebanhos e para o monitoramento de animais em transito, a escolha dependera das facilidades
laboratoriais para a realizagdo de cada um e do uso de sorodiagnodstico unico, em paralelo ou
em seqiiéncia.

Palavras chave: Caprinocultura. Toxoplasmose. Prevaléncia. Diagnostico.



FORTES, Maira Solomao. Toxoplasmosis in goats in the state of Parana and comparison
between serodiagnosis tests. Thesis (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual de Londrina - 2013.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by the protozoan Toxoplasma gondii, which has
cats and wild felids as definitive hosts. Goats within the Public Health, has its great
importance for transmission to humans who eats their meat and dairy products without
adequate heat treatment. This study aimed to determine the seroepidemiology of anti-T.
gondii in Parana’s State goats, and evaluate the tests as Immunofluorescence Assay (IFA),
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Modified Agglutination Test (MAT) for
the diagnosis of toxoplasmosis in sheep. It was collected 1058 blood samples, male and
female of different ages, from 18 SEAB-PR’s regional centers. There were found a
soroprevalence of 30% (317/1058) by IFAT, 33.3% (352/1058) by ELISA and 25.3%
(268/1058) by MAT. The analysis of risc factors for infection with T. gondii in goats in this
study were significant: pasture rental in any time of the year, female sex, the presence of cats
and pastures in common with other properties and protection factors: animals younger than
one year and presence of veterinary care. In the comparison between those serological tests,
using IFA as standard, ELISA showed substantial agreement (kappa = 0.74), sensitivity of
87% and specificity of 89.7%. MAT also showed substantial agreement (kappa = 0.61),
sensitivity 66.2% and specificity of 92.2%. Those tests can be recommended for
epidemiological surveys in herds and to monitor animals in transit. The choice will depend on
each laboratory easiness to perform the techniques and the use of single, parallel or sequence
serodiagnosis.

Keywords: Goat. Toxoplasmosis. Prevalence. Diagnosis.
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TOXOPLASMOSE NO REBANHO CAPRINO BRASILEIRO

RESUMO:

A criacdo de caprinos ¢ uma atividade de grande importancia sécio-econdmica € que nos
ultimos anos vem crescendo e se desenvolvendo no Brasil. No Estado do Parand o rebanho
atual ¢ de 125.252 animais, e esta distribuido em 7.639 propriedades, nos 20 nticleos regionais
da SEAB. Os caprinos, dependendo do sistema de producdao ao qual estdo submetidos e
fatores ambientais, sdo suscetiveis a doencas que interferem em sua produtividade e muitas
vezes colocam em risco a saude publica. Os estados sanitario e nutricional deficitarios,
presentes nas criagdes, juntamente com a auséncia de planejamento e uso inadequado de
tecnologias, constituem as mais importantes causas de baixa producao da caprinocultura no
pais. A toxoplasmose vem sendo estudada em rebanhos caprinos por causar importantes
perdas reprodutivas e prejuizos econdmicos, além de ter grande importancia em satude publica
pela possibilidade de transmissdo ao homem por ingestdo de leite com taquizoitos e carne
com cistos de T. gondii. O solo, pastagens, ra¢ao e agua contaminados contendo oocistos do
T. gondii, ¢ a forma congénita sdo as vias de transmissdo de maior importancia
epidemiologica para caprinos, e para seu diagnostico a sorologia para busca de anticorpos anti
T. gondii pode ser utilizada. O controle ¢ a preveng¢dao da toxoplasmose caprina deve ser
realizado controlando a populagao de gatos e outros felinos, evitando assim a disseminacao de
oocistos no meio ambiente.

Palavras-chaves: Caprinocultura. Manejo sanitario. Toxoplasmose.

TOXOPLASMOSIS IN BRAZILIAN’S GOATS HERD

ABSTRACT

The goat’s farming has its great socio-economic importance in Brazil. This activity is being
growing and developing lately. The actual Parand’s State herd is 125.252 animals divided into
7639 properties, on the 20 SEAB’s regional centers. Depending on the breeding system and
environmental factors to which those goats are submitted, they became susceptible to diseases
that interfere with its productivity and often endanger public health. Health status and
nutritional deficits present along with the lack of planning and inadequate use of technology
are the most important causes of low productivity of goats in the country. Toxoplasmosis has
been studied in goat herds because it causes significant reproductive losses and economic
damage as well as the importance in the public health due to the possibility of transmission to
humans by ingestion of milk and meat containing tachyzoites of T. gondii. Contaminated soil,
pasture, feeding and water containing oocysts of T. gondii and the congenital form are the
major routes of transmission with its epidemiological importance for goats. The tests used to
diagnosis are the serology for anti T. gondii. The control and prevention of toxoplasmosis in
goats are eliminating the population of cats, rodents and other feline preventing them to
spread of oocysts in the environment.

Keywords: Goat. Sanitary management. Toxoplasmosis.
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INTRODUCAO

Uma das principais atividades econdmicas da regido nordeste do Brasil € a criagdo de
ovinos e caprinos, € os principais produtos oriundos dessa atividade sdo a carne, a pele e o
leite, todos dando origem a diversos derivados apds o processamento. Mesmo com tal
importancia econdmica, essa criacao apresenta um baixo desempenho produtivo e reprodutivo
(BARROS, 2004).

De acordo com a Associacgao Brasileira dos Criadores de Ovinos, a produgdo nacional
de carne ovina e caprina ¢ de aproximadamente 172 mil toneladas/ano, com numeros
inferiores as 204 mil toneladas/ano consumidas no Pais. Esse consumo ainda ¢ considerado
baixo mesmo observando um aumento da demanda nos tltimos anos (ARCO, 2011).

Em 2009 o Sistema CELEPAR (Companhia de Tecnologia da Informagdo e
Comunica¢ao do Parand), utilizando dados obtidos dos cadastros oficiais da Defesa Sanitéria
Animal, atualizou dados do rebanho caprino paranaense, obtendo o nimero de 125.252
animais distribuidos em 7.639 propriedades, nos 20 ntcleos regionais da SEAB (Secretaria de
Estado da Agricultura e do Abastecimento). Em 2010 o estado do Parana possuia 181.984 mil
caprinos ¢ o Brasil 9.312.784 milhdes (IBGE, 2010).

O crescimento do rebanho de caprinos no estado do Parand, na regido sul e no Brasil

pode ser observado no quadro O1.

Quadro 01 — Efetivo de caprinos em estabelecimentos agropecuarios no Parana, regido sul e
Brasil — 2006.

Brasil, Ano
regido, UF
1970 1975 1980 1985 1995 2006
Parana 254.880 169.985 233.337 170.105 66.692 125.252
Regido Sul 387.853 278.830 361.429 300.154 151.296 261.559
Brasil 5.708.993 6.709.428 7.908.147 8.207.942 6.590.646 7.107.608
Fonte: IBGE (2006)

Existe uma caréncia de informacdes sobre a ocorréncia e¢ a epidemiologia dos

principais agentes etioldgicos nesta espécie animal, bem como do estabelecimento de uma



16

politica de controle sanitario nos rebanhos, principalmente nos destinados ao comércio, feiras
e exposigoes.

Em 2003, observando a necessidade de padronizacdo e melhorias nos rebanhos
paranaenses, a SEAB lancou o Programa Estadual de Apoio a Estruturacdo das Cadeias
Produtivas de Caprinos e Ovinos, visando a qualidade do produto e servigos; a estabilidade

continua da oferta; a competitividade de mercado em preco e planejamento sanitario.

ASPECTOS SANITARIOS

Os caprinos sao suscetiveis a doengas que interferem na produtividade dos animais e
muitas que colocam em risco a saide publica. A ocorréncia ou ndo dessas doencas estd
condicionada, a rag¢a de animal utilizado e ao sistema de producdo ao qual estdo submetidos,
variando em fungdo dos fatores ambientais e sdcio-economicos.

Alencar et al. (2010) em um estudo em 150 propriedades no Estado de Pernambuco,
verificou que a higiene diaria das instalagdes era realizada em apenas 14% das propriedades e
a desinfec¢ao em 16,9%, esse dados vieram a colaborar com os relatos de Gouveia (2003) e
Pinheiro et al. (2003), de estados sanitario e nutricional deficitarios, auséncia de planejamento
e uso inadequado de tecnologias em rebanhos caprinos brasileiros.

Nos ultimos anos, a ovinocaprinocultura sofreu incrementos, com o estabelecimento
de normas e diretrizes, na condugdo das atividades do setor. Em julho de 2004, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria ¢ Abastecimento (MAPA), publicou a Instru¢do Normativa n° 53,
que aprova o regulamento técnico do Programa Nacional de Sanidade de Caprinos ¢ Ovinos
(PNSCO), para assegurar a cadeia produtiva da ovinocaprinocultura, os requisitos de

seguranga sanitaria necessarios ao seu acesso aos mercados, bem como a seguranca alimentar.

TOXOPLASMOSE CAPRINA

A toxoplasmose ¢ causada por um protozodrio intracelular obrigatdrio que apresenta
em muitas regides grande impacto médico veterinario (APPLEFORD; SMITH, 2000). O
Toxoplasma gondii é capaz de infectar a animais endotérmicos, tem como hospedeiros
definitivos os membros da familia dos Felideos, e ¢ causa frequente de afec¢des no trato
reprodutivo de animais (FRENKEL, 1971).

Feldman e Miller (1956) foram um dos primeiros pesquisadores a encontrar evidéncias

da ocorréncia da toxoplasmose em caprinos estudando rebanhos de Nova York. A primeira
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descri¢cdo da toxoplasmose como causa de importantes prejuizos reprodutivos em caprinos foi
feita por Munday e Mason (1979), sendo a principal via de transmissao nessa espécie a
ingestao de oocistos esporulados do parasita (DUBEY; BEVERLEY, 1988).

Silva Filho et al. (2007), investigando um rebanho com 304 caprinos na regido de
Guarapuava — PR, encontrou abortamento em 44,8% (61/136) cabras prenhes. A indicagao da
correspondéncia dos abortos com a toxoplasmose foi demonstrada pela positividade na
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) anti-T. gondii, em 96,7% (59/61) das cabras.

Os oocistos eliminados junto com as fezes dos felideos podem sobreviver no meio
ambiente durante meses, dependendo da umidade e temperatura em que se encontram
(DUBEY, 2010). Dos Santos et al. (2010) encontraram oocistos de T. gondii em 7 de 31
amostras de solo de 31 parquinhos de escolas publicas da regido noroeste do Estado de Sao
Paulo e Coutinho et al. (1982) encontraram oocistos de em amostras de solo de uma fazenda
onde ocorreu um surto de toxoplasmose em humanos.

Estudos soroldgicos indicam que cerca de 92% de caprinos no Brasil tinham
anticorpos anti T. gondii , ¢ em algumas pesquisas foram encontrados parasitas viaveis

isolados a partir de tecidos como mostra o quadro 02.

Quadro 02 — Isolamento de Toxoplasma gondii viavel em amostras de tecidos de cabras no

Brasil
Animal Estado N° de amostras N° de positivos Referéncias
tecido (isolamento)
Cabras Bahia 95C 4 Sposito Filha et al.
(Capra hircus) (1983)
Ceara 169 CO 2 Cavalcante et al.
(2007)
Sao Paulo 26 (143) C,CO, M 120 Ragozo et al.
(2009,2010)

C=cérebro, CO=cora¢do, M=musculatura esquelética.
h: isolados de Botucatu —SP
Adaptado Dubey et al. 2012

A agua potavel pode estar contaminada com oocistos de T. gondii, porém estes sdo
dificilmente encontrados devido ao fator de diluicado (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; DE
MOURA et al., 20006).

O homem pode infectar-se pelo consumo de cistos teciduais presentes em carnes
cruas, mal cozidas ou seus derivados, provenientes de animais infectados, hortalicas e dgua
contendo oocistos eliminados pelos felideos, e pela transmissdao congénita (FRENKEL, 1990;

MILLAR, 2008), havendo a possibilidade de infec¢do por ingestdo de leite de cabras




18

contaminadas com taquizoitos de T. gondii (CHIARI; NEVES, 1984, DUBEY, 1981,
RIEMANN et al., 1975).

O solo, pastagens, racdo e agua contaminados, contendo oocistos do T. gondii, ¢ a
forma congénita sdo as vias de transmissdo de maior importancia epidemioldgica para
caprinos (CHIARI, 1981; DUBEY, 2000; SILVA et al., 2003).

Em alguns animais de produgdo como os caprinos, a infecgdo pelo T. gondii provoca
alteracdes clinicas em animais adultos, como hipertemia, anorexia, prostragdo e corrimento
nasal, porém, a principal preocupacdo sdo com os abortamentos, a natimortalidade e
mumificacdo fetal em fémeas que se infectam pela primeira vez durante a gestacdo (DUBEY,
1987; VIDOTTO et al., 1987).

Pescador et al. (2007) e Caldeira et al. (2011) associaram a infec¢do por Toxoplasma
gondii com perdas reprodutivas em rebanhos caprinos no Rio Grande do Sul e na regido
centro Oeste do pais, respectivamente, identificando abortamento, fetos natimortos ou que
morriam logo apds o parto.

Pode-se suspeitar de toxoplasmose em caprinos quando se observam falhas na
concepgdo pods-cobertura ou inseminacdo artificial, intervalo interestro alterado ou irregular e
alto indice de perdas embrionarias (SMITH; SHERMAN, 1994).

O diagnostico da toxoplasmose pode ser realizado da forma clinica e laboratorial.

O diagnostico clinico ¢ de dificil conclusdo, pois o quadro ¢ facilmente confundido
com uma grande variedade de enfermidades, dificultando as medidas de tratamento e controle
(VIDOTTO, 1992), este portanto, deve estar associado a algum outro meio diagnostico.

Quanto ao diagnostico laboratorial, a busca de anticorpos anti T. gondii ¢ de grande
importincia frente as dificuldades encontradas no diagndstico clinico, molecular e
parasitolégico (CARNEIRO, 2006; CHIARI, 1985). Varios testes sorologicos podem ser
utilizados para deteccdo de anticorpos, como a Imunofluorescéncia Indireta, Aglutinacao
Modificada, Ensaio Imunoenzimatico e Hemaglutinacao.

O diagnostico parasitologico visa demonstrar a presenca do parasito no organismo do
animal, e ¢ feito pela procura em material de bidpsia ou isolamento através da inoculagdo de
material suspeito em animais de laboratério (DUBEY, 1980). A presenca do parasito pode ser
demonstrada através de seus componentes antigénicos ou de segmentos de DNA tornando
possivel a utilizagdo da PCR para a sua detec¢cao (CRISTO et al., 2005).

Pescador et al. (2007), analisaram pelo método de imuno-histoquimica, seis fetos

caprinos abortados no Rio Grande do Sul encontrando T. gondii em varios tecidos de um dos
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fetos que possuiam lesdes degenerativas. Nos outros cinco animais, foi encontrado DNA do T.

gondii e, os seis tinham titulos 1:512 até 1: 2048 na RIFI.

Do ponto de vista epidemioldgico, a toxoplasmose nos caprinos, ¢ uma infeccao de

ampla distribui¢do geografica, com soroprevaléncia variando entre 5.9% a 92.4% no Brasil

como o quadro 03. Segundo Fialho et al. (2009), tais variagdes de prevaléncia sao

dependentes de fatores climaticos, socioecondmicos e culturais.

Quadro 03 — Soroprevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em caprinos no Brasil.

Estado, areas ou Fonte Teste N°. % positivos | ponto de | Referéncias
cidades Amostras corte
Alagoas
Agreste, Sertdo, 24 fazendas IFA 454 39.0 64 Anderlini et al. (2011)
regido leste
Bahia
Reconcavo e Fazendas LA 439 28.9 64 Gondim et al. (1999)
Caatinga
3 regides, 7 Fazendas, IFA 373 16.4 16 Uzeda et al. (2004)
municipios laticinio
Bahia e Rio nao IHA 100 10 64 do Amaral et al.
Grande do Sul informado (1978)
Ceard
Diferentes 72 fazendas, ELISA 2362 25.1 Cavalcante et al.
regides laticinio, (2008)
Diferentes Abatedouro IFA 169 59 16 Cavalcante et al.
regides (2007)
Minas Gerais
Belo Horizonte Fazendas, IFA 343 92.4 16 Chiari et al. (1987)
Pedro Azul laticinio 208 70.0
14 municipios Fazendas, IFA 372 36.8 16 Machado; Lima
laticinio (1987)
Nao declarado Banco de soro | IFA 169 68.0 16 Bahia et al. (1993)
dot-Elisa 70.0 16
Uberlandia 4 fazendas IHA 174 18.9 64 Figueiredo et al.
IFA 19.5 (2001)
ELISA 19.5
5 regides 115 fazendas | IFA Carneiro et al.(2009)
Paraiba
Patos Abatedouro IFA 306 24.5 64 Faria et al. (2007)
Estado, areas ou Fonte Teste Ne. % positivos | ponto de | Referéncias
cidades Amostras corte
Parana
Pitanga Fazendas, IFA 282 44.6 64 Reis et al. (2007)
laticinio MAT 23.0
Londrina Fazendas IFA 153 30.7 64 Sella et al. (1994)
Pernambuco
Regido da Zona da | 10 fazendas IFA 213 40.4 16 Silva et al. (2003)
Mata
Diferentes regides | 18 fazendas IFA 164 47.6 16 Bispo et al. (2011)
Fernando de IFA 11 81.8 16 Costa et al. (2012)
Noronha
Rio de Janeiro
10 municipios Fazendas IFA 202 15.8 16 da Serra-Freire et al.

(1994)
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Rio Grande do

Norte

Regido do Seridd 12 fazendas IFA 366 30.6 64 Aratjo Neto et al.

(2008)

Jardim do Serido Fazendas e MAT 19 26.3 25 Ragozo et al. (2009)
laticinios

Mossord 14 fazendas IFA 381 17.1 64 de Lima et al. (2008)

Rio Grande do

Sul

Gravatai e Viamao | Fazendas IFA 360 30.0 Maciel; de Araujo

THA 19.4 (2004)

Porto Alegre Fazendas IHA 118 16.1 64 Aragjo et al. (1984)

Estado, areas ou Fonte Teste N°. % positivos | ponto de | Referéncias

cidades Amostras corte

Sé&o Paulo

Botucatu Fazendas MAT 100 16 da Silva et al. (2002)

IFA 8.0

Botucatu Fazendas e MAT 114 359 25 Ragozo et al. (2009)
laticinio

Sdo Miguel Abatedouros | ELISA 200 17.0 Meireles et al. (2003)

7 regides Fazendas e IFA 442 14.5 16 Mainardi et al. (2003)
laticinio

15 municipios 19 fazendas IFA 394 28.7 64 Figliuolo et al. (2004)

17 municipios 17 fazendas IFA 923 234 16 Stachissini (2005)

Fonte: Dubey et al. 2012

O controle e a prevengdo da toxoplasmose caprina devem ser feitos evitando-se a
exposicdo dos animais as pastagens, agua e racao contaminados com fezes de felideos
contendo oocistos do T. gondii. Desta forma faz-se necessario o controle da populagdo de
gatos domiciliados, evitando assim a disseminagdo de oocistos no meio ambiente.

Muitos proprietarios utilizam gatos para controle da populagdo de roedores em
ambientes rurais. Para tal manejo deve ser realizado adequado e restrito armazenamento de
insumos e racdo, medidas gerais de higiene de instalagdes, instrumentos agropecudrios,
restringindo desta forma alimentos e abrigo de facil aos roedores (PAVLOVIC; IVANOVIC,
2005). As placentas e restos fetais abortados devem ser corretamente removidos, enterrados

ou incinerados para prevenir a infec¢do de outros animais carnivoros (DUBEY, 1994).
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2.1 OBJETIVO GERAL:

Realizar um inquérito soroepidemioldgico de Toxoplasma gondii em caprinos do

estado do Parana.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em propriedades ¢
animais do rebanho caprino do Paran4;

2) Pesquisar os fatores associados a infec¢do do Toxoplasma gondii nestes rebanhos;

3) Avaliar caracteristicas e concordancia (kappa) dos testes sorologicos

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Aglutinagdo

Modificada (MAT), tendo como padrao a RIFI.
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SOROEPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE CAPRINA NO ESTADO DO PARANA — BRASIL

Resumo

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, um protozoario com ampla
distribuicado geografica capaz de infectar todas as espécies de animais endotérmicos,
selvagens e domésticos. Os animais de produ¢do, especialmente pequenos ruminantes, como
caprinos sao importantes reservatorios e fontes de infecg¢do para os seres humanos. O presente
estudo objetivou determinar a prevaléncia da toxoplasmose caprina no estado do Parana e
pesquisar os fatores associados a infeccdo. Foram colhidas 1058 amostras de sangue de
caprinos, machos e fémeas, de diferentes idades, provenientes de 94 propriedades distribuidas
em 18 Nucleos Regionais da SEAB-PR. A presenga de anticorpos contra T. gondii foi
determinada pelo uso do teste de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), e realizada a avaliagao
de questionarios com dados das propriedades e animais estudados. A prevaléncia encontrada
foi de 30% (317/1058). Os fatores de risco encontrados associados a infec¢ao por T. gondii
em caprinos foram: aluguel de pastagens em alguma época do ano, sexo feminino, a presenca
de gatos, pastos em comum com outras propriedades. Os fatores de protecdo associados a
infec¢do do T. gondii foram: presenca de assisténcia veterinaria e idade inferior a um ano.

Palavras chave: Caprinocultura. Toxoplasma gondii. RIFI. Prevaléncia.

SEROEPIDEMIOLOGY OF TOXOPLASMOSIS IN GOATS OF PARANA STATE - BRAZIL

Abstract

Toxoplasmosis is a zoonotic infection caused by Toxoplasma gondii. This protozoan has a
wide geographic distribution and it is able to infect all of endothermic animals species, wild
and domestic animals. The livestock, especially small ruminants such as goats, are an
important reservoir and source of infection to humans. The present study aimed to determine
the prevalence of toxoplasmosis of goats in the state of Parand and to research the factors
associated with the infection. It was collected 1058 blood samples from goats, male and
female, of different ages, from 94 properties distributed in 18 SEAB-PR’s regional nuclei.
The presence of antibodies to T. gondii was determined using indirect immunofluorescence
test (IFAT), and it was performed too a questionnaires to collect data from animals and
properties of this studies. The prevalence found was 30% (317/1058). The risk factors
associated with infection by T. gondii in goats were: the pasture rental at any time of the year,
female sex, the presence of cats and pastures in common with other properties. The protective
factors associated with T. gondii infection in goats were: veterinary care and age older than
one year

Keywords: Goat. Toxoplasma gondii. IFAT. Prevalence.
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Introdugao

O Toxoplasma gondii ¢ um coccideo capaz de infectar animais homeotérmicos, seus
hospedeiros definitivos sdo os membros da familia dos Felideos e ¢ causa frequente de
afecgdes no trato reprodutivo (FRENKEL, 1971). A toxoplasmose traz prejuizos econdmicos
aos caprinocultores com muitos dados associando o protozodrio entre causas de grandes
perdas reprodutivas em rebanhos do pais (PESCADOR et al., 2007; SILVA FILHO et al.
2005).

Feldman e Miller (1956) foram um dos primeiros pesquisadores a encontrar evidéncias
da ocorréncia da toxoplasmose em caprinos estudando rebanhos do estado de Nova York. A
primeira descricdo da toxoplasmose como causa de importantes prejuizos reprodutivos em
caprinos foi feita por Munday e Mason (1979), sendo a principal via de transmissdo a ingestao
de oocistos esporulados do parasita (DUBEY; BEVERLEY, 1988).

A espécie caprina se mostra como uma importante fonte de infec¢do para os humanos
e preocupagdo para a Saude Publica, pois transmite o T. gondii através do leite cru contendo
taquizoitos (VITOR et al., 1991) e carne com cistos, contendo bradizoitos (DUBEY, 1981;
FIGUEIREDO et al., 2000).

Os caprinos podem infectar-se por meio de do solo, dos alimentos e da agua
contaminados com fezes de gatos infectados, ou via transplacentaria. Segundo Araujo (1998),
o indice de positividade ¢ maior nas propriedades onde se observa a presenca de gatos.
Caprinos acometidos pelo T. gondii, passam a apresentar sinais clinicos como febre, anorexia,
dispneia, enterite e encefalite com uma a trés semanas ap6s infeccao. ApoOs passar os sinais
clinicos, as cabras tornam-se clinicamente normais, entretanto as fémeas prenhes podem
abortar (DUBEY, 1981), sendo as perdas reprodutivas, o sinal que mais preocupa os criadores
(SILVA FILHO et al., 2008).

Existe uma caréncia de informagdes sobre a ocorréncia, epidemiologia e importancia
dos caprinos na manutengdo do ciclo de vida do T. gondii em pequenas propriedades no
estado do Parand, onde a produgdo de leite e carne de caprinos ¢ de grande importancia.

O presente estudo objetivou determinar a prevaléncia da toxoplasmose caprina no
estado do Parana e pesquisar os fatores associados a infeccdo utilizando o teste de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
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Material e Métodos

1. Area de estudo

O estado do Parana esta localizado na regido Sul do pais com uma de area 199.7091
Km® de extensio (PARANA, 2012), composto por 20 nucleos regionais da SEAB, 399
municipios e 4515 propriedades com presenca de caprinos (PARANA, 2009).

2. Delineamento do estudo

Realizou-se um estudo epidemioldgico transversal e, para o sorteio dos rebanhos de
criacdo caprina € animais que compuseram a populagdo amostral, utilizou-se a base de dados
da SEAB-2009, composto por 80.780 animais. Para o calculo do tamanho amostral foi
utilizado o programa Epilnfo 3.5.3 (DEAN et al., 1994), com prevaléncia estimada em 50%,
erro de 3,5%, e nivel de confianga de 95%, Deff de 1,5; chegando ao nimero de 1058 animais
para uma amostragem por conglomerado.

A selecdo de 94 propriedades para a coleta das amostras foi realizada de forma
sistematica e contemplaram 18 dos 20 nucleos regionais da SEAB-2009, no estado do Parana.
Os nucleos regionais que nao fizeram parte do estudo foram Parangué e Pato Branco.

3. Obtencéo das amostras bioldgicas e variaveis de estudo

As amostras de sangue foram colhidas de animais de ambos os sexos e todas as idades
de forma aleatoria, no periodo de abril a agosto de 2010. A coleta de sangue foi realizada por
venopunc¢ao jugular com agulhas 40x12 em tubos a vacuo sem anticoagulante, previamente
identificados. O material foi acondicionado em caixa isotérmica para transporte. As amostram
foram centrifugadas a 1500 (g) por 10 minutos, o soro foi transferido para tubos de 2mL e
armazenadas a -20°C.

Para a detecgdo das variaveis associadas a infec¢dao pelo T. gondii, os proprietarios
responderam a um questionario epidemioldgico com informagdes sobre a propriedade, os
animais e sua criacdo. As variaveis independentes contidas no questiondrio sobre a produgao
dos animais, variaveis ambientais e socio-econdmicas (Apéndice A).

4. Teste diagnostico

A RIFI, foi realizada de acordo com Camargo (1973), os soros foram diluidos a partir
de 1:16 em série na base 4 até a diluigdo maxima positiva. Adotou-se o ponto de corte a > 64
(REIS et al., 2005; SELLA et al., 1994). Utilizou-se controles positivos e negativos para a
espécie, conjugado caprino anti-IgG padronizado em 1:2100 (Sigma Immuno Chemicals,

Catalogo 1990, Produto F9012) e antigeno da amostra RH, produzido no Laboratério de
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Zoonoses ¢ Saude Publica Veterinaria da Universidade Estadual de Londrina (CAMARGO,
1964).

5. Analises estatisticas

O programa Epilnfo 3.5.3 (DEAN et al., 1994) foi utilizado para tabular e analisar as
variaveis que compuseram o questionario epidemiologico junto aos resultados sorologicos
encontrados. Realizou-se a analise univariada dos dados e avaliou-se a significancia estatistica
pelo teste de qui-quadrado ou exato de Fisher, considerando-se um nivel de significancia de
5%. Utilizou-se como medida de associa¢do o calculo de Odds Rattio (OR), com intervalo de
confianga (IC) de 95%. Considerou-se para analise estatistica a variavel dependente presenca

de IgG anti-T. gondii a RIFI.

Resultados

Entre as 1058 amostras analisadas, a prevaléncia de anticorpos IgG anti-T. gondii
encontrada para os caprinos no estado do Parana foi de 30% (317/1058).

Dos caprinos estudados 24,2% (256/1058) eram machos, 51% (131/256) com menos
de um ano de idade e 75,7% (802/1058) eram fémeas, 28% (222/802) com menos de um ano
de idade.

Das 94 propriedades avaliadas, 76 (80,8%) apresentaram animais positivos na RIFI. O
nucleo regional de Campo Mourdo apresentou nenhuma propriedade positiva; Apucarana,
Francisco Beltrdo, Laranjeiras do Sul e Paranavai com uma propriedade positiva; Cascavel,
Ivaipora e Curitiba com duas propriedades positivas e Guarapuava com cinco propriedades
positivas. Os nucleos regionais de Toledo, Maringa, Londrina, Cornélio Procopio,
Jacarezinho, Ponta Grossa, Irati e Unido da Vitdria, apresentaram todas as propriedades
positivas.

Em 21,3% (20/94) das propriedades foram relatados abortamentos frequentes em
267/801 fémeas, ocorrendo principalmente no primeiro ter¢o da gestacdo. Em 19% (18/94)
das propriedades, em 285 fémeas, houve algum outro problema reprodutivo como: repeti¢ao
de cio, auséncia de cio ou natimortos. Foram encontradas ainda 13,2% (106/802) fémeas
caprinas com diminui¢do de producdo leiteira. Apesar de 88,6% (937/1058) dos animais
serem vermifugados anualmente, apenas 44% (446/1058) recebiam assisténcia veterinaria.

Todas as propriedades visitadas apresentaram uma caprinocultura associada a criag@o
de outras espécies de animais de produgdo tais como: bovinos, ovinos, suinos, equinos ou

aves € 91,5% (86/94) destas, abatiam algum tipo de animal para consumo proprio. Com
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relacdo a fonte de agua, 94,7% (89/94) dos animais recebiam agua proveniente de mina,
corregos, ribeirdes ou agudes, em apenas 5,3% (5/94) das propriedades os animais recebiam
agua de rede publica de abastecimento. Quanto ao aluguel de pastagens 3,2% (3/94) das
propriedades o faziam em alguma época do ano.

Quanto ao tipo de exploragdo observou-se que 80,3% (850/1058) dos animais eram
criados para o corte, 18,1% (192/1058) de criagdo mista e 1,5% (16/1058) Ieiteira.
Analisando-se o tipo de criagdo observou-se que 50,9% (539/1058) dos animais eram criados
em sistema extensivo, 41,3% (442/1058) em semi-confinamento e 7,3% (77/1058) em
confinamento.

Em 84% (79/94) das propriedades havia presenca de gatos, 35,4% (28/79) das
propriedades havia presencga de gatos com menos de um ano de idade e em 42,5% (40/94) os
gatos tinham acesso ao deposito de racdo. Em 69,1% (65/94) das propriedades havia presenga
de animais silvestres, sendo que 66,6% (705/1058) dos caprinos tinham contato com animais
de vida livre como marsupiais, cervideos, capivaras, entre outros.

Os resultados das varidveis estatisticamente significativas, associadas a

soropositividade de anticorpos IgG anti- T. gondii podem ser visualizadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultado das variaveis estatisticamente significativas (p<0,05) relacionadas a
criacdo e exploracdo de caprinos, associadas a soropositividade de anticorpos IgG
anti-Toxoplasma gondii, pela Reagdo de Imunofluorecéncia Indireta, no estado do
Parana, Brasil, 2010.

o OR
Variaveis 19G reagente/total (%) Valor de p (IC 95%)
Aluga pastos alguma época do ano
Sim 21/44 (47,7) 0,0139 2,21
Nao 296/1014 (29,2) (1,2-4,0)
Assisténcia Veterinaria
Sim 116/466 (24,9) 0,0018 0,64
Nao 201/592 (34) (0,5-0,8)
Sexo
Fémea 257/802 (32,0) 0,0111 1,54
Macho 60/256 (23,4) (1,1-2,1)
Fémea
<1 ano 53/222 (23,9) 0,0028 0,58
>1 ano 204/580 (35,1) (0,4-0,8)
Machos
<l ano 21/131 (16) 0,0065 0,42
>1 ano 39/125 (31,2) (0,2-0,8)
Idade
<l ano 74/353 (20,9) <0,0001 0,51
>1 ano 242/705 (34,3) (0,3-0,7)
Gatos na propriedade
Sim 281/865 (32,5) 0,0002 2,09
Nio 36/193 (18,7) (1,4-3,1)
Pastos em comum com outras propriedades
Sim 35/67(52,2) <0,0001 2,74
Nio 282/991 (28,5) (1,6-4,5)
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Discussao

A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii encontrada neste trabalho (30% -317/1058)
foi inferior aos valores encontrados em Guarapuava, PR de 89,1% (SILVA FILHO et al.,
2008), estado de Alagoas de 39% (ANDERLINI et al., 2011) e no estado de Pernambuco de
47,6% (BISPO et al., 2011). Semelhantes aos resultados encontrados em Londrina, PR de
30,7% (SELLA et al., 1994), no estado de Rio Grande do Sul de 30% (MACIEL; ARAUJO,
2004), no estado de Sao Paulo de 28,6% (FIGLIUOLO et al., 2004), no estado do Rio de
Janeiro de 29,1% (LUCIANO et al.,, 2011), na Mesorregido de Curitiba, PR de 35,9%
(GARCIA et al., 2012) e no estado de Pernambuco de 31,7% (PEREIRA et al., 2012). Foram
superiores aos valores encontrados no estado do Maranhao de 4,3% (MORAES, 2011) e no
estado de Sao Paulo de 14,4% (MAINARD et al., 2000), 14,5% (MEIRELES et al., 2003) ¢
23,4% (MODOLO et al., 2008).

A variacdo de resultados em diferentes regides se deve a diferencas no manejo,
higiene, presenca ou ndo de felideos (LINHARES, 1990), a diferengas climaticas (DUBEY,
2000; SAWADOGO et al., 2005) a diferentes testes diagnosticos e pontos de corte utilizados.

Foi observada associacdo significativa relacionada ao sexo feminino em que 32%
(257/802) (p: 0,0111) das fémeas apresentaram positividade contra 23,4% (60/256) dos
machos. Esses resultados sdo concordantes com os de Silva et al. (2002), que demonstraram
uma significdncia na porcentagem de fémeas (43,8%) sororeagentes maior que a de machos
(21,2%), no estado de Pernambuco. Reis et al. (2005) encontraram diferenca significativa
entre os sexos, em que as fémeas apresentaram prevaléncia de 88,1% (111/126) de
positividade pela RIFI. Percentual significativo ente machos e fémeas também foram
relatados por Garcia et al. (2012) 38,3% (129/336) fémeas e 24,6% (17/69) machos pela RIFI.
As fémeas caprinas normalmente apresentam maior soropositividade, por permanecerem
maior tempo no rebanho e consequentemente ficar mais expostas a fontes de infeccao,
enquanto os machos sdo encaminhados ao abate restando somente alguns poucos para a
reprodugao.

Com relacdo a faixa etdria, encontrou-se resultados significativos (OR:0,51) em
animais com idade inferior a um ano, mesmo quando classificados segundo o sexo. Fémeas
com 35,1% (204/580) e machos com 31,2% (39/125), com idade superior a um ano
apresentaram maior positividade. Concordante com os estudos de Machado e Lima (1987) e
Jittapalapong et al. (2005), que encontraram maior positividade a anticorpos anti-T. gondii em

animais com idade igual ou superior a um ano. Figueiredo et al. (2001) também encontraram
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maiores prevaléncias na RIFI com 42,9%, em animais com idade superior a 36 meses. A
maior prevaléncia em animais acima de um ano de idade, esta relacionada ao maior tempo de
exposicao as vias de transmissdo do T. gondii no ambiente. (SELLA et al., 1994; VAN DER
PULJE et al., 2000; UZEDA et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2008).

Quanto ao sistema de criacdo, as prevaléncias foram semelhantes (p > 0,05) para
extensivo (166/539), semi extensivo (117/442) e confinado (34/77). Os estudos de Chiari
(1981), Silva et al. (2003) e Kamani et al. (2009) afirmaram que o confinamento do rebanho
pode ser um fator predisponente a aquisi¢do da toxoplasmose. Provavelmente pela densidade
e dindmica populacional, animais em maior contato com alimentos (pastagem, ragdo e feno) e
agua contaminados por oocistos, proximidade com ambiente freqiientado pelos felinos e
roedores, enquanto que a exploracdo extensiva mantém os animais mais dispersos tornando-se
um fator limitante na transmissdo de varios agentes infecciosos.

J& os autores Figueiredo et al. (2001) e Neto et al. (2008) encontraram menores taxas
de positividade em caprinos criados no sistema intensivo comparado ao semi-intensivo, €
justificam pelo fato de terem maiores chances de contato com oocistos excretados nas fezes
de felideos selvagens e domésticos que contaminam o ambiente.

Quanto ao tipo de exploragdo, as prevaléncias foram semelhantes (p > 0,05) para corte
30,2% (257/850), leite 31,2 (5/16) e misto 28,6 (55/192). Silva et al. (2003), Jittapalapong et
al. (2005), Carneiro (2006) e Garcia et al. (2012) encontraram maiores prevaléncias em
caprinos leiteiros afirmando que nesta forma de exploracdo os animais se mantém mais
concentrados € em maior contato com alimentos e agua possivelmente contaminados por
oocistos, ao contrario de exploragdo para corte, normalmente extensiva.

A associacdo da soropositividade dos caprinos aos gatos (p=0,0002) foi semelhante
aos relatos de Araujo et al. (1998) e Garcia et al. (2012). Chiari et al. (1985) afirmam que o
contato de gatos domésticos com os caprinos ¢ um fator relevante na transmissdo e infec¢ao
pelo T. gondii devido a eliminagdo dos oocistos no meio ambiente por meio das fezes. O
controle e a prevenc¢do da toxoplasmose caprina pode ser feito controlando-se a populacao de
gatos e outros felinos nas instalagdes, evitando assim, a disseminag¢do de oocistos no meio
ambiente. Gatos errantes, que supostamente cacam, se infectam mais frequentemente do que
os gatos domiciliados, que sdo tratados com racao (VARGAS, 2006).

O aluguel de pastagens em alguma época do ano com (p = 0,0139) e pastagens em
comum com outras propriedades (p<0,0001) foram associados a presenga de T. gondii nos

animais estudados. A rotagdo de pastagens e o transito de animais entre propriedades, pode
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coloca-los em contatos com ecossistemas, potencialmente contaminados com oocistos do T.
gondii.

A presenca de assisténcia veterinaria (p=0,0018) apresentou-se como fator de prote¢ao
indicando que esse profissional estd instruindo corretamente os proprietarios com relagdo a
alimentac¢do, sanidade, reservatorios e controle de doengas.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a infecgdo por T. gondii encontra-se
disseminada nas criagcdes de caprinos no estado do Parana e os fatores associados ao risco de
infeccdo mais importantes foram: aluguel de pastagens em alguma época do ano, sexo
feminino, a presenga de gatos na propriedade e pastos em comum com outras propriedades. A
presenca de assisténcia veterindria ¢ idade inferior a um ano mostraram ser importantes
fatores de protecdo a infeccdo pelo T. gondii. Os resultados obtidos demonstram uma
prevaléncia de 30%, sugerindo que a ingestdo de produtos lacteos e carneos de caprinos sem
tratamento térmico adequado, podem ser importantes vias de infecgdo para o T. gondii.

Devido a importancia do crescimento da caprinocultura no desenvolvimento socio-
econdmico, em especial para as populagdes rurais, com fornecimento de proteina de origem
animal (carne e leite), pode-se afirmar que a toxoplasmose ¢ um problema causando perdas
econdmicas para essa atividade pecudria e com riscos inerentes a saude publica.

O planejamento de saude animal, na origem da cadeia de producdao, medidas de
controle, profilaxia e implantacdo de programas de educacdo sanitdria associados a
conscientizacdo dos produtores para as formas de transmissdo sdo estratégias capazes de

controlar o T.gondii nesta pecuaria.
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COMPARACAO DOS TESTES DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA, ENSAIO IMUNOENZIMATICO E
AGLUTINACAO MODIFICADA PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA TOXOPLASMA GONDII
EM SOROS DO REBANHO CAPRINO DO ESTADO DO PARANA — BRASIL

Resumo

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii em que os gatos
e felideos selvagens sdo os hospedeiros definitivos. O caprino, entre os animais de produgao,
¢ uma das espécies mais suscetiveis ao T. gondii, sendo um dos principais agentes envolvidos
no abortamento desta espécie, determinando assim grandes perdas econdmicas. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a concordancia entre a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e aglutinacdo modificada (MAT) em soro de
caprinos naturalmente infectados de propriedades do estado do Parand. Foram coletadas 1058
amostras de sangue em 94 propriedades do estado do Parand. A porcentagem de resultados
positivos foi de 30% na RIFI, 33,3% no ELISA e 25,3% no MAT. Utilizando-se a RIFI como
padrio, o teste de ELISA apresentou concordancia substancial (kappa=0,74), sensibilidade de
87% e especificidade de 89,7%. O MAT apresentou concordancia substancial (kappa =0,61),
sensibilidade de 66,2% e especificidade de 92,2%. A partir dos resultados encontrados,
conclui-se que todos os testes avaliados podem ser recomendados para a realizagdo de
inquéritos epidemioldgicos e para o monitoramento de animais em transito, a escolha
dependera das facilidades laboratoriais para a realizagdo de cada um e do uso de
sorodiagndstico Unico, em paralelo ou em sequéncia.

Palavras-chave: Caprinos. Toxoplasma gondii. RIFI. ELISA. MAT.

COMPARISON BETWEEN INDIRECT IMMUNOFLUORESCECE ASSAY TEST, ENZYME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY AND MODIFIED AGGLUTINATIONFOR DETECTION OF TOXOPLASMA
GONDII ANTIBODIES OF GOAT HERD’S SERA IN THE STATE OF PARANA - BRAZIL

Abstract

Toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by the protozoan Toxoplasma gondii, which has
cats and wild felids as definitive hosts. The goats, among the farm animals, are the species
most susceptible to T. gondii in wich is involved in the abortion, causing major economic
losses. This study aimed to evaluate the correlation between Indirect Fluorescence Assay
(IFAT), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Modified Agglutination Test
(MAT) in serum of goats naturally infected in the properties in the state of Parana. It was
collected 1058 blood samples from 94 properties in the state of Parand. The percentage of
positive results was 30% in IFAT, ELISA in 33.3% and 25.3% in MAT. Using the IFAT as
standard when faced with the ELISA test showed substantial agreement (kappa=0.74),
sensitivity 87% and specificity of 89.7%. MAT showed substantial agreement (kappa=0.61),
sensitivity of 66.2% and specificity of 92.2%. From these results, it was conclude that all
evaluated tests may be recommended to conduct epidemiological investigations and to
monitor animals in transit. The choice will depend on each laboratory facilities to carry out
the serodiagnosis test single, in parallel or in sequence.

Keywords: Goats. Toxoplasma gondii. IFAT. ELISA. MAT.
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Introdugao

A Toxoplasmose ¢ uma zoonose de distribuicdo mundial, encontrada nos mais
variados climas ¢ continentes (AMENDOEIRA et al. 1999; ECKERT, 1996).

Os animais homeotérmicos podem infectar-se com T. gondii de trés formas: via oral
pela ingestdao de oocistos eliminados nas fezes de felideos que tornam-se infectantes apods
esporulacdo de um a cinco dias, em condi¢des ambientais favoraveis; pela ingestdo de cistos
em tecidos de hospedeiros intermediarios; e via uterina pela transmissao transplacentaria de
taquizoitos. A toxoplasmose também pode ser transmitida por produtos sanguineos,
transplantes de oOrgdos, ou pela ingestdo de taquizoitos em leite ndo pasteurizado
(AMENDOEIRA, 1999; TENDER, 1999).

Os caprinos, dentre os animais destinados a producdo, ¢ uma das espécies mais
suscetiveis ao T. gondii, causando aos rebanhos, grandes perdas reprodutivas ¢ econdmicas
(DUBEY, 1981). Devido grande importancia da producao caprina em pequenas propriedades
rurais para fornecimento de proteina (carne e leite), h4 uma grande preocupacdo com a
transmissao do T. gondii para os humanos.

Estudos epidemiologicos da toxoplasmose em rebanhos, tém utilizado os testes
soroldgicos como instrumento para o diagnostico. Assim, a avaliagdo, a padronizagdo ¢ a
comparagdo entre os testes sorologicos, através da sensibilidade, especificidade e o kappa,
permitem uma escolha segura.

Virios testes sorologicos, com graus variados de sensibilidade e especificidade, foram
desenvolvidos para a detecgdo de anticorpos anti-T. gondii. Entre os testes mais utilizados se
destacam a Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (CAMARGO, 1973), Ensaio Imunoenziméatico
(ELISA) (VITOR, 1999) e Aglutinagdo Modificada (MAT) (DESMONTS e REMINGTON,
1980, modificado por DUBEY; DESMONTS, 1987).

O objetivo deste trabalho foi comparar os testes RIFI, ELISA e MAT para a deteccao

de anticorpos contra T.gondii em caprinos naturalmente infectados.

Material de Métodos

O Estado do Parana compo0s a area de estudo, a selecdo de 94 propriedades foi
realizada de forma sistematica contemplando 18 dos 20 nticleos regionais da SEAB, 2009. A
coleta das amostras ocorreu no periodo de abril a agosto de 2010.

4. Testes diagnosticos
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A RIFI, foi realizada de acordo com Camargo (1973), os soros foram diluidos a partir
de 1:16 em série na base 4 até a diluigdo maxima positiva. Adotou-se o ponto de corte a > 64
(FIGUEIREDO et al. 2001; RIEMANN et al. 1977). Utilizou-se conjugado caprino anti-IgG
padronizado em 1:2100 (Sigma Immuno Chemicals, Catalogo 1990, Produto F9012.

O ELISA foi realizado segundo Vitor (1999). A média da densidade dptica dos soros
controles negativos, somado duas vezes o desvio padrao da média, correspondeu ao ponto de
corte adotado (MINOZZO, 1997; GUIMARAES et al., 1987). A padronizacio realizada na
dilui¢do 1:50, o conjugado anti-IgG caprino (SIGMA A5420) na dilui¢do 1:500 e as amostras
foram processadas em duplicata.

O MAT foi realizado de acordo com Desmonts e Remington (1980) e modificado por
Dubey e Desmonts (1987). Os soros foram diluidos a partir do titulo 1:25, com ponto de corte
de dilui¢do 1:50 em microplacas com 96 pocos de fundo chato (Corning®). Consideradas
reagentes as diluigdes que formaram uma pelicula ou malha em pelo menos 50% do fundo da
cavidade da microplaca e nao reagentes as diluigdes que formaram um botdo compacto ou
ocupando até 50% do fundo da cavidade.

Nos trés testes foram utilizados controles positivos e negativos para a espécie e
antigeno da amostra RH, produzido no Laboratério de Zoonoses ¢ Satide Publica Veterinaria
da Universidade Estadual de Londrina (CAMARGO, 1964).

5. Analises estatisticas

Para a comparagdo dos resultados obtidos nos trés testes RIFI, ELISA e MAT
avaliados, utilizou-se o teste de concordancia por meio da determinag¢do do coeficiente de
kappa e de concordancia percentual com calculos de sensibilidade ¢ especificidade (GART;
BUCK, 1966) realizados pelo programa Epilnfo 3.5.3 (DEAN et al., 1994).

Para uma interpretagdo dos valores de kappa, utilizou-se a caracterizagdo em faixas de
valores segundo Landis e Koch (1977). Esses autores sugerem que os valores de 0,01 a 0,2
representam concordancia pequena, de 0,21 a 0,4 uma concordancia média, de 0,41 a 0,6
moderada, de 0,61 a 0,8 substancial e de 0,81 a 1,0 representariam concordancia quase

perfeita.
Resultados e Discussao
Para ser utilizado em estudos epidemiologicos, um teste soroldogico deve ter as

seguintes caracteristicas: ser econdmico, simples, sensivel, especifico, apresentar boa

reprodutibilidade e concordancia (CHIARI, 1985). Os testes mais utilizados na rotina de
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diagnostico em animais para T. gondii, por tais razdes sdo a RIFI (MAINARD et al., 2003;
FIGLIUOLO et al., 2004; UZEDA et al., 2004), ELISA (SKJERVE et al, 1998;
CAVALCANTE, 2004; SAWADOGQO et al., 2005) e MAT (KLUN et al., 2006).

No presente trabalho encontrou-se a prevaléncia de 30% (317/1058) para RIFI, 33,3%
(352/1058) para ELISA e 25,3% (268/1058) para o MAT e entre todos os demais, foi o unico
a analisar. Figueiredo et al. (2001) obtiveram resultados de 19% (33/174) na RIFI e 19,5%
(34/174) no ELISA em Uberlandia, MG e Silva et al. (2002) em Botucatu, SP 8,0% (8/100)
na RIFI. Reis et al. (2007) em Pitanga, PR encontraram prevaléncia de 44,7% (126/282) pela
RIFI e 23% (65/282) pelo MAT. Carneiro et al. (2006) no estado de Minas Gerais obtiveram
prevaléncia de 46% (353/767) pela RIFI e 43% (330/767) pelo MAT. Garcia et al. (2012)
encontraram na regido de Curitiba, PR, resultados de 35,9% (145/405) na RIFI e 394
(160/405) no ELISA.

Titulos elevados de anticorpos podem ser atribuidos a infecgdo ativa pelo T. gondii,
reativagdo de infec¢do devido as condigdes imunossupressoras ou reinfeccao por novas cepas.
Os resultados semelhantes nos trés testes sugerem a ingestdo de agua, pastagem e alimentos
contaminados com fezes de felideos contendo oocistos de T. gondii pelos caprinos e
introdugdo de animais no rebanho sem informagdes de prevaléncia da toxoplasmose em sua
origem.

A Tabela 1 mostra a andlise comparativa entre os trés testes soroldgicos avaliados,
sensibilidade e especificidade, os valores preditivos positivos e negativos e os indices de

concordancia kappa.
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Tabela 2 — Frequéncia dos resultados obtidos para anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii,
em soros de 1058 caprinos, e concordancia encontrada de acordo com os testes de
sorodiagndstico utilizados, estado do Parana, 2010.

Testas RIFI *
— = Sen. Esp. VP+ VP- K
e Negativo Total {IC 05%) {IC 05%) {IC 05%) {IC 05%) {IC 05%)
£ 210 58 268 66, 2% 02.2% 78.4% 26.3% 0.61(5)
MAT = = < (60,0717 (00,003,890  (F3L,0ELE)  (B3,0ERTY  (0.5-0.7)
- 107 G683 790
Total 317 741 1058
L - - I P T L I VA Y T T e V()
ELISA 176 76 332 (B2.8003) (873017 (73,824 (0220570 (0,7-0.)
- 41 663 706
Total 317 741 1058
MAT*
— - Sen. Ezp. VP+ WVE- K
e Negativo Total {IC 25%) {IC 25%) {IC 05%) {IC 05%) {IC 05%)
N - - 78 4% 26.5% 66, 2% 02 2% 0.61(8)
RIFI T 210 107 317 (73,0828 (25,0887 (60071 (90,005.8)  {0.5-0.7)
- 58 683 741
Total 268 790 1058
+ 740 103 352 02.9% 26,9% 70, 7% 07.3% 0.72(8)
ELISA  ~ i (89.2954)  (84.4-89,1)  (65,875.2)  (95,5983)  (0.7-0.5)
- 19 G687 706
Total 268 700 1058
ELISA*
i - Sen. Eszp. VP+ VE- K
Fositive Negativo Total {IC 25%) {IC ©5%) {IC ©5%) {IC £5%) {IC 25%)
+ 240 19 168 70, 7% 07.3% 02.0% 26.0% 0.72 (8)
MAT  * = (60,875,2)  (95,898,3)  (B0.2954)  (B4,4881) (0,708
- 103 G687 790
Total 352 706 1058
276 1 _— TEAS e AN T 0T R B4 ()
RIFI _ ~ (73,82-824) (02205 T) {22,0-00,3) {87,301,T) {0,7- 0,8)
- T8 663 741
Total 332 T06 1058

RIFI: reac¢do de imunofluorecéncia indireta; MAT: aglutinagdo modificada; ELISA: imunoensaio enzimatico.

* Teste de referéncia; Sen: sensibilidade; Esp: especificidade; VP+: valor preditivo positivo; VP-: valor preditivo
negativo.

k - coeficiente de kappa (< 0,0 a 1,0); P = pobre: < 0.0; F = fraco: 0,0 - 0.20; R = razoavel: 0.21 - 0.40; M =
moderado: 0.41-0.60; S = substancial: 0.61 - 0.80; QP = quase perfeito: 0.81 - 1.00 (Landis ¢ Koch,1977).

Obteve-se sensibilidade de 87,1% e especificidade de 89,7% pelo ELISA, e
sensibilidade de 66,2% e especificidade de 92,2% no MAT, quando comparados ao teste
padrao RIFI. Resultados semelhantes foram observados por autores que também utilizaram a
RIFI como padrao, como Carneiro et al. (2006) com 85,2% de sensibilidade e 93% de
especificidade para ELISA em estudo realizado com rebanhos caprinos no estado de Minas
Gerais; Reis et al. (2007) para o MAT com sensibilidade de 55,3% e especificidade de 96,6%,
em caprinos em Pitanga, PR. Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados, foram
inferiores aos descritos Garcia et al. (2012) que encontrou sensibilidade de 98,6% e

especificidade de 93,8% para ELISA comparada a RIFI na regido metropolitana de Curitiba,
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PR e por Van de Puije et al. (2000) que observaram no ELISA 92% de sensibilidade e 91% de
especificidade em estudo realizado em rebanhos caprinos em Gana, Africa.

A concordancia entre os resultados encontrados no MAT e ELISA foi considerada
substancial, com kappa (k) de 0,61 e 0,74, respectivamente, quando comparadas a RIFI. Ja
Reis et al. (2007) encontraram kappa moderado de 0,56 entre o MAT a RIFI, Carneiro et al.
(2006) encontraram kappa substancial 0,79 entre o ELISA ¢ a RIFI, e Garcia et al. (2012) um
kappa de 0,91, quase perfeita, entre ELISA ¢ RIFI.

A toxoplasmose ¢ uma zoonose de grande importancia para a satde publica e a
transmissao do T. gondii para o homem pode ocorrer através do consumo de carne e leite de
cabras sem o devido tratamento térmico podendo provocar aborto e anormalidades congénitas
em criancas (DUBEY, 1996; LOPES et al., 2011). Assim a detec¢do de anticorpos pela
sorologia ¢ ferramenta fundamental para orientar o tratamento, uma vez que a infec¢cdo nos
animais e no homem, geralmente apresentam quadro varidvel de sintomatologia ou até casos
assintomaticos. (FIGUEIREDO et al., 2001; SILVA et al., 2002).

Os testes avaliados no presente estudo sdo os mais utilizados na rotina laboratorial,
foram pela primeira vez realizados em conjunto em um mesmo trabalho em rebanho caprino
expressivo e mostraram-se confidveis. Os resultados obtidos pelos trés testes foram
relevantes, ndo demonstram diferenca significativa, apresentando concordancia substancial
pelo indice de concordancia kappa.

O MAT pode ser utilizado como teste de triagem para rebanhos, pela sua simplicidade
de execugdo, menor custo, rapidez, e porque nao requer reagentes espécie-especificos.

O ELISA, por sua maior sensibilidade, pode ser utilizado para aquisi¢do de animais
provenientes de areas com alta prevaléncia que poderiam tornar-se fontes de infec¢do em
areas onde ndo ha toxoplasmose caprina. A RIFI apresentou resultados que confirmam seu
uso em diagndsticos sorologicos, e juntamente com o ELISA, poderdo ser utilizados como
testes confirmatérios, contudo, demandam altos custos, necessitam de equipamentos e

conjugados especificos.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos no inquérito soroepidemioldgico da toxoplasmose caprina no
rebanho do estado do Parand, demonstram uma prevaléncia de 30%, sugerindo que a ingestao
de produtos lacteos e carneos, sem tratamento térmico adequado, ¢ fator preocupante como
vias de transmissdao para o homem. Foram fatores de risco significativos associados ao risco
de infecgdo por T. gondii em caprinos: aluguel de pastagens; sexo feminino, presenga de gatos
e pastagens em comum com outras propriedades, e fatores de prote¢do: presenca de
assisténcia veterinaria e idade inferior a um ano.

A detec¢ao de anticorpos pela sorologia ¢ ferramenta fundamental para orientar o
tratamento, uma vez que a infec¢do nos animais € no homem geralmente apresentam quadros
de sintomatologia inespecificos ou até assintomaticos.

Os testes estudados, Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) e Aglutinacao Modificada (MAT), realizados pela primeira vez em conjunto em um
rebanho caprino expressivo, demonstraram resultados coerentes e confidveis para realizacao
de estudos epidemioldgicos auxiliando na gestdo adequada para o controle da infec¢do nesta
espécie. O MAT a ser utilizado como teste de triagem para rebanhos, pela sua simplicidade de
execu¢do, menor custo, rapidez, e porque ndo requer reagentes espécie-especificos e,
enquanto que o ELISA e a RIFI como testes confirmatorios, pela sua alta sensibilidade e
especificidade, contudo demandam altos custos, necessitam de equipamentos e conjugados
especificos.

A toxoplasmose em caprinos merece especial atencdo das organizagdes de saude
publica para orientar a populagdo sobre a situacdo real de da infec¢do no pais, através

levantamentos sorologicos mais frequentes.
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APENDICE A
QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

01— Identificacéo:
Municipio

Proprietario

Telefone para contato

Propriedade Areaemha
Caddigo da propriedade de estudo
Entrevistado
Funcéo do Entrevistado na propriedade
02— Data da Colheita
03— Coordenadas
Lat | S e S o A A
Lon | I |9 | I | I || [
04 - Tipo da Exploracéo: [ corte [ leite [ mista
05— Tipo de Criagdo: [ confinado [ semi-confinado [ extensivo
06— Tipo de Ordenha: ] manual [ mecanica ao pé [ mecanica em sala de ordenha

[0 Nio ordenha

07 - Producéo de leite: a) N° de cabras em lactagio:

fazenda: litros

08 — Usa inseminagéo artificial? [Indo [Jusainseminagdo artificial e monta natural

inseminagao artificial
09 - Raga predominante

- Caprinos: [ boer [ anglo-nubiana [Jparda alpina

[ mestigo [ outras

-Ovinos: [santainés [Jmoradanova [Idorper

France [ mestico [ outras

O suffolk [texel

Caprinos | Machos (meses)

Fémeas (meses)

Total 0-12 >12 0-12 >12
Ovinos Machos (meses) Fémeas (meses)
Total 0-6 >6 0-6 >6
10 - Outras espécies na propriedade: [1bovinos [ eqiiideos [ suinos
11— Caprinos e bovinos convivem no mesmo pasto? [Isim [In3o
12 - Espécies silvestres em vida livre na propriedade: [1nao tem O cervideos

[ marsupiais (gamba) ~ [loutras:..........cccceuevnee.

13— Presenca de roedores na propriedade: CIsim
14 - Presenca de gatos: [ sim Quantos?

14.1 - Presenca de gatos com menos de 1 ano de idade:

.................... (pombos, etc.)

O ndo

Osim [Ondo

Osaanem [canindé

b) Produgio diaria de leite na

Ousa so

Osavana

O ille

O aves

[ capivaras
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14.2 = Os gatos tém acesso a locais de deposito de alimento para caprinos ( ex: depdsito de racdes, feno,
silagem, pasto): Osim  Clndo

15— Presenca de cachorros: [ sim Quantos? [ ndo

15.1 — Os cées tém acesso a locais de depdsito de alimento para caprinos ( ex: depdsito de ragdes, feno,
silagem, pasto)? [1sim [Indo

15.2 — Os cdes se alimentam de racdo? [sim [nao

15.3 — Os cées se alimentam de restos de comida? [Jsim [Indo

15.4 — Os cées se alimentam de restos de animais abatidos e/ou abortamentos? [ sim L ndo

15.5 — Os cées tém problemas neurolégicos? [1sim [ nao
(exemplos: paresia de membros, ataxia, rigidez com membros esticados, morte subita)

15.6 — Os cées tém problemas respiratérios? [ sim. (I ndo

16 — Abastecimento de 4gua para os animais: [1rede publica [1pogo convencional [1mina [represa
[ agude pluvial [ cérrego [ outros

17 - Abastecimento de 4gua para consumo humano: [drede publica [pogo convencional [Imina [
outros

17.1 - Quial o destino de &guas servidas (esgoto)? [ fossa seca [ séptica [ séptica biodigestora
[ outro

18 — Ocorre abate de animais na propriedade, para consumo préprio: [sim [Indo

18.1 — Quais as espécies sdo abatidas: [L1bovina [ suina [ ovina [ aves (frangos) [ caprina
18.2 — Tipo de carne consumida: [ crua [ mal passada [l cozida

18.3 — Quial tipo de derivados de carne consumidos? [1lingiiiga fresca [ lingiiiga defumada

[1 quibe cru [ outro Qual?
19— Consome leite cru? Osim [ndo

19.1 - O leite produzido pela propriedade é pasteurizado? Osim Ondo
19.2 — A quem entrega leite? U cooperativa [ laticinio [ direto ao consumidor [ nfo entrega
19.3 — Resfriamento do leite: [ ndo faz [Ifaz Como: [em resfriador ou tanque de expansio

[ em resfriador ou tanque de expansio coletivo
18.4 — A entrega do leite é feita a granel? (dsim [nao

20 - Producao de queijos na propriedade? Osim [ndo
20.1 = O leite utilizado para a producéo de queijo é pasteurizado ou fervido? Osim [ndo

20.2 — O queijo produzido na propriedade é consumido pelos moradores: [1sim [Inio

21 - Tem abortamentos freqtientemente? Osim [ndo

21.1 - Em qual época de gestacao tem ocorrido os abortos? U primeiro tergo de gestagdo O
terco final de gestacdo

21.2 — Tém ocorrido alguma anomalia nos fetos abortados?[]sim Qual? [ n3o

21.3 — Algum outro problema reprodutivo? [1sim [Indo Qual? [repeticdo de cio O

auséncia de cio [ natimortos
21.4 — Freqliéncia dos problemas reprodutivos: L primeira cria [ segunda cria [apés 5* cria U

todas as crias [ sem problemas reprodutivos
21.5 — Causa do problema reprodutivo foi diagnosticada? [(Isim Qual? Indo
22 — Fémeas caprinas com mastite? [1sim  [Indo
22.1 - Foi diagnosticada a causa da mastite? Lsim Qual? Ll ndo

23— Faz testes para diagnostico de Brucelose? [Isim [nido



24 -

25—
26 —

27 -
28 -

29 -

30—

31—

31.1-

32—
33 -

34 -
35—
36 -

37 -
38 -
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Regularidade dos testes: [1uma vez ao ano L] duas vezes ao ano [ quando compra
animais [ quando exigido para trinsito/eventos/crédito

Local de abate das fémeas e machos adultos no fim da vida reprodutiva:

[ na propria fazenda [em estabelecimento sem inspegdo veterinria

[1em estabelecimento de abate com inspegdo veterinaria [1ndo abate

Fémeas caprinas com diminuigdo da producéo leiteira? Clsim  [Indo

Faz testes para diagndstico de Artrite Encefalite Caprina (CAE)? [sim [Onao

Regularidade dos testes: [1uma vez ao ano L] duas vezes ao ano [ quando compra
animais 1 quando exigido para transito/eventos/crédito

Animais com dificuldades para caminhar (artrite)? Osim [ndo

Os caprinos tém problemas neurolégicos? [1sim [1nao

(exemplos: paresia de membros, ataxia, rigidez com membros esticados, morte subita)

Nos ultimos 2 anos houve aquisi¢cédo de caprinos? [sim [ndo

foram exigidos exames de sangue? [Jsim  [Indo

Onde/de quem: [Jem exposi¢do [1em leildo/feira[]de comerciante de animais [ diretamente de
outras fazendas

Caprinos com dificuldades respiratérias/ corrimento nasal ou aparecimento de crostas? [ sim [
nao

A vermifugacéo dos animais é feita anualmente? [Jsim [néo

Ocorre reutilizacédo de agulhas/ seringas nas vacinagdes ou vermifugacdes? [1sim [1ndo
Edema ou inchago de cara e lingua? CIsim [ ndo

A limpeza (higienizacéo) das instalacdes de criacédo intensiva é feita com qual periodicidade? [11
VE€ZES ao ano D 2 vezes ao ano D 3vezes ao ano

Aluga pastos em alguma época do ano? [1sim [ndo

Tem pastos em comum com outras propriedades? [sim [lndo

Compartilha outros itens com outras propriedades? [Onio [Jinsumos [ equipamentos [
funciondrios

Existem na propriedade areas alagadicas as quais os animais tem acesso? [Isim [Indo

Tem assisténcia veterinaria? L sim  [nao De que tipo? [ veterinario da cooperativa [ veterinario

particular
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COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N" 192/2009 . Londnna, 30 de novembro de 2009,
Prezado Pesquisador

0O CEEA/UEL, reunido aos (8 de setembro do ano corrente. avaliou o projeto de
pesquisa inttulado "Avaliacio sanitiria do rebanho caprino no estado do Parana”. registrado
no CEEA sob o n® 73/09, pesquisa do Centro de Ciéncias Agrarias. desenvolvido sob sua
responsabihdade. Esclarecidos os aspecios metodologmcos soliciados. o projeto esta aprovadoe para
execugdo entendendo-se que os principios ¢ticos postulados pelo Colegio Brasilewro de
Experimentagao Animal estio respeitados

Serdo utihizados 1600 caprinos femeas, 70 cfies machos e 70 {@meas e 70 gatos
machos e 70 féemeas com procedéncia de propnedades rurais da regido de Guarapuava, Parana. Os
amimais serdo submetidos a colheita de sangue para ser submetidos a testes diagnosticos para
venficagio dos agentes: Toxoplasma gondn . Neospora canmum, Brucella abortus, Brucella
melitensis. Leptospira mterrogans, Clamyvdophila abortus e Lentivirus. e analise de questionarios
epidemiologicos ¢ estatisticos. O projeto estd previsto para ser exccutado entre janciro de 2009 ¢
dezembro de 2012,

Cumpre onentar que caso se pretendam quaisquer alteragGes no protocolo
expenimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio do CEEA/UEL
anleriormenle a execugdio das modificagoes.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

)
Profa. Dra. Mﬂn%ml;}e \a}i}s?atdc}&;muza

Coordenadora do CEEA/UEL

Iimo. Sr.

Prof. Dr. Itaimar Teodorico Navarro
Coordenador do Projeto

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias
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