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RESUMO

Objetivou-se determinar a prevaléncia da infec¢do por Toxoplasma gondii (T. gondii) e
Leptospira spp. em humanos e identificar os fatores de risco associados a infec¢do por
T. gondii no Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil. Para detec¢édo
de anticorpos 1gG anti-Toxoplasma gondii e anti-Leptospira empregaram-se a Reagoes
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Soroaglutinacdo Microscépica (SAM),
respectivamente. Os fatores de risco foram identificados por meio da aplicagdo de um
questionario epidemioldgico e as varidveis foram analisadas por meio da analise
univariada e regressdo logistica. A soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti-T. gondi foi
de 50,4% (172/341) e foram identificados dois fatores de risco associados a infeccéo:
consumo de agua de pocgo/chuva (OR: 2,43; p= 0,020) e consumo de animais silvestres
(OR: 1,80; p = 0,026). A prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira foi de 1,17% (4/341)
e os sorovares identificados foram: Icterohaemorrhagiae, Javanica, Mini e Louisiana.
Esse é o primeiro estudo que aborda estas infec¢cfes em humanos no Arquipélago de
Fernando de Noronha. Os resultados alertam para a necessidade de intervencdo por
parte das autoridades de saude local, com medidas estratégicas e integradas na
prevencdo e controle dessas enfermidades. Além disso, é importante conscientizar os
habitantes da ilha de Fernando de Noronha sobre as vias de tranmissdo de Toxoplasma

gondii e Leptospira spp.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Leptospira spp., soroprevaléncia, epidemiologia,
llha.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the prevalence of Toxoplasma gondii (T. gondii)
and Leptospira spp. in humans and identify risk factors associated with T. gondii
infection in the Fernando de Noronha archipelago, Pernambuco, Brazil. For detection of
anti-Toxoplasma gondii and anti-Leptospira antibodies, indirect fluorescent antibody
test (IFAT) and Microscopic agglutination test (MAT), were used respectively. The risk
factors were identified through the application of an epidemiological questionnaire and
variables were analyzed by univariate analysis and logistic regression. The
seroprevalence of immunoglobulin G anti-T. gondii antibodies was 50.4%. Factors
associated with infection: consumption of well water or rainwater (odds ratio [OR]:
2.43, p=0.020) and consumption of game meat (OR: 1.80, p=0.026). The prevalence of
anti-Leptospira antibodies was 1.17% (4/341), and the serovars identified were:
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Mini and Louisiana. This is the first study that addresses
these infections in humans in the Fernando de Noronha Archipelago. The results of this
study indicate the urgent need for intervention by local, health authorities with
integrated and strategic measures in the prevention and control of these diseases. In
addition, it is important aware the residents of the Island of Fernando de Noronha about
of the transmission routes of Toxoplasma gondii and Leptospira spp.

Keywords: Toxoplasma gondii, Leptospira spp., seroprevalence, epidemiology, Island.
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1. INTRODUCAO

As zoonoses toxoplasmose e leptospirose causam graves problemas de salde
publica devido a ampla dissemina¢do no mundo, principalmente em regides tropicais.
Estima-se que mais de 60% de algumas populacdes foram infectadas por Toxoplasma
gondii, enquanto a Leptospirose causada pela bactéria do género Leptospira, apresenta
uma ocorréncia em torno de 1 milhdo de casos e, possivelmente, 59.000 Obitos
anualmente (COSTA et al., 2015; CDC, 2018).

Ambas as enfermidades tém via de transmissdo comum para populacdo humana
por meio de um amplo espectro de animais sinantrépicos, domésticos e selvagens que
servem como fontes para a persisténcia da infeccdo (BRASIL, 2019a; DUBEY, 2010).
Essas doencas podem variar de infeccdo assintomatica a quadros clinicos graves como,
anomalias neuroldgicas, pneumonia, miocardite, necrose pulmonar, cegueira
(toxoplasmose), ictericia, disfuncdo renal e hepética, mialgia e diatese hemorragica
(leptospirose), e esses casos podem ser fatais em pacientes imunocomprometidos
(ADLER; LA PENA MOCTEZUMA, 2010; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A frequéncia dessas infec¢gdes na populacdo humana é altamente variavel, sendo
influenciada por habitos culturais, fatores climaticos, exposi¢cdo ocupacional, condi¢es
socioecondémicas e ambientais (BERTELLONI et al., 2019; BHARTI et al., 2003;
DUBEY et al., 2012). Regides com alta prevaléncia de infeccdo por T.gondii foram
relatadas na América do Sul, partes da Europa Oriental e Central, Oriente Médio, partes
do Sudeste da Asia e Africa (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009). Por outro lado,
0 aumento nas taxas de anticorpos anti-Leptospira foram reportadas ap6s fortes chuvas
e inundacBes nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas em paises como a China
(REN et al., 2005), Franga (BARANTON; POSTIC, 2006), Filipinas (PROMED,2009)
Brasil (KUPEK; SOUSA SANTOS FAVERSANI; SOUZA PHILIPPI, 2000), Trinidad
e Tobago (MOHAN et al., 2009), Polinésia Francesa (COUDERT et al., 2007).

Sé&o raros os estudos no Brasil que se dedicam a compreender a epidemiologia da
toxoplasmose e leptospirose em seres humanos em ambientes insulares. O isolamento
geografico dos ambientes insulares, particularmente das ilhas oceénicas, propicia uma
melhor compreensdo em estudos epidemioldgicos, pois possibilita abranger diferentes
especies o que permite elucidar a cadeia de transmissdo de determinadas doengas como

a toxoplasmose (MAGALHAES, 2016). Levantamentos epidemioldgicos sobre a
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toxoplasmose e leptospirose em humanos em llhas demonstraram como principais
fatores de riscos a &gua, o solo e alimentos contaminados, assim como 0s animais que
albergam as formas infectantes de T. gondii (esporozoitos, taquizoitos e bradizoitos), e
espeécies de Leptospira em uma continua circulacdo dos patdgenos entre os reservatérios
e 0 meio ambiente (BRASIL, 2019a; DUBEY et al., 2016).

Até o momento, nenhum estudo relacionado a epidemiologia da toxoplasmose e
leptospirose com seres humanos no Arquipélago de Fernando de Noronha foi
encontrado na literatura. Este Arquipélago é constituido de um agrupamento de 21 ilhas
e ilhotas de origem vulcanica, localizado a 350 Km da costa do nordeste brasileiro, no
Atlantico Sul. A ilha principal, de mesmo nome, é a Unica ilha habitada com populacao
estimada de 3.061 habitantes (IBGE, 2019), tem clima tropical com temperatura
oscilando entre 26 a 27°C. Nesta Ilha oceanica foi reportada a presenca de anticorpos
anti- T. gondii em animais de espécie domésticas e selvagens (LIMA et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2016a; MAGALHAES et al., 2016b; MAGALHAES et al., 2017)
e anticorpos anti-Leptospira em cdes, bovinos e roedores (ANDRADE FILHO, 2012;
MORAIS et al., 2018), indicando que a ilha alberga esses patdgenos que podem
representar algum risco de infeccéo para a populacgéo local.

Além disso, ha a confirmacdo de sete casos com dois Obitos de leptospirose em
humanos na ilha no periodo de 2001 a 2017 (BRASIL, 2017). Dado o impacto destas
zoonoses, € importante realizar estudos soroepidemiologicos para determinar a
prevaléncia da infec¢do por T. gondii e Leptospira spp. e os fatores de riscos visando

auxiliar na implementacéo de medidas de prevengéo e controle.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico da Toxoplasmose

Os estudos sobre T. gondii datam de um século atrds com a descoberta desse
protozoario por Charles Nicolle e Louis Manceaux (1908) em experimentos com roedor
(Ctenodactylus gundi) na Tunisia. Ao mesmo tempo, Splendore (1908), no Brasil,
detectaram o mesmo parasito em coelhos (Oryctolagus cuniculus) no estado de S&o
Paulo (NICOLLE; MANCEAUX, 2009; SPLENDORE, 2009).

No momento desta descoberta ndo havia sido descrito o género Toxoplasma.
Assim, Nicolle e Manceaux classificaram o organismo no género Leishmania, mas logo
perceberam diferencas morfoldgicas. Ja Splendore, apds analises microscopicas de
diferentes tecidos e 6rgédos verificou a presenca de um corpusculo com comprimento de
5-8 um e largura de 2,5 - um e o nomeou Speciali corpuscoli. Diante desse contexto,
Nicolle e Manceaux descreveram, em 1909, um novo protozoario denominado de
Toxoplasma gondii para homenagear o hospedeiro Ctenodactylus gundi. A
denominacdo do género teve origem grega: toxon (arco) e plasma (corpo), devido ao
formato arqueado do organismo (NICOLLE; MANCEAUX, 2009).

Anos mais tarde, T. gondii foi identificado em diferentes espécies de animais.
Albert Sabin e Peter Olitsky (1937) descobriram que era possivel a transmissao do
protozodrio de animal para animal por meio de inoculacdo subcutanea, intraperitoneal e
intracraniana de diferentes tecidos de animais infectados e que 0s ratos ao se
alimentarem de animais infectados adquiriam a infeccdo. Dessa forma, iniciaram-se
especulagdes sobre a disseminacdo natural.

Diante da disseminacdo da infeccdo por T. gondii, 0 teste do corante (Dye test)
foi desenvolvido para identificar a soroprevaléncia da toxoplasmose em seres humanos
e animais infectados através da identificacdo dos anticorpos anti-Toxoplasma (SABIN;
FELDMAN, 1948). Essa técnica altera a caracteristica de coloragdo dos taquizoitos e,
assim, por meio da titulacdo, permite quantificar o anticorpo especifico.

Com esse teste foi descoberto que grande parte da populagdo humana e animal
era positiva para anticorpos e esse dado mudou a percepcdo de uma infeccdo rara com
casos limitados, para a infeccdo parasitaria mais comum com ampla distribuicdo
geografica (TENTER; HECKEROTH;WEISS,2000)
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Estudos demostraram que Toxoplasma é um patégeno zoonoético associado a
transmissdo congénita e o primeiro relato de caso humano foi descrito por Jankulovski,
em 1923, com a presenca do parasito na forma de cistos na retina ocular em uma crianca
de 11 meses com quadro de hidrocefalia (GARRIDO, 1978). O patologista Margarinos
Torres, em 1927, descreveu a toxoplasmose congénita por meio da presenca do
protozoario em cortes histoldgicos de musculo e tecido nervoso em um recém-nascido.
Wolf e Cowen (1937) diagnosticaram T. gondii no tecido cerebral em uma crianga que
havia morrido com quadro de encefalomielite.

A disseminacdo da infeccdo por T. gondii causou inquietacdo na comunidade
cientifica nos anos 50, pois pouco se sabia quanto ao mecanismo de infeccdo em
humanos e animais. Weinman e Chandler (1954), por ja conhecer as duas fases
parasitarias do protozoario (taquizoitos e bradizoitos), apontaram que o carnivorismo
poderia estar associado a infeccdo. Porém, essa possibilidade ja havia sido estabelecida
em 1937 quando foi observado que a infeccdo poderia ocorrer por meio da ingestao de
tecidos infectado com o parasito (SABIN; OLITSKY, 1937).

Em 1960, foi demonstrado que os bradizoitos contidos nos cistos teciduais
poderiam sobreviver a exposi¢do ao acido e tripsina, confirmando o possivel papel da
ingestdo de cisto tecidual na transmissdao do parasito (JACOBS; REMINGTIN;
MELTON, 1960).

Desmonts et al. (1965) associaram a ingestdo de carnes mal cozidas ou cruas
como via de transmissdo do parasito e esta hipdtese foi confirmada pelo aumento de
anticorpos para T. gondii em pacientes que consumiam carne crua como tratamento da
tuberculose em um hospital em Paris. Entretanto, os herbivoros e vegetarianos também
foram diagnosticados com a infeccdo por T. gondii e esse fato evidenciou um possivel
mecanismo alternativo, posteriormente desvendado por Hutchison (1965), que
identificou em fezes de gato uma nova forma resistente do parasito, o oocisto.

Ao descobrir que o estagio de oocisto é proveniente do desenvolvimento sexual
do parasito no intestino dos felinos, o gato foi incluido no ciclo de vida de T. gondii,
tornando-se seu hospedeiro definitivo, e 0os animais de sangue quente como hospedeiros
intermediarios. Estas pesquisas foram realizadas simultaneamente por diversos grupos
de pesquisadores nos Estados Unidos, Reino Unido, Holanda e Alemanha
(HUTCHISON et al., 1969; FRENKEL, 1970; SHEFFIELD; MELTON, 1970; WITTE;
PIEKARSKI, 1970).
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O ciclo de vida completo de T. gondii foi caracterizado definindo o parasito
como um coccidio. As vias de transmissdo de T. gondii foram estabelecidas por meio da
infeccdo oral e congénita por diferentes estagios do parasito: ingestdo de oocistos em
alimentos, no solo ou na agua; cistos teciduais por ingestdo de carne crua e malpassada;
e passagem transplacentaria de taquizoitos (FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970).

Nos anos 70 e 80 houve um aumento significativo no nimero de pesquisas sobre
T. gondii em é&reas especializadas como imunologia, biologia molecular e genética
(PFEFFERKORN; PFEFFERKORN, 1980). A microscopia eletronica foi aplicada para
identificar a estrutura polarizada complexa com um numero de organelas Unicas e
caracterizar uma forma Unica de proliferacdo assexuada denominada endodiogenia (uma
célula mae origina duas células filhas) (SHEFFIELD; MELTON, 1968; VIVIER, 1970).
Frenkel (1973) denominou as formas evolutivas de T. gondii de acordo com a
velocidade de sua multiplicacéo.

Nas décadas de 1980 e 1990 foram desenvolvidos varios metodos para
reconhecer diferencas genéticas entre isolados de T. gondii de humanos e animais
(DARDE; BOUTEILLE; PESTRE-ALEXANDRE, 1988; PFEFFERKORN;
PFEFFERKORN, 1980; SIBLEY et al., 1992; TIBAYRENC et al., 1991). Com base no
polimorfismo de comprimento no fragmento de restricdo (RFLP), Howe e Sibley (1995)
classificaram T. gondii em trés tipos genéticos (I, Il, 1) de acordo com a viruléncia em
camundongos.

Recentemente, técnicas como a amplificacdo aleatéria do DNA polimorfico-
Reacdo em Cadeia da Polimerase (RADP-PCR), Reacdo em Cadeia da Polimerase-
polimorfismo de comprimento no fragmento de restricdo (PCR-RFLP), microssatélite,
Multiplex-PCR e microarray permitiram caracterizar as trés linhagens do parasito e
outros genotipos também foram identificados, incluindo Brl, Brll, Brlll e BrlV na
América do Sul e Central, e tipo 12 na América do Norte (KHAN et al., 2011; SOUZA,;
BELFORT, 2014).

2.2 Aspectos taxondmicos e evolutivos de Toxoplasma gondii

T. gondii é um parasito intracelular obrigatorio capaz de infectar todos os
animais homeotérmicos (carnivoros, herbivoros e aves), incluindo os humanos. Além

disso, consegue invadir diversos tecidos e liquidos organicos como sangue, saliva, leite,
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esperma e liquido peritoneal (DUBEY, 2010; KAWAZOE; MINEO, 2011; PRADO et
al., 2011). Adl et al. (2012) categorizaram T. gondii da seguinte forma:

SUPERGRUPO: SAR
REINO: Chromista

FILO: Alveolata
SUBFILO: Apicomplexa
CLASSE: Conoidasida
SUBCLASSE: Coccidia
ORDEM: Eucoccidiorida
SUBORDEM: Eimeriorina
FAMILIA: Sarcocystidae
SUBFAMILIA: Toxoplasmatinae
GENERO: Toxoplasma

ESPECIE: Toxoplasma gondii

O subfilo Apicomplexa € composto por diversos parasitos responsaveis por
zoonoses, entre eles Plasmodium spp., Cryptosporidium spp., Eimeria spp., Besnoitia
spp., Babesia bovis e Theileria spp. (SOUZA et al., 2010). Esse subfilo é caracterizado
por uma estrutura altamente desenvolvida denominada de complexo apical (usado na
invasdo celular), composto de organelas secretoras especializadas, como réptrias e
micronemas (responsaveis pela mobilidade do parasito, adesdo e invasao de células), e
elementos do citoesqueleto como os anéis polares e o condide; este Gltimo se apresenta
apenas em coccidios que inclui Toxoplasma gondii (SOUZA; BELFORT, 2014).

A diferenca entre T. gondii e outros parasitos do subfilo Apicomplexa esta
relacionada ao perfil eurixénico, ou seja, T. gondii apresenta baixa especificidade
quanto ao seu hospedeiro e elevada distribuicdo no meio ambiente, e isto se deve a
diversos fatores como sua alta capacidade de adaptacdo e os varios mecanismos de
transmissdo (DUBEY, 2009a; DUBEY; SU, 2009).

Existe apenas uma espécie de Toxoplasma (DUBEY, 2010). Entretanto, na

subfamilia Toxoplasmatinae estdo incluidas outras espécies como Neospora caninum,

21



Besnoitia besnoiti que sdo os agentes causadores de aborto e infertilidade em bovinos, e
Hammondia hammodii que pode causar anorexia, diarreia severa e lesdes a nivel do
trato intestinal em hospedeiros intermediarios (SOUZA; BELFORT, 2014; DUBEY et
al., 2013).

T. gondii compartilha a maioria das organelas tipicas de uma célula eucariotica
(um nucleo, um aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico, um vacuolo e ribossomos)
(SOUZA et al., 2010). Mas também apresenta estruturas subcelulares e organelas como:
i) um citoesqueleto incomum composto de microtibulos subpeliculares, filamentos
intermediarios e o condide (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; LEMGRUBER et al.,
2009); ii) organelas derivadas da endossimbiose (uma mitocondria e um apicoplasto nio
fotossintético) (KOHLER et al., 1997; MCFADDEN; ROOS, 1999; SOUZA et al.,
2010); iii) acidocalcissomos que constituiem compartimentos de armazenamento de
calcio (SOUZA et al., 2010); iv) trés tipos de organelas secretoras especificas de
Apicomplexa (micronemas, roptrias e granulos densos). O conoide, 0os micronemas e
roptrias definem o complexo apical do parasito, que é crucial para a invasao celular e
desenvolvimento (CARRUTHERS; TOMLEY, 2008; PAREDES-SANTOS; DE
SOUZA; ATTIAS, 2012).

2.2.1 Estagios infectantes de T. gondii

Este protozoario apresenta trés estagios infectantes: estagio proliferativo
(taquizoitos), estagio latente (bradizoitos) e estagio ambiental (esporozoitos) (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998).

O taquizoito (taqui significa rapido em grego) é o estagio invasivo do parasito e
se dissemina durante a fase aguda da infeccdo, apresenta multiplicacdo rapida em
vacuolos parasitéforos formados no citoplasma da célula infectada dos hospedeiros
intermediarios e nas células epiteliais ndo intestinais dos hospedeiros definitivos
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Embora os taquizoitos se disseminem
rapidamente, se apresentam como a forma menos resistente do parasito, sendo
facilmente destruidos pelas condi¢cbes ambientais adversas como a desidratacdo e
variacdo osmdtica, acdo de enzimas tripsina ou pepsina (DUBEY, 1998a). Entretanto

sdo capazes de atravessar as barreiras hematoencefalica e placentaria. Esta ultima ocorre

22



durante a gestacdo, causando a transmisséo vertical (TENTER; HECKEROTH; WEISS,
2000).

O bradizoito (bradi significa lento, em grego) é um estagio evolutivo do parasito
caracterizado por multiplicacdo lenta. Desenvolve-se a partir de um ndmero
desconhecido de divisbes por endopoligonia no qual alguns taquizoitos se diferenciam
em bradizoitos. Isso ocorre por volta de 10 a 14 dias ap6s a infeccdo (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998). Os eventos apo0s a diferenciacdo em bradizoitos sdo as
alteracdes morfoldgicas da membrana do vacuolo e da matriz do vacuolo parasitoforo,
constituindo a parede cistica, dando origem aos cistos teciduais que sobrevivem por
longo periodo nas células hospedeiras, principalmente em tecidos neurais, caracteristica
da fase cronica da infeccdo (GUIMARAES et al., 2007; WEISS; KIM, 2000).

A parede dos cistos teciduais é elastica e rica em agUcar e outros polissacarideos,
tém espessura de 0,5um, o que possibilita a resisténcia dos bradizoitos a acdo de
mecanismos do sistema imunoldgico do hospedeiro. Estudos apontam que a parede
cistica é composta de material da célula hospedeira e do parasito (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). Durante a infeccdo, os cistos teciduais podem se romper e ocorrer a
conversdo de bradizoitos em taquizoitos, reinvasao de outras células hospedeiras e
interconversdo em bradizoitos, formando um novo cisto tecidual (GUIMARAES et al.,
2007; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Os oocistos ndo esporulados apresentam forma esférica com duas membranas e
didmetro de 10 por 12um. Os oocistos esporulados apresentam formato elipsoidal
medindo de 11 por 13um de didametro e contém dois esporocistos e cada um possui
quatro esporozoitos (figura 3) (DUBEY, 1998c). Os esporozoitos tém semelhanca
morfoldgica com os taquizoitos e bradizoitos, mas diferem quanto a elevada quantidade
de micronemas, granulos densos e granulos de amilopectina DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998).

A estrutura do oocisto é composta por uma multicamada robusta (MAI et al.,
2009) que protege 0s esporozoitos de danos mecéanicos e quimicos. Os esporozoitos
dentro de oocistos podem sobreviver por longos periodos (até anos) em ambientes
favoraveis. Esta é a forma de resisténcia e de disseminacdo ambiental do parasito,
podendo ser transportado mecanicamente por moscas, baratas, besouros e outros
artropodes ou ser veiculados pela agua, vegetais e frutas para consumo (HILL; DUBEY,

2014). Os estagios infectantes estdo representados na figura 1.
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Figura 1. Estagios infectantes de Toxoplasma gondii
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Fonte: Adaptado de Montoya; Boothroyd; Kovacs, 2018. (A) Esfregaco de liquido peritoneal de
camundongo, corado por Giemsa, demonstrando taquizoitos; (B) Cisto tecidual corado com hematoxilina
e eosina (seta); (c) Oocisto ndo esporulado (canto esquerdo) e oocisto esporulado com dois esporocistos

(canto direito) e quatro esporozoitos (setas) sdo visiveis em um dos esporocistos.

A estrutura populacional de T. gondii isolado na América do Norte e Europa séo
notavelmente clonais. A maioria dos isolados pertence a uma das trés linhagens clonais
dos tipos I, Il ou Il (HOWE; SIBLEY, 1995). Estas linhagens apresentam padrdes
distintos de viruléncia em modelo murino (SIBLEY et al., 2009).

Estudos que determinaram essa estrutura populacional e avaliaram a correlacéo
entre 0 gendétipo do parasito e a toxoplasmose humana e animal, demonstraram que a
linhagem tipo | sdo as mais virulentas e letais para camundongos, causando
toxoplasmose aguda, enquanto a tipo Il apresenta viruléncia intermedidria em modelo
murino e a tipo Il é tipicamente avirulenta ou de baixa viruléncia. As linhagens Il e 11l
determinam o estado cronico da infeccdo por meio da formacao de cistos (FLEGR et al.,
2014; MONTAZERI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016; SANCHEZ-SANCHEZ et
al., 2019). Além dessas linhagens clonais classicas, uma quarta linhagem tipo 12 foi
descrita na América do Norte a partir de isolados de animais silvestres (KHAN et al.,
2011). Essa nova cepa ndo pertence a nenhuma dessas linhagens clonais e foi
denominada de cepa atipica, exotica ou recombinantes (RAJENDRAN; SU; DUBEY,
2012).

Acredita-se que a amplitude geogréafica e a grande biodiversidade de hospedeiro
definitivo no Brasil favorecem uma maior variabilidade genética das cepas brasileiras
de T. gondii (FERREIRA et al., 2006), evidenciando que ha alta diversidade genética no
Pais. (CLEMENTINO- ANDRADE et al., 2013).

24



2.3 Ciclo bioldgico e mecanismo de transmissao de Toxoplasma gondii

T. gondii apresenta ciclo de vida heteroxénico que consiste em um ciclo sexual
nos hospedeiros definitivos e um ciclo assexual que ocorre tanto em hospedeiros
definitivos quanto nos intermediarios (DUBEY, 1998b). A fase sexuada de T. gondii
geralmente se inicia ap0s a ingestdo de cistos teciduais pelos gatos. Posteriormente,
ocorre a destruicdo da parede cistica por enzimas proteoliticas do estdbmago e intestino
delgado e dessa forma, os bradizoitos sdo liberados, penetram na parede intestinal e
iniciam a reproducao assexuada por endodiogenia e endopoligonia (forma especializada
de multiplicagdo assexuada em que varias células filhas se formam no interior das
células mae) e originam os gametas (gametogonia), iniciando a fase sexuada nos felinos
(SOUZA; BELFORT, 2014).

Apdbs a gametogénese ocorre a fecundacéo originando o zigoto que evolui para
formar os oocistos imaturos. Esses rompem os enterdcitos e sdo liberados nas fezes dos
felideos no ambiente e por meio de estimulos ambientais ocorrera a esporogonia (dois
esporocistos sdo formados, cada um com 4 esporozoitos). Esses esporozoitos sao
infecciosos e utilizam outros hospedeiros para continuar o ciclo (SOUZA; BELFORT,
2014).

No hospedeiro intermediario suscetivel, inclusive o homem, a fase assexuada
pode ocorrer ap0s a ingestdo de oocistos ou cistos teciduais. Os esporozoitos ou
bradizoitos sdo liberados no tubo digestivo, invadem o epitélio intestinal, e apds alguns
ciclos de reproducdo se diferenciam em taquizoitos livres e sdo transportados pela linfa,
sangue ou dentro dos leucdcitos, caracterizando a fase aguda da doengca (MONTOYA,
LIESENFELD, 2004).

Os taquizoitos podem penetrar na maioria das células hospedeiras nucleadas,
formando um vacuolo parasitéforo e esta fase perdura até que se estabeleca uma
resposta imune mediada por interferon-gamma e capaz de controlar a proliferacdo de
taquizoitos e induzir a diferenciacdo dos taquizoitos em bradizoitos. Esse estagio fica
alojado no interior de cisto tecidual e pode persistir por toda a vida do hospedeiro no
cérebro, olhos, coracdo e mausculos esqueléticos (DUBEY, 2010; SULLIVAN;
JEFFERS, 2012).

A transmissdo de T. gondii para humanos pode ocorrer através do consumo de

oocistos em alimentos ou agua contaminados ou através da ingestdo de carne crua ou
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malcozida de outros animais infectados com cistos de T. gondii (DUBEY, 2010). Outra
forma de transmissdo pode acontecer por transfusdes sanguineas e por transmissao
vertical (congénita). Quando a infecgdo primaria ocorre durante a gravidez, os
taquizoitos podem ultrapassar a membrana transplacentaria, e a partir dai, acessa o
compartimento fetal podendo causar graves danos ao feto (REMINGTON et al., 1995).

O ciclo bioldgico e 0 mecanismo de transmissdo estao representados na Figura 2.

Figura 2. Ciclo biol6gico e vias de transmisséo de T.gondii.
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Fonte: Adaptado de Esch; Petersen, 2013. Desenho esquematico das vias de transmissdo de T. gondii para humanos.

2.4 Epidemiologia

Estudos soroepidemiologicos demonstraram diferencas na prevaléncia da
infeccdo por T. gondii em humanos em nivel global (FLEGR et al., 2014; SOUZA,;
BELFORT, 2014). Variacao na prevaléncia foi detectada na América Central e do Sul e
Europa continental com indices variando de 30 a 90%; na America do Norte, no Sudeste
da Asia, no Norte da Europa e nos paises do Sahel na Africa as taxas variam de 10 a
30% (DUBEY; JONES, 2008; DUBEY, 2010; MINBAEVA et al., 2013 ; WILKING et

al., 2016). Compreender as razdes das variadas taxas de prevaléncia encontradas até
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mesmo em areas proximas geograficamente levaram a investigacao dos fatores de risco
associados a infec¢do (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2019).

Os principais fatores de risco associados a infeccdo de Toxoplasma gondii em
humanos sdo o consumo de carne (de porco, carneiro, de caca) crua ou mal cozida
contaminada contendo cistos teciduais (AVELINO et al., 2004; DUBEY ; JONES,
2008; LOPEZ et al., 2000); ingestéo de vegetais e ou frutas cruas ou mal higienizadas e
contato com solo contaminado com oocistos (BASTIEN et al., 2018; DUBEY et al.,
2012; LASS et al., 2015), consumo de &gua ndo tratada, moluscos e mexilhdes crus
(BAHIA - OLIVEIRA et al., 2003; CONRAD et al., 2005; DUBEY, 2004; LINDSAY
et al., 2004) transmissdo vertical, transfusdes sanguineas e contato com secrecdes
contendo taquizoitos (FLATT; SHETTY, 2013; GEBREMEDHIN et al., 2013;
WALCHER; COMPARSI; PEDROSO, 2016).

Estudos relataram que o contato com o gato é um fator consistente para
soropositividade por T. gondii (CHIANG et al., 2012; WALLE et al., 2013). Outros
estudos demonstraram que nem sempre 0 contato com gato esta relacionado ao risco de
infeccdo, mas o contato com oocistos em fezes de gato é um perigo universal (DUBEY
et al., 2012). Além disso, gatos de estimacdo presentes em areas urbanas que consomem
alimentos processados, com acesso restrito a rua e sem acesso a caga apresentaram
baixo risco de se infectar (DUBEY, 2004, DUBEY et al., 2012; JONES, 2003).

Outras maneiras de se infectar por T. gondii pode ser por meio de relacdo com
cdes domésticos que brincam em ambientes contaminados por fezes de gato e podem
albergar o parasito na pelagem (SOUZA; BELFORT, 2014), e por contato com 0 solo
através da jardinagem que permite a infeccdo por oocistos. Esses oocistos levam de 1 a
5 dias para se tornarem infectantes, e podem permanecer viaveis no solo e em agua por
longos periodos, dependendo da temperatura e umidade (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). Esses oocistos infectantes sdo ingeridos acidentalmente pelos humanos
durante a jardinagem, levando a soropositividade (COOK et al., 2000).

As interacfes das caracteristicas ambientais, culturais e bioldgicas também
influenciam na variacdo da soroprevaléncia da infecgdo por T. gondii em humanos.
Fatores climaticos podem influenciar nas taxas de prevaléncia como as observadas em
paises tropicais com clima quente e umido e com baixas altitudes, pois favorecem a

sobrevivéncia de oocistos no ambiente (DUBEY et al., 2012).
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Costumes tradicionais de consumir carnes cruas determinam elevada prevaléncia
em paises como Holanda (OPSTEEGH et al., 2011), Franca (ESTEBAN-REDONDO et
al., 1999), Coreia (CHOI et al.,1997) e Etiépia (VITALE; DI MARCO, 2013), ja que a
ingestdo de carne de animais infectados com T. gondii € uma das principais vias de
transmisséo para humanos (COOK et al., 2000; EFSA, 2007; SLIFKO et al., 2000).

Os fatores biologicos (género, idade) predispem a infeccdo por T. gondii
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Existe uma maior frequéncia de
soropositividade em individuos mais velhos, provavelmente porque estes foram
expostos ao agente por mais tempo que os individuos mais jovens (ALOISE, 2017;
CARMO et al., 2010; GEBREMEDHIN et al., 2013; YBANEZ et al., 2019). Quanto ao
sexo, estudos demonstraram que a atividade exercida por homens e mulheres pode
expor a diferentes fatores de risco e determinar diferentes prevaléncias (NGUI et al.,
2011; SOBRAL et al., 2005).

Estudos demonstram que a taxa de infeccdo em relacdo a idade pode variar de
acordo com o ambiente e nivel socioeconémico. No Brasil, ha relatos de elevada
soroprevaléncia na infancia em populacbes que vivem em mas condi¢cdes de higiene,
provavelmente ligadas a ingestdo de oocistos por via hidrica (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003; ERTUG et al., 2005; JONES; DUBEY, 2010; MAREZE et al., 2019). Numerosos
surtos de toxoplasmose estdo associados a ingestdo de oocistos na &gua nao
tratada/filtrada/fervida, destacando os surtos ocorridos em Santa Isabel do lvai no estado
do Parana com 426 casos (MOURA et al., 2006).

Em trés municipios do Estado de Ronddnia (Ji-Parana, Ouro Preto do Oeste e
Jaru) foram registrados 141 casos onde a provavel via de transmissdo foi 0 consumo de
suco preparado com polpa de acgai contaminada com oocistos do parasito (DUTRA et
al., 2011). Essa mesma fonte de infeccdo ocasionou um novo surto com 90 casos em
Ponta de Pedras, Para (MORAIS et al., 2016). No primeiro trimestre de 2018 foram
confirmados mais de 748 casos de toxoplasmose em Santa Maria/RS, incluindo 85
gestantes com toxoplasmose aguda ou reinfecgdo, trés obitos fetais que ocorreram com
28 e 36 semanas de gestacdo e quatro abortos. O surto foi associado ao consumo de
agua de torneira e hortalicas configurando possivelmente, a maior epidemia desta
doenca em ambito mundial (OLIVEIRA et al., 2018).

A ingestdo de ostras, moluscos ou mexilhdes crus também ja foram incriminadas

como fonte de infeccdo para T. gondii. Esses animais séo filtradores e concentram
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oocistos de T. gondii como demonstrado em condi¢Ges experimentais por Lindsay et al.
(2004). Estudos sugerem gue a contaminacao das ostras ocorra por oocistos das fezes de
gatos que sobrevivem ao tratamento da agua de esgoto e chegam a costa maritima
através do sistema fluvial (CONRAD et al., 2005).

Outra via de transmissdo do agente € a ingestdo de leite ndo pasteurizado
contendo taquizoitos. Apesar das divergentes opinides no mundo cientifico (GALAT et
al., 2018), o consumo de leite de cabra ndo pasteurizado foi considerado um fator de
risco, embora as enzimas digestivas possam destruir 0s taquizoitos e a pasteurizacao é
um procedimento que destroi todas as formas do parasito (DUBEY et al., 2014; MENG
etal., 2014; REMINGTON et al., 2011; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O risco de transmissdo de T. gondii por meio da transfusdo de sangue e doagéo
de medula 6ssea sdo raros e deve levar em consideracdo o tempo de disseminacdo de
taquizoitos no sangue, a cepa do parasito e a resposta imune do hospedeiro (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Entretanto,
em receptores imunodeprimidos ou em mulheres gravidas sugere-se que testes
soroldgicos sejam realizados antes da transfusdo sanguinea como forma de prevencéo
(PEREIRA et al., 2011).

A falta de informacdo sobre as possiveis formas de transmissdo do agente, o
baixo nivel de escolaridade e o analfabetismo foram associados a alta prevaléncia de
anticorpos 1gG anti-T. gondii, principalmente em mulheres gravidas (AVELAR et al.,
2017, 2018; MEREZE et al., 2019) e podem indicar a importancia da educacdo como
promocdo da salde e prevencdo desta enfermidade. Esses fatores citados acima
garantem o0 risco iminente da transmissdo vertical, que acontece quando a infecgédo
priméaria € adquirida por uma mulher gravida. Os taquizoitos atravessam a placenta e
infectam o feto em desenvolvimento e isso pode ocorrer em cerca de 30% das gestantes
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O risco de transmissao vertical € menor durante o primeiro trimestre da gestacdo
(10-15%); no segundo trimestre é de 25% e no terceiro trimestre é de 60-90%
(HERNANDEZ-CORTAZAR et al., 2015). No entanto, a infeccdo materna que ocorre
no Gltimo trimestre, embora com maior frequéncia, tem menor gravidade para o feto
(OLARIU et al., 2011; WALCHER; COMPARSI; PEDROSO, 2016).

No Brasil, a soropositividade varia de 56,4 a 91,6% entre as mulheres gravidas e

nos Estados Unidos estima-se que cerca de 500 a 5000 casos de toxoplasmose congénita
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ocorram anualmente (EL BISSATI et al., 2018). Outros paises registraram indices de:
11,9% no Reino Unido (FLATT; SHETTY, 2013); 10,3% no Japdo (SAKIKAWA et
al., 2012); 28,3% na Tailandia (NISSAPATORN et al.,2011); 28,6% na Espanha (Batet
et al., 2004); 6,1 a 8,2% no México (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2009). As
frequéncias de anticorpos anti-Toxoplasma gondii encontradas em humanos no Brasil

estdo na Tabela 1.

Tabela 1- Frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii (IgG) em humanos no Brasil, nos ultimos
quatro anos (2016-2020).

Regido/estado Municipio N°amostral  Frequéncia Teste/ Referéncia
corte
Norte
Para Novo 3471427 81,96% RIFI 2 Carmo et al. (2016)
Repartimento (1:10)
Nordeste
Rio Santa Cruz 1020/1540 66,2% ELISA®  Aloise et al. (2017)
Grande do
Norte
Jacana 210/356 59,0% ELISA/  Freitas etal. (2017)
CMIAC
Bahia Ilhéus 335/463 72,3% ELISA Costa et al. (2018)
Sudeste
Minas Divinopolis 509/1343 38,0% ELISA Nascimento et al.
Gerais (2017)

Centro-oeste

Mato Grosso Campo Novo 196/293 66,9% RIFI Santos et al. (2019)
do Pareci (1:16)
Goiés Goiénia 204/229 89,0% ELISA  Avelaretal. (2018)
Sul
Rio Grande do Ivaipord 526/715 73,57% RIFI Mereze et al. (2019)
Sul (1:16)
Pelotas 183/344 53,2% RIFI Araljo et al. (2018)
(1:32)

2 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; ® Ensaio Imunoenzimatico; ¢ imunoensaio de microparticulas
qguimioluminescentes.

Em ambientes insulares, pouco se sabe sobre as doencas zoondticas.

Recentemente foi reportado que apenas uma fracdo das 560 ilhas onde as pessoas
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coabitam com animais tém informacdes sobre a circulacdo de alguma zoonose (WIT et
al., 2017). A toxoplasmose é uma das doengas zoonoéticas mais difundida em ilhas
devido a grande densidade de gatos existente nesses ambientes (DOHERTY et al.,
2016; JONES et al., 2016; WIT et al., 2019).

Levantamentos epidemioldgicos sobre a toxoplasmose em humanos nas llhas
demonstraram que a introducdo de gatos é uma das principais fontes de contaminacéao
ambiental por oocistos e que a erradicacdo dessas espécies pode reduzir a incidéncia da
doenca. Além de restabelecer a biodiversidade ja que esses animais sdo predadores da
fauna insular nativa (WIT et al., 2019). Por esse motivo, campanhas de gerenciamento
de gato foram implementadas em vérias ilhas do mundo (DIAS et al., 2017).

Verificou-se em sete ilhas localizadas no Baja, que a exposi¢do a T. gondii
ocorre tanto em criangas como em jovens e adultos por meio de diferentes vias de
exposicdo. Nas ilhas de S8o Tomé e Principe, criancas em idade escolar primaria sdo
infectadas por T. gondii ao brincarem com &gua, solo, animais de estimacdo (cdes e
gatos) e ingestdo de alimentos contaminados com oocistos esporulados (ASTHANA et
al., 2006; DUBEY et al., 2016; FAN et al., 2012; WIT et al, 2019).

Criancas de idade mais avancada que habitam a ilha da Republica Marsall
apresentaram menor prevaléncia da infeccdo, o que pode indicar menor exposi¢do ou
aumento dos cuidados e de prevencdo (FU et al., 2014). Porém, na ilha fluvial Catijuba,
Amazonas, Brasil, observou-se aumento da soroprevaléncia a medida que os individuos
envelhecem (PINHEIRO, 2018). Alguns jovens e adultos se infectam por meio de
habitos alimentares ao consumir carnes e produtos de origem animal, crus ou mal
cozidos contaminados com cistos de bradizoitos (WIT et al., 2019; IDDAWELA,
VITHANA; RATNAYAKE, 2017), ou por consumo de produtos da agricultura
organica e aumento de animais domeésticos entre os ilhéus (KIM et al., 2017).

Infeccdo por T. gondii foi relatado em bovinos, ovinos caprinos, galinhas de vida
livre e suinos em diferentes ilhas no mundo (COSTA et al., 2012; FAN et al., 2001;
HAMILTON et al., 2015; MAGALHAES et al., 2016a; 2016b; 2017; WALLACE;
MARSHALL; MARSHALL, 1972; YANG et al., 2012). Esses animais também sao
fonte de infecgdo para populacdo local e podem estar envolvidos no mecanismo de
transmissdo do protozoario. Animais silvestres como o javali, veado e teju também sdo
fonte de infeccdo em ilhas isoladas (YANG et al., 2012).
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Nas ilhas do Caribe (S8 Tomé, Principe e Granada) foi detectada a infecgdo por
T. gondii em mulheres gravidas (ASTHANA et al., 2006; DUBEY et al., 2016; FAN et
al., 2012), muitas vezes relacionado ao nivel socioeconémico. Estudos demonstraram
que gestantes de baixa renda tem maior probabilidade de se infectar do que as gestantes
com maior nivel socioecondmico (MAREZE et al., 2019).

O produto interno bruto (PIB), renda per capita e escolaridade dos ilhéus
também pode ser preditivos para adquirir a infeccdo por T. gondii, pois um ndmero
significativo de ilhas apresenta déficit de recursos, infraestrutura e educacdo em salde
influenciando de forma direta nos servigos de saude publica e prevencdo da doenca
(HONG etal., 2011; WIT et al., 2017).

A falta de saneamento béasico tambeém expde os ilhéus a riscos de infecgdo, pois
algumas ilhas ndo possuem nascentes de dgua doce, a agua é capitada no periodo das
chuvas e armazenadas em pocos desprotegidos e acessiveis a contaminagédo por oocistos
(HONG et al., 2011). As condi¢bes ambientais das ilhas (quente e tmido) aumentam a
sobrevivéncia dos oocistos e favorecem a sua dissemina¢do (IDDAWELA et al., 2017).
As taxas de frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em ilhas encontram-se na
tabela 2.

32


https://bioone.org/search?author=Sumita_P._Asthana

Tabela 2- Frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii (IgG) em humanos em ilhas oceénicas e

fluviais.
Pais llhas N° amostras Frequéncia Teste/Ponto  Referéncia
de corte
Africa
Séo Tome/ 161/255 63,1% LAT?  Fanetal. (2012)
Principe (1:32)
Brasil
*Cotijuba 251/307 81,8% ELISA®  Pinheiro (2018)
*Marajo 73/270 27,04% ELISA Morais et al. (2016)
*Miradouro 132/361 36,57% RIFI ¢ Kawarabayashi et al.
(1:16)  (1980)
Séao Luis 118/373 31,6% RIFI Nascimento et al.
(1:32)  (1983)
Coréia
Jeju 309/2.348 13,2% ELISA  Hongetal. (2011)
(1:32)
Gangwha- 335/1296 25,8% ELISA  Yangetal. (2012)
gun
Caribe
10 Paises 174/437 39,8% MAT ¢ Dubey et al. (2016)
Insulares (1:6)
Granada 305/534 57% ELISA  Asthana et al (2006)
Filipinas
Cebu 244/924 26,4% LAT Ybafiez et al. (2019)
(1:64)
Malésia
Pulau 178/298 59,7% ELISA  Ahmad et al. (2014)
Pangkor
Sri Lanka
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Sri Lanka 160/536 29,9% ELISA  Iddawela et al. (2017)

Venezuela

Ilha de San 167/335 49,8% IHAY Chacin-Bonilla et al.
Carlos (2003)

@ Teste de Aglutinagdo em Latex; ® Ensaio Imunoenzimatico; ¢ Teste de Aglutinacdo Modificada; ¢

Hemaglutinagdo indireta, *Ilhas fluviais.

2.5 Sinais Clinicos e Diagndstico

A infeccdo por T. gondii geralmente é assintomatica em humanos
imunocompetentes. Contudo, a toxoplasmose pode apresentar sinais inespecificos de
gripe, mal-estar geral e fadiga, gastroenterite ou sinais de linfadenopatia e erup¢édo
cutanea (REMINGTON et al., 2011). Em locais de surtos comunitarios ou em certas
areas tropicais, 82% das pessoas infectadas sao sintomaéticas e até 19% pode ter doenca
ocular, dor de cabeca, mialgia, artralgia, dor de garganta, torcicolo, nausea, dor
abdominal, anorexia, confusdo mental, ocasionalmente, dor de ouvido
(CONTOPOULOS-IOANNIDIS; MONTOYA, 2018).

Na toxoplasmose congénita, o envolvimento fetal € mais grave quando a
toxoplasmose materna é adquirida no inicio da gestagdo, levando ao aborto espontaneo
ou sintomas graves no recém-nascido como doenca ocular, calcificacbes cerebrais,
hidrocefalia, epilepsia e atrasos no desenvolvimento. Por outro lado, a infec¢do no
terceiro trimestre é frequentemente assintomatica com o desenvolvimento de
coriorretinite no decorrer da vida (KHAN; KHAN, 2018; MONTOYA,; LIESENFELD,
2004).

A triade classica de sinais da toxoplasmose congénita é a coriorretinite,
hidrocefalia e calcifica¢Ges intracranianas (MCAULEY, 2014), embora uma variedade
de sintomas possa ocorrer como 0 estrabismo, cegueira, microcefalia, convulsdes,
encefalite, hepatoesplenomegalia, pneumonite, hipotermia, ictericia, erupcéo cutanea e
perda auditiva (CONTOPOULOS-IOANNIDIS; MONTOYA, 2018).

A apresentacdo clinica da toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos, a
exemplo dos pacientes infectados com HIV, € a toxoplasmose cerebral que pode ser
focal ou generalizada com convulsdes, distarbios neuropsicoldgicos e cognitivos, dor de

cabeca, sinais cerebrais focais (hemiparesia, hemianopia, ataxia, disartria) e
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comprometimento da consciéncia (BAHIA-OLIVEIRA; GOMEZ-MARIN; SHAPIRO,
2017).

Aproximadamente um ter¢o dos individuos infectados por HIV desenvolvem
encefalite toxoplasmica (HILL; DUBEY, 2014). A manifestacdo neuroldgica varia de
sinais sutis a agudos. Nos Ultimos anos, os pesquisadores levantaram a hipotese de que a
infeccdo por T. gondii pode causar transtornos psiquidtricos como esquizofrenia,
depressdo e tentativas de suicidio (BAHIA-OLIVEIRA; GOMEZ-MMARIN;
SHAPIRO 2017; FLEGR et al., 2014).

O diagndstico de toxoplasmose pode ser realizado pela inoculacdo de amostras
de sangue, liquido cefalorraquidiano, linfonodo ou outros fluidos ou tecidos corporais,
por via intraperitoneal, subcutanea ou oral em camundongo. O procedimento requer
parasitos vivos e, portanto, deve ser efetivado rapidamente apds o material ser obtido. A
presenca de taquizoitos no fluido peritoneal dos camundongos é analisada por
microscopia de contraste de fase (RAMIREZ; OROZCO; RAMIREZ, 2017). Na
maioria dos laboratorios, o teste de PCR substituiu a inoculagdo em camundongo devido
a sua sensibilidade e resultado rapido (JENUM et al., 1998), mesmo assim, o bioensaio
¢ caracterizado como padrdo ouro (DUBEY, 2010). Outro recurso utilizado é o
isolamento de Toxoplasma gondii por meio da inoculacdo do material bioldgico em
cultura de célula (SOUZA; BELFORT, 2014).

O ultrassom fetal e o teste de amniocentese foram muito utilizados nos dltimos
50 anos para detectar as anomalias fetais (TABOR; ALFIREVIC, 2010; WULFF et al.,
2016). O parasito ou seus antigenos também podem ser visualizados em cortes
histolégicos de tecidos na técnica de imunohistoquimica, utilizando anticorpos
especificos e coloracdo imunoenzimatica (COSTA et al., 2008).

Para deteccdo de anticorpos contra T. gondii em humanos e em animais o0s testes
sorolégicos mais utilizados sdo: Teste de corante (DT), Teste de Aglutinacdo
Modificado (MAT), Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Aglutinagdo em
Latex (LAT), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) com sensibilidade e especificidade
variadas (DUBEY, 2010; DUBEY et al.,, 2012; LIU et al., 2015). A referéncia de
diagndsticos laboratoriais na populacdo humana brasileira € o Laboratorio Central de
Saude Publica (LACEN).

O teste do corante (Dye test) foi considerado o padrdo ouro para a deteccdo de

anticorpos anti- T. gondii em humanos devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
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Esse teste foi desenvolvido por Sabin e Feldman em 1948, a complexidade para realizar
esta técnica associada ao risco de exposicdo ao parasito a torna inviavel na rotina
laboratorial sendo utilizada apenas em laboratdrios de pesquisa (LIU et al., 2015;
SOUZA; BELFORT, 2014).

O teste de Aglutinacdo Modificada foi desenvolvido por Desmonts e Remington
(1980) para o sorodiagnostico em humanos. Porém, ¢ utilizado em vérias espécies de
animais devido a facilidade da técnica e por apresentar boa sensibilidade e
especificidade (DUBEY, 1996; DUBEY, 2002).

O diagnostico por Aglutinacdo em Latex (LAT) € rapido e apresenta
sensibilidade entre 86-94% e especificidade de 100% em humanos. E um teste muito
usado no levantamento epidemioldgico devido a simplicidade do desempenho, mas o
resultado positivo requer um exame mais aprofundado usando outros testes soroldgicos
(LIU et al., 2015).

A RIFI é rotineiramente utilizada e considerada o “padrdo ouro”. E uma técnica
de facil manuseio e ndo representa riscos de infecgdo acidental; a RIFI é um teste
sensivel e especifico que detecta anticorpo IgG e IgM em humanos e animais. Esse teste
baseia-se no reconhecimento de anticorpos dirigido contra os antigenos de superficie do
parasito através de anti-globulina humana conjugada ao isotiocianato de fluoresceina e
as amostras sdo consideradas positivas quando ocorrer a fluorescéncia de toda periferia
da membrana do parasito (DUBEY, 2010; LIU et al., 2015). Esse teste apresenta
sensibilidade (80,4-100%) e especificidade (91,4-95,8%) e os anticorpos IgM podem ser
dosados entre uma a duas semanas ap6s o inicio da infeccéo, alcangando o pico na sexta
até a oitava semana, quando inicia o declinio; titulos baixos podem persistir por até 12
meses. Entretanto, a dosagem de anticorpos IgG ocorre mais tardiamente, e seus niveis
podem persistir por toda a vida na maioria dos pacientes (CARMO et al., 2016; LIU et
al., 2015; SAADATNIA; GOLKAR, 2012).

O ELISA é o método de rotina em laboratérios clinicos para o diagnostico da
toxoplasmose em humanos (ROSTAMI et al., 2017). Os ELISAs indiretos
convencionais mostram elevada concordancia com o DT, MAT ou RIFI, detectando
anticorpos 1gG ou IgM em humanos e animais. Esse teste inclui o antigeno ou anticorpo
de fase sélida, marcado com enzima e o substrato da reacdo enzimatica, que pode ser
modificado para testar anticorpos de forma automatizada e analisa muitas amostras
simultaneamente (LI1U et al., 2015; SAADATNIA; GOLKAR, 2012).
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O teste de avidez da IgG foi descrito por Hedman et al. (1989) e mede a avidez
da ligac&o de anticorpos especificos ao antigeno de T. gondii. As proteinas presentes no
soro sdo desnaturadas com uma solugdo de ureia. A avidez pode ser variavel durante o
curso da infeccdo (ALI-HEYDARI et al., 2013). Nos estagios iniciais da infeccao, os
valores de avidez s@o baixos e aumentam com o curso da infeccdo. Portanto, este teste
pode distinguir entre a infeccdo aguda e cronica. No entanto, existem limitagGes para o
teste de 1gG em mulheres gravidas, pois esses anticorpos podem persistir por varios
meses e o tratamento de T. gondii pode afetar os resultados (LEFEVRE-PETTAZZONI
et al., 2006).

2.6 Controle e Prevencéo

Existem medidas que ajudam os individuos a prevenir a infec¢do por T. gondii,
principalmente os grupos de alto risco, como gestantes e individuos
imunocomprometidos como lavar as mdos ap0s 0 manuseio da carne crua e materiais
que entrem em contato com carne ndo cozida (PEYRON et al., 2015). Recomenda-se
que a carne de qualquer animal seja cozida a 67°C antes do consumo e que a degustacéo
de carne durante o cozimento seja evitada (JONES; DUBEY, 2010).

O esvaziamento diario da caixa de areia dos gatos e manuseio de solo com 0 uso
de luvas impedira a exposicdo a oocistos presentes em fezes; lavar os vegetais e frutas
(HILL; DUBEY, 2014); ingerir agua filtrada ou fervida (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003); consumir frutos do mar bem cozidos (BAHIA-OLIVEIRA; GOMEZ-MARIN;
SHAPIRO, 2017). O conhecimento sobre as formas de transmisséo de T. gondii pode
ajudar na prevencao da infecgdo (FOULON; SEMPRINI; DUNN, 2000).

O Brasil possui incidéncia de infeccdo por T. gondii que estdo entre as mais altas
descritas na literatura, e como medidas de prevencdo e controle em tempo oportuno em
casos de surtos, o Ministério da Saide (MS) junto com a Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS), incluiu essa doenca no sistema de notificagdo compulséria pela Nota
Informativa CGDT/DEVIT/SVS/MS no 26 e Portaria n° 3.502, de 19 de dezembro de
2017.

O tratamento de escolha para todas as formas clinicas de toxoplasmose humana
é a combinacdo de pirimetamina e sulfadiazina (PEYRON et al., 2015). O &cido folinico

¢ adicionado para evitar a toxicidade hematopoiética da pirimetamina (BAHIA-
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OLIVEIRA; GOMEZ-MARIN; SHAPIRO, 2017). Novos estudos com diferentes

farmacos estdo sendo desenvolvidos.

2.7 Histdrico sobre leptospirose

Estudos sobre a leptospirose tiveram inicio em 1881, na Europa, quando Weiss
denominou a doenga de lIcterus catarrhalis. Em 1886, Adolf Weil fez a primeira
descricdo da doenca, com base em observacBes clinicas em quatro pacientes com
ictericia acompanhada de esplenomegalia, disfuncdo renal, conjuntivite e erupcoes
cuténeas. Posteriormente, Goldschimidt em 1887, designou a enfermidade como
“Doenca de Weil” (ADLER, 2015; BRASIL, 1995).

Apesar da etiologia da doenca ser desconhecida nessa época a enfermidade foi
diagnosticada como infecciosa por sua natureza e sua transmissdo foi associada ao
contato com a &gua devido as epidemias serem comuns em pessoas que trabalhavam em
esgotos, campo de arroz e minério de carvao. Na Europa, Stimson em 1907, identificou
leptospiras em tecido renal de um paciente morto por febre amarela, a qual denominou
de Spirocheta interrogans, nome sugerido devido a semelhanca da bactéria a um ponto
de interrogacéo (ADLER, 2015).

Todavia, esta bactéria foi isolada pela primeira vez no Japdo, em 1915, por
Inada e ldo. As leptospiras, denominadas Spirochaeta icterohaemorrhagiae foram
isoladas dos mineradores de carvao e novos isolamentos foram feitos na Alemanha por
Hubener (1915). Uhlenhuth e Fromme (1915) comprovaram a patogenicidade do agente
etiologico, inoculando o sangue de soldados com suspeita de doenca de Weil em
porquinhos-da-india. Esses animais morreram e as leptospiras foram identificadas
microscopicamente e denominadas de Spirochaeta nodosa e Spirochaeta icterogenes,
respectivamente (FARRAR, 1995; LEVETT, 2015).

Com esses experimentos, novas informacdes sobre o agente foram desvendadas
como a sua transmissibilidade, vias de infecgdo, alteracfes patoldgicas, morfologia,
motilidade e distribuigdo tecidual (principalmente no figado e rins) (ADLER, 2015). Em
1917, Miyajima, Ido Hoki, Ito e Wani relataram que os ratos eram 0s portadores renais
de Leptospira. Essa investigacdo foi feita apds o cultivo de espiroguetas a partir dos rins
e urina de uma variedade de espécies de ratos domésticos e selvagens, mostrando que
40% deles eram portadores assintomaticos da bactéria (LUCHEIS; FARREIRA, 2011).

38



O género Leptospira foi classificado por Noguchi (1917) apds estudo com
isolados desta bactéria do Japdo, Europa e EUA (LEVETT, 2015). Além disso, houve
relatos epidemioldgicos interessantes de maior incidéncia da doenca de Weil em
humanos nos periodos da primavera e outono, sendo associado a temperatura de 22° a
25°C, enquanto os mineiros demonstraram prevaléncia constante durante todo o ano
(ADLER, 2015).

A doenca nos bovinos foi relatada pela primeira vez na Russia, em 1940, por
Semskov, sendo denominada de “febre do gado”. Anos mais tarde, em 1948, houve o
reconhecimento da leptospirose como uma doenca infecciosa em diversas espécies de
mamiferos e roedores, além da descoberta dos animais domeésticos como fonte de
infecgdo para humanos. Na década de 1950, Alston e Broom identificaram variedades
de espécies em diferentes hospedeiros caracterizando a disseminacédo natural da bactéria
(ADLER, 2015).

Os isolados de diversos locais foram nomeados e a diferenciacdo entre as cepas
foi alcancada por meio de uma variedade de testes de aglutinacdo; as cepas
antigenicamente distintas receberam o “status” de espécies que foram divididas em
sorogrupos por Wolff e Broom em 1954, e cada sorogrupo contendo varios sorovares
que compartilham antigenos comuns (LEVETT, 2015). Em 1982, a taxonomia de
Leptospira adotou dois grupos: Leptospira interrogans sensu lato (sorovares
patogénicos) e Leptospira biflexa sensu lato (sorovares saprofitos) (FAINE;
STALLMAN, 1982).

Em 1980, a leptospirose estava bem documentada como uma doenca veterinaria
de grande importancia para os cdes, bovinos, suinos, equinos e ovinos (ELLIS, 2015),
mas que também atingia os humanos (LEVETT, 2015). Hoje, é reconhecido que a
maioria das infeccdes humanas por Leptospira se origina da exposicao ambiental a &gua
e a solos contaminados pela urina excretada pelos animais infectados (GOARANT,
2019). O quadro clinico esta associado ao sorogrupo especifico de Leptospira e varia de
uma doenga febril leve até infecgdes graves (insuficiéncia hepética, renal e hemorragia
pulmonar) (BHARTI et al., 2003; GOUVEIA et al., 2008).

Recentemente foram feitas grandes mudancas na taxonomia desta bactéria por
meio de técnicas sorologicas e moleculares (MAT, ELISA, teste Imunocromatrografico,
amplificagdo do DNA por testes de LAMP e PCR real time) ((ADLER, 2015). Além

disso, as técnicas de genotipagem (MSLT, PFGE) e desenvolvimento de sistemas de
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mutagénese para Leptospira patogénica permitiram o avango na taxonomia bacteriana
(HARTSKEERL; IWASAKI, 2016; SMYTHE, 2014).

2.8 Leptospira spp.

A leptospirose é uma doenca zoonoética causada por bactérias espiroquetas
patogénicas, aerdbicas obrigatorias do género Leptospira (ADLER; DA PENA
MOCTEZUMA, 2010). As leptospiras sdo bactérias finas em forma de hélice com 0,1
pum de didametro e 6 a 12 um de comprimento e apresentam formato de gancho em uma
ou ambas as extremidades (EVANGELISTA; COBURN, 2010). Essas bactérias sao
altamente mdveis e mostram motilidade translacional, se deslocam aproximadamente 20
pum em 2 a 3 segundos em meios comuns. Essa motilidade se deve ao flagelo
periplasmico em espiral que gira na extremidade principal, gerando uma onda helicoidal
que impulsiona a célula em direcdo oposta a da rotacdo flagelar; se dividem por fissdo
binéria e podem ser encontradas em animais, humanos e ecossistemas de agua doce
(GOARANT et al., 2019).

A organizacdo estrutural e a composicdo quimica das leptospiras sao
semelhantes as de bactérias Gram-negativas com membrana dupla, membrana
citoplasmatica interna e externa, dentre as quais se localiza o espaco periplasmatico,
contendo dois endoflagelos e camada de peptioglicano associada @ membrana interna
(Figura 3). O componente preponderante da membrana externa é o lipopolissacarideo
(LPS), que diferem as leptospiras de outras espiroquetas como Treponema spp. e
Borrelia spp. (CAMERON, 2015; FERNANDES et al., 2016).

Experimentos in vitro demonstraram que o0 crescimento das leptospiras ocorre
em uma temperatura de 28 e 30°C, na faixa de pH entre 7,2 e 7,6 em condicdes
aerdbias. O meio ideal para desenvolvimento deve estar enriquecido com vitaminas B1
e B12, albumina bovina sérica (BSA), soro de coelho, aménia, ferro e acido graxos de
cadeia longa (fonte de energia). O meio mais utilizado para seu crescimento € o
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) que contém &cido oleico, BSA
como detoxificante e Tween como fonte de carbono (ADLER; DA PENA
MOCTEZUMA 2010).

Essas bactérias sdo sensiveis a luz solar direta, desinfetantes comuns ou

antissépticos, aguas salinas, ambientes secos, temperaturas elevadas > 37°C ou pH fora
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da neutralidade (<6,8) (BENITEZ et al., 2010; FAINE et al., 2000). Mesmo com esses
adventos conseguem sobreviver em ambientes aquaticos ou Umidos (cérregos, rios,
lagoas, aguas de inundacdo e agua estagnada) e em condi¢des de pH entre 7,8 e 7,9
como solo alcalino, lama, pantanos e tecidos de animais vivos ou mortos (FAINE et al.,
2000).

200nm ,‘:”, 50nm

Fonte: Camaron (2015); Levet (2001). (a) membrana interna (IM) e membrana externa (OM), espessa camada de
peptioglicano (PG), flagelo periplasmatico (PF). (b) imagem ampliada mostrando os lipopolissacarideo (LPS),
detalhes do envolvimento celular, (c) microscopia eletronica de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae.

2.8.1 Taxonomia

As leptospiras pertencem ao Reino Monera, Filo Spirochaetes, Ordem

Spirochaetales, familia Leptospiraceae que compreende o género Leptospira que
durante anos foi classificado com base na sorologia e viruléncia e foram incluidos em
duas espécies: Leptospira interrogans sensu lato (patogénica) e Leptospira biflexa sensu
lato (saprofita) (LEVETT, 2001; VICENT et al., 2019).
A classificacdo de Leptospira em sorovares tem como base as diferencas sorologicas
guanto a expressdo LPS, tanto estruturais como quimicas. Em caso de diferentes
sorovares apresentarem 0s mesmos antigenos com um determinado grau de reacdo
cruzada, estes sdo agrupados em um mesmo sorogrupo (ADLER; DA PENA
MOCTEZUMA 2010). Embora os sorogrupos ndo tenham posicdo taxonémica, a
classificagdo antigénica continua sendo utilizada por conseguir identificar cepas e se
mostraram Uteis na compreensdo epidemioldgica da leptospirose em uma regido
(JORGE et al., 2017).

Recentemente, novas espécies de leptospiras foram descritas por genotipagem;
as leptospiras foram reclassificadas em 22 espécies, com base no grau de

relacionamento genético. A hibridacio DNA-DNA e a andlise filogenética por 16S
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rRNA dividiram o género Leptospira em trés grupos distintos: 1) patogénicas com 10
espécies que podem infectar e causar leptospirose em humanos e animais; 2)
intermediérias com 5 espécies isoladas de animais e seres humanos com patogenicidade
moderada. 3) saprofitas com 7 espécies isoladas de fontes ambientais e que nao sao
patogénicas (figura 4) (PICARDEAU, 2017; VICENT et al., 2019).

Os agentes etioldgicos da leptospirose sdo espécies patogénicas e intermediarias
de Leptospira que compreendem mais de 260 sorovares (LEVETT, 2015; VICENT et
al., 2019).

Os sorovares patogénicos de leptospira podem apresentar preferéncia por
hospedeiro como, por exemplo, o bovino que geralmente se infecta pelo sorovar Hardjo
(sorogrupo Sejroe); os cavalos que sdo hospedeiros adaptados do sorovar Bratislava
(sorogrupo Australis); os cdes do sorovar Canicola (sorogrupo Canicola), ratos do
sorovar Icterohaemorrhagie (sorogrupo Icterohaemorrhagiae) (JORGE et al., 2017).
Contudo, essas associa¢Oes ndo sdo fidedignas, pois as bases moleculares para essa
especificidade do hospedeiro ainda sdo desconhecidas, sendo assim, as leptospiras séo
geralmente adaptadas a um ou mais mamiferos, como € o caso dos seres humanos que
podem se infectar por qualquer um dos sorovares mencionados, mas o mais frequente
séo os provenientes de ratos (BRASIL, 2019a; VICENT et al., 2019).

Figura 4. Classificacdo genotipica de Leptospira spp.
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Fonte: elaborado pelo autor baseado em Picardeau (2017).
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2.8.2 Cadeia de transmissao de Leptospira spp.

Para que ocorra a transmissdo de Leptospira spp. € necessaria uma continua
circulacdo do patdgeno entre os reservatorios, geralmente referidos como hospedeiros
de manutencdo. Esses animais sdo assintomaticos e eliminam persistentemente as
leptospiras patogénicas na urina por toda a vida (FRAGA et al., 2014). Os roedores sao
apontados como 0s principais reservatorios, destacando os urbanos como ratos de
esgostos (Rattus norvegicus), rato preto (Rattus rattus) e camundongo (Mus musculus)
(BRASIL, 2019a).

Além deles, mamiferos domésticos e selvagens também estdo incluidos como
hospedeiro de manutencdo de alguns sorovares e hospedeiros incidentais de outros
sorovares e albergam a Leptospira nos rins e as eliminam vivas no meio ambiente
contaminando o solo, a agua e alimentos (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009). O
homem, hospedeiro acidental e terminal dentro da cadeia de transmisséo da doenga, se
infecta pela exposicdo direta ou indireta a urina desses animais infectados (BRASIL,
2019a; POLACHINI; FUJIMORI, 2015).

A transmissdo direta ocorre quando as leptospiras presentes nos fluidos
corporais, tecidos e urina de animais infectados entram em contato com novos
hospedeiros (AL-ORRY et al., 2016). A transmissdo indireta ocorre quando humanos e
animais entram em contato com a Leptospira presente no ambiente, por meio do contato
com solo ou &gua contaminada (figura 5). Nesse ultimo caso, as bactérias penetram no
corpo através das membranas mucosas dos olhos, nariz, garganta ou cortes e abrasdes
na pele, ou mesmo na pele intacta que permanece imersa ha muito tempo na agua,
inalacdo de agua ou aerossol (FAINE et al., 1999; KHALILI et al 2020).
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Figura 5. Ciclo de transmissdo de Leptospira spp.
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Fonte: elaborado pelo autor baseado em Ko; Goarant; Picardeau (2009). As leptospiras podem ser transmitidas aos
hospedeiros de manutencéo ou acidentais de forma direta (contato com urina ou tecido de animais contaminados) e
indireta (contato com agua e solo contaminado).

2.8.3 Epidemiologia

A leptospirose representa uma das mais importantes zoonoses bacterianas, e é
considerada pela Organizacdo Mundial da Satude uma doencga infecciosa emergente ou
reemergente de ampla distribuicdo mundial, pois afeta mais de um milhdo de pessoas
com 59.000 mortes ao ano (COSTA et al., 2015; KHALILI et al 2020). As maiores
estimativas de morbidade e mortalidade da doenca foram observadas nas regides sul e
sudeste da Asia, Oceania, Caribe, Andina, América Central, América do sul e leste da
Africa Subsaariana, com taxas de 48% do total de casos e 42% do total de Obitos
(COSTA et al., 2015).

Mesmo assim, esses numeros sdo subnotificados, pois a leptospirose é
geralmente diagnosticada incorretamente se confundindo com outras doencas febris,
como dengue, malaria e Chikungunya, especialmente nas areas rurais onde 0 acesso aos
servigos de saude € limitado e a conscientizacdo sobre a doenca é baixa (POLO et al.,
2019; WHO, 2003). O Brasil é o pais com o maior nimero de casos notificados; no
periodo de 2003 a 2018 houve registros de casos em todas as regides do pais, com uma
média de 3.693 casos por ano e incidéncia média de 1,95 casos por 100 mil habitantes

com taxa de 10% de mortalidade. Os maiores registros de casos ocorreram nas regioes
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Sul e Sudeste, embora as maiores incidéncias tenham ocorrido nas regides Norte e Sul
(BRASIL, 2019b).

Sabe-se que o contato acidental com a urina de animais infectados por diferentes
sorovares de Leptospira causa a infeccdo e pode produzir a doenca. Além desse, outros
fatores podem favorecer a infeccdo humana, dentre eles: fatores climaticos, alta
populacdo de reservatorios, exposicdo ocupacional, atividades recreativas e
circunstancias socioeconémicas (BERTELLONI et al., 2019; BHARTI et al., 2003;
LAU et al., 2010). As condicbes climaticas influenciam fortemente a transmissdo de
leptospiras que exige condicdes quentes e Umidas para a sua sobrevivéncia e consegue
persistir por semanas a meses apds sua excre¢cdo na agua ou no solo Umido
(MWACHUI et al., 2015).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que existe um aumento nas taxas de
leptospirose apds eventos climaticos extremos como chuvas fortes e inundagdes com
maior incidéncia nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas, principalmente em
paises da a China (REN et al., 2005), Franca (BARANTON; POSTIC, 2006), Filipinas
(PROMED, 2009) Brasil (KUPEK; SOUSA SANTOS FAVERSANI; SOUZA
PHILIPPI, 2000), Trinidad e Tobago (MOHAN et al., 2009), Polinésia Francesa
(COUDERT et al., 2007). Ha relatos sobre o risco de infec¢do relacionado a exposicao a
agua de enchente, lama ou solo Umido; contudo, esses eventos variam de regido para
regido e, em alguns casos, mostram variacao sazonal (HAGAN et al., 2016).

Em ambientes urbanos, grandes quantidades de agua de enchente sobrecarregam
0s sistemas de esgoto e propiciam a disseminacdo e persisténcia das leptospiras no
meio, ocasionando 0s surtos por via hidrica, destacando os casos ocorridos no Acre em
2014 (1222 casos), Santa Catarina em 2008 (934 casos) e Pernambuco em 2000 (851
casos). No primeiro semestre de 2019 foram confirmados 434 casos em humanos no
Rio Grande do Sul (BASIL, 2014; BRASIL, 2019c).

Uma consequéncia adicional das inundacGes é que ratos e animais domésticos
podem ser forgados a buscar refgio nos mesmos locais que 0os humanos, e desta forma,
aumenta a probabilidade do contato com animais infectados. Nas areas rurais sob
condicBes de inundacdo onde o habitat seco é escasso, 0s animais silvestres podem
invadir o ambiente peridoméstico, e contribuir ainda mais com o ciclo ambiental da
Leptospira (BARRAGAN et al., 2016, 2017).
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Nesse contexto, as chuvas, inundacdes e desastres naturais podem influenciar na
densidade da populacdo de animais devido a disperséo de lixo e detritos nos ambientes,
e assim, resultar em um aumento na disponibilidade de alimentos ocasionando a
proliferacdo de roedores e outros animais que mantém a bactéria (COOK et al., 2008;
LAU et al., 2010). Entretanto, a diminuicdo da precipitacdo pode eliminar as fontes de
alimentos e forcar os roedores a procurar alimentos nos “habitats” humanos,
aumentando, assim o contato com as pessoas (LAU et al., 2010).

A leptospirose demonstrou estar associada a exposi¢cdo a animais e nas areas
rurais onde a agricultura € proeminente, mamiferos como bovinos, suinos, caprinos e
cdes sdo hospedeiros em potencial (FERNANDES et al., 2013, 2018). Os cées podem se
infectar quando encontram &gua ou urina infectada por leptospiras e tem grande
importancia na transmissdo ao homem em funcdo do contato estreito e podem ser uma
importante fonte de infeccdo por excretar leptospiras na urina por longos periodos.
Esses animais sdo considerados sentinelas, pois refletem a contaminagdo ambiental
(FERNANDES et al., 2018; GAY; SOUPE-GILBERT; GOARANT, 2014).

As atividades ocupacionais também expfem os humanos a infec¢do de forma
direta e indireta. A exposicdo direta ocorre com menor frequéncia e geralmente envolve
ocupacdes que requerem interacdo com animais potencialmente infectados ou com o
préprio patégeno (HAAKE; LEVETT, 2015). Essas atividades incluem os fazendeiros,
veterinarios e trabalhadores de matadouros (DREYFUS et al., 2015; GARCIA-
RAMIREZ et al., 2015; SOO; KHAN; SIDDIQUI, 2020; SUWANPAKDEE et al.,
2015; WASINSKI; DUTKIEWICZ, 2013). Os agricultores, pescadores, mineiros,
militares, limpadores de esgoto, bombeiros, coletores de lixo se expdem indiretamente a
bactéria por meio de agua, solos e alimentos contaminados (BRIGHTMAN, 2018;
GOARANT, 2016; SILVA et al., 2014).

Outra possibilidade de o humano se infectar € por meio de atividades
recreativas, principalmente os esportes aquaticos (natacdo, canoagem, caiaque, rafting e
triatlos), assim como atividades de ciclismo, caminhada, corrida deixam os participantes
suscetiveis a infecgdo ao se deparar com Leptospira spp. no ambiente (SOO; KHAN;
SIDDIQUI, 2020). A infeccdo nesse caso pode ser acidental por meio de lesdes na pele,
exposicdo prolongada a agua; consumo e inalagdo de agua ou aerossol (POLACHINI;
FUJIMORI, 2015).
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Estudos demonstraram que a incidéncia de leptospirose em humanos esta
diretamente associada & baixa condigdo socioecondmica e precéarias condigdes de
infraestrutura e servigos. Essa situacdo ocorre mais em populacGes de paises
subdesenvolvidos (VASCONCELOS et al., 2012). No ambito sociodemogréfico,
estudos apontaram maior incidéncia de leptospirose em adultos de 20 a 29 anos do sexo
masculino, mas a infeccdo pode acometer ambos 0s sexos de qualquer idade, pois
depende da exposicdo ao agente. Outro fator relevante de infeccdo por leptospiras esta
relacionado ao nivel de escolaridade, pois quanto menor, maior é a falta de
conhecimento sobre medidas de prevencdo (COSTA et al., 2015; TORGESRSON et al.,
2015).

Existe risco de transmissdo de Leptospira via transfusdo sanguinea, porém
apenas um caso na India foi relatado (NEDUNCHELLIYAN; VENUGOPALAN,
1997). Um estudo realizado por Bolin e Koellner (1988), relatou a transmissao por
meio do leite materno. Esses autores relataram um caso de leptospirose anictérica na
mde e no bebé e concluiram que a provavel via de transmissdo foi a amamentacdo. Em
outro estudo, Chung e colaboradores (1963), isolaram leptospiras de leite materno
humano, liquido amnidtico, placenta e sangue do corddo umbilical o que mostra o risco
de transmissdo transplacentaria (KOE et al., 2014). A frequéncia de anticorpos anti-
Leptospira encontradas no Brasil estd apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3- Frequéncia (%) de anticorpos anti-Leptospira em humanos no Brasil.

Regido/Estado N° Frequéncia  Teste/ Sorovares Referéncia
amostral ponto
de corte
Norte
Manaus 43/1000 4,3% MAT?  Icterohaemorrhagiae, Silva et al.
(200)  Cynopteri, Australis (2016)

Copenhageni, Patoc
Canicola, Tarassovi
Autumalis, Pyrogenes.

Nordeste
Pernambuco 8/154 5,68% SAMP  Australis, Autumnalis, Silva et al.
(100)  Grippotyphosa e Wolffi. (2014)
Sudeste
Minas 301/597 50,4% MAT  Icterohaemorrhagiae, Oliveira et al.
Gerais (100)  Andamana, Patoc, (2017)
Tarassovi,
Copenhageni, Hardjo,
Australis.
Centro-oeste
Mato Grosso 54/439 12,3% SAM Gryppotyphosa, Souza et al
do sul (100)  Australis, Tarassovi, (2007)

Icterohaemorrhagiae,
Cuica, Panama, Hardjo,
Canicola, Copenhageni,
Bataviae, Javanica,

Shermani.
Sul
Parana 25/207 12,1% MAT  Hardjo, Castellonis, Gongalves et
(100) Grippotyphosa, al. (2013)
Australis,

Pomona, Shermani.

2Teste de Aglutinagdo Microscopica; P Técnica de Soroaglutinagdo Microscdpica.

Em ambientes insulares, as vias de transmissdo de Leptospira em humanos e
animais sdo pouco documentadas, especialmente nas ilhas mais isoladas e menos
desenvolvidas. Recentemente, uma revisdo sistematica constatou que a Oceania foi a
regido mais impactada pela leptospirose em humanos no que se refere a morbidade
(150,68 casos por 100.000 habitantes / ano) e mortalidade (9,61 mortes por 100.000
habitantes / ano) (COSTA et al., 2015).

Nas ilhas do Caribe, a incidéncia de infeccdo por leptospiras aumenta com a
idade sendo maior no sexo masculino particularmente em pessoas acima dos 35 anos,

mas algumas ilhas como Barbados e Trinidad apresentaram soropositidade em criangas
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(7-14 anos). Os fatores de risco detectados foram atividades recreativas (andar
descalco), contato com animais e solo contaminado (EVERARD et al., 1989, 1992). Por
nédo ser uma enfermidade frequentemente diagnosticada, alerta-se o caso de negligéncia
(RODRIGUES et al., 2017).

Os motivos que dificultam a notificagdo de casos em humanos s&o:
indisponibilidade de diagnostico laboratorial, falta de conhecimento médico e sintomas
inespecificos que se sobrepdem a muitas outras doencgas infecciosas tropicais,
especialmente infecgdes por arbovirus (GUERNIER et al., 2018).

Relatdrios recentes confirmam que a leptospirose em algumas ilhas do Pacifico é
associada ao rapido crescimento populacional e a urbanizacdo que exacerbam o0s
problemas com o saneamento, 0 acesso a agua limpa e a gestdo de residuos (LAU et al.,
2016). A maioria das ilhas possui recursos humanos ou financeiros limitados para o
gerenciamento e mitigacdo dos impactos na salde, desastres naturais e mudancas
climaticas (GERO et al., 2014; LAU et al., 2016).

Os principais fatores de risco associados a leptospirose na populagdo humana de
ambientes insulares foram documentados em 25 ilhas do Pacifico, incluindo cinco na
Melanésia, oito na Micronésia, dez na Polinésia, llhas de Pascoa e Havai. Nessas ilhas,
a doenca esteve associada as atividades ocupacionais (agricultores, jardinagem,
abatedouros de animais), exposi¢éo recreativa (caga, pesca, natacdo e andar descalgo em
agua doce), falta de agua tratada, saneamento e infraestrutura, além de riscos ambientais
(ciclones e inundacGes), baixa condi¢Ges socioecondmicas e contato com animais
(GUERNIER et al., 2018).

Na Ilha da Reunifo, localizada no Oceano indico, o fator de risco para
leptospirose em humanos esta associado ao contato com animais domesticos e selvagens
(GUERNIER et al., 2016). Diferentes ilhas identificaram anticorpos anti-Leptospira
spp. em uma variedade de animais (DESVARS et al., 2012; GUERNIER et al., 2016;
LAGADEC et al., 2012; LAU et al., 2016; PETERS et al., 2017). No Brasil, na ilha de
Fernando de Noronha foi reportada a soroposividade em 12,7% dos roedores, 28,7%
dos bovinos e 10,1% dos cédes, com ocorréncia dos sorovares: lcterohaemorrhagiae,
Djasiman, Bratislava, Copenhageni, Grippotyphosa e Autumnalis (ANDRADE FILHO,
2012; MORAIS et al., 2018). Animais silvestres como morcegos e veados também

foram identificados como carreadores de Leptospira em ambientes insulares
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(DIETRICH et al., 2014; SAVILLE et al., 1996). As taxas de frequéncia de anticorpos

anti-Leptospira encontradas em ambientes insulares estdo representadas na Tabela 4.

Tabela 4- Frequéncia (%) de anticorpos anti-Leptospira em humanos nos ambientes insulares

Pais/llhas Frequéncia  Teste/ Sorogrupo/Sorovares Referéncia
corte
Caribe
lIhas Barbados 12,5% MAT?  Panama, Autumnalis Everard et al.
(50) Icterohaemorrhagiae, (1989)
Canicola, Pyrogenes,
Hebdomadis, Ballum,
Bataviae.
Ilha Trinidad 9,5% MAT  Panama, Autumnalis Everard et al.
(50) Icterohaemorrhagiae (1989)
Canicola Pyrogenes
Hebdomadis, Bataviae
Grippotyphosa Tarassov
llhas Trinidad 7,1% MAT  Icterohaemorrhagiae James et al.
e Tobago (20) Copenhageni, Sejroe, (2013)
Sejroe Saxkoebing,
20,3% ELISA® Ballum, Bataviae,
Australis
EUA
Ilha Oahu 1,4% MAT  Australis,Autumnalis, Lettieri et al.
(100)  Bratislava, (2004)
Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni
Fiji
Ilha Fiji 19,4% MAT  Pohnpei, Australis, Lau et al.
(50) Canicola, Copenhageni, (2016)
Hardjo, Ballum
Franca
Ilha Mayotte 7,8% MAT  Mini, Sejroe Bourhy et
(100) Hebdomadis, al. (2012)
Pyrogenes
Grippotyphosa, Pomona,
Ballum
india
llha 10,9% MAT  Icterohaemorrhagiae, Vimal Raj et
Andaman (100)  Grippotyphosa, Sejroe, al. (2018)
Pomona, Australis,
Hebdomadis, Pyrogenes,
Autumnalis
Vanuatu
Ilha Vanuatu 11,5% MAT  Australis Panama, Pakoa et al.
(100)  Pyrogenes, Louisiana (2018)

Icterohaemorrhagiae

2Teste de Aglutinagio Microscopica; ° Ensaio Imunoenzimatico.
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2.8.4 Sinais Clinicos e Diagndstico

A apresentacdo clinica da leptospirose varia de uma infec¢do assintomaética a
quadros clinicos graves. Em geral, os sintomas iniciais ocorrem dentro de 5 a 14 dias
apos a infeccdo. O quadro clinico é biféasico, composto pela fase septicémica ou
leptospiremia caracterizada por multiplicagdo das leptospiras no sangue e em outros
tecidos do hospedeiro. As manifestacdes iniciais sdo febre, calafrios, dor de cabeca,
anorexia, mialgia grave, nauseas, pode ocorrer diarreia, hiperemia ou hemorragia
conjuntival, tosse seca e dor ocular; esses sintomas sdo autolimitantes, duram uma
semana e correspondem a 85% a 90% dos casos (ALDER; MOCTEZUMA, 2010;
PICARDEAU, 2013). Cerca de 5 a 15% dos pacientes podem evoluir para fase imune
ou leptospirdria determinada pela producdo de anticorpos e liberacdo de leptospiras na
urina. Os sintomas nesta fase sdo cefaleia intensa, vomitos, pneumonia, meningite e
uveite e a principal manifestacéo € a Sindrome de Weil com a triade cléssica (ictericia,
disfuncgdo renal e hemorragia), além de hemorragia pulmonar, insuficiéncia respiratoria,
faléncia hepatica, arritmia cardiaca, colapso circulatorio, distarbios eletroliticos,
pancreatite, anemia e distdrbios neurolégicos (ALDER; MOCTEZUMA, 2010;
BHARTI et al., 2003; SILVA JUNIOR et al., 2018).

A gravidade da leptospirose estd associada ao sorovar envolvido (EX:
Grippotyphosa: sindrome da gripe, Icterohaemorrhagiae: forma ictérica) e a intensidade
da resposta imune humoral do hospedeiro (DAHER et al.,, 2010; TURNIER;
EPELBOIN, 2019). Os pacientes imunocomprometidos (HIV) demonstraram
manifestacdes clinicas semelhantes as que ocorrem em hospedeiros imunocompetentes
(GONOZA et al., 2005) e mulheres gestantes que adquirem leptospirose apresentam
risco significativo de aborto (TURNIER; EPELBOIN, 2019).

Diversos testes podem ser utilizados para diagnosticar a leptospirose como o
isolamento de leptospiras em amostras de sangue, liquido cefalorraquidiano, urina e
outros fluidos ou tecidos corporais. Esse procedimento requer que as amostras sejam
coletadas na primeira semana de sintomatologia e semeadas em meios de cultura
seletivos. E uma técnica laboriosa e o resultado é retrospecto devido ao lento
crescimento da Leptospira; para a visualizagdo da bactéria utiliza-se microscopia de
campo escuro ou microscopia de fluorescéncia (BLANCO; CASSIOLATO; ROMERO,
2015; SCHULLER et al.,, 2015). Técnicas histopatologicas e imunohistoquimica
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também sdo empregadas (LEVETT, 2001; VERONESI; FOCACCIA, 2009). Na
pratica, a cultura e inoculacdo ndo sdo técnicas relevantes para o diagndéstico de rotina e
foram substituidas por técnicas moleculares que sdo mais rapidas, incluindo a PCR
convencional ou PCR tempo real; apesar da sensibilidade elevada, essas técnicas ndo
avaliam o sorogrupo responsavel pela infecgdo (WOODS et al., 2018).

As técnicas soroldgicas sdo recomendadas para detec¢do de anticorpos contra
Leptospira em estudos epidemioldgicos, identificagdo de sorogrupos e avaliacdo de
sorogrupo. Os testes soroldgicos mais indicados séo: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA-
IgM) e o Teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT) (BLANCO; ROMERO, 2014). O
teste ELISA-IgM é um método de triagem, género-especifico que detecta anticorpos
IgM e IgG mais precocemente que o MAT, a partir do sexto dia ap6s o inicio dos
sintomas, apresenta sensibilidade (>90%) e especificidade (95-99%). Ambas as técnicas
necessitam de amostras coletadas em duplicata com intervalo de tempo da segunda
amostra entre 7 a 10 dias para observar a soroconversio (HARTSKEERL;
COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011; WHO, 2003).

O MAT é um método considerado padréo-ouro e recomendado pela Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) e fornece o provavel sorogrupo infectante. Esse teste baseia-
se na aglutinacdo do soro do paciente com antigenos de Leptospira. Apos a incubacgéo, a
reacdo soro-antigeno é observada em microscopia de campo escuro, e considera-se a
reacdo positiva se pelo menos 50% das leptospiras estiverem aglutinadas em
comparagdo a um antigeno controle (BLANCO; CASSIOLATO; ROMERO, 2015; AL-
ORRY et al., 2016). Essa técnica € laboriosa e requer a manutencdo das leptospiras
vivas de diferentes sorovares, dessa forma, necessita de um operador especializado e
treinado para evitar riscos de infeccdo. Diante do exposto, 0 teste mais utilizado na
rotina laboratorial é soroldgico rapido devido a quantidade de exames.

Para determinar o sorotipo especifico é necessario utilizar pelo menos um
sorovar pertencente a cada sorogrupo priorizando 0s mais comuns na regidao estudada.
Os resultados falso-negativos ocorrem quando algum sorogrupo nao esta incluido entre
0s sorovares testados (AL-ORRY et al., 2016). Existe a possibilidade de reacoes
cruzadas entre sorovares semelhantes antigenicamente, e neste caso a confirmagéo do
diagnostico sera determinada pelo sorovar que apresentar o maior titulo (ADLER;
MOCTEZUMA, 2009). Geralmente, os pacientes infectados apresentam titulos a partir
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de 100. O MAT apresenta uma boa especificidade (>90%) e sensibilidade (90%)
(AVILA et al., 1998; HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011).

Para o acompanhamento clinico de pacientes suspeitos ou infetados por
leptospiras alguns exames sdo primordiais na diferenciacdo de outras doencas e
avaliacdo da gravidade do caso, entre eles o sumario de urina, hemograma,
coagulograma, transaminases, bilirrubinas, creatinofosfoquinase (CPK), ureia,
creatinina, eletrdlitos, gasometria, radiografia de tdérax e eletrocardiograma,
ultrassonografia e gasometria arterial (BRASIL et al., 2014).

Técnicas de tipificacdo molecular como PFGE (Pulsed field gel
electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e MLST (Multi
Locus Sequence Typing), auxiliam na identificagdo em nivel de espécie em estudos
soroepidemioldgicos para diferenciar os grupos patogénicos dos sapréfitas (AHMED et
al., 2006; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009; PEROLAT et al., 1993; WENJUN et al.,
2009).

2.8.5 Controle e Prevencéo

Controlar a infeccéo por leptospiras ¢ dificil devido & variedade de sorovares
infectantes e as vias de transmissdo. Diante disso, estudos epidemioldgicos sdo
essenciais para implementar estratégias de controle local. Geralmente, as formas de
controlar e prevenir a infeccdo por Leptospira em pessoas e animais se baseiam na
reducdo da populacdo de roedores com medidas de anti-ratizacdo e desratizagéo,
melhorias no saneamento e no gerenciamento de residuos alimentares que geralmente
sdo eficazes para limitar a proliferacdo de roedores, reduzindo a contaminagdo
ambiental como também o nimero de casos de infeccdo (FARRAR, 1995).

Medidas protetivas como a vacinagdo em animais domésticos e de producédo
contra a leptospirose reduz a disseminacdo das leptospiras, sendo importante ressaltar
que a vacina ndo oferece 100% de protecdo porque existem muitas cepas de leptospiras
e a vacina ndo fornece imunidade contra todas, mas deve-se fazer imunizacao periodica
com os sorovares prevalentes na regido (CDC, 2018).

Profissionais em risco devem usar equipamentos de protecdo (luvas, botas e
mascaras), evitar contato com urina animal, fazer uso de quimioprofilaxia e vacina na

populagéo de alto risco (GOARANT, 2019). No entanto, as vacinas com sorotipos
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especificos para seres humanos estdo disponiveis apenas em alguns paises (SOO;
KHAN; SIDDIQUI, 2020). Fazer a educacdoem salde com a populacdo sobre 0s riscos
e 0 impacto da leptospirose é essencial para mudangas de comportamento e favorece
medidas de prevencdo e controle (BRASIL et al., 2010b).

No tratamento da leptospirose humana empregam-se antibidticos como
doxiciclina, ampicilina que séo eficientes e devem ser administrados no inicio do curso
da doenga. Em casos graves como pneumonia e quadros hemorrégicos faz-se o uso de

antibidticos intravenosos como penicilina (CDC, 2018).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos geral

Realizar um levantamento soroepidemioldgico da infeccdo por Toxoplasma

gondii e Leptospira spp. na populacdo humana da llha de Fernando de Noronha.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar a prevaléncia da infeccdo por T. gondii na populagdo humana na
Ilha de Fernando de Noronha.

- Identificar os fatores de risco associados a infeccdo por T. gondii em humanos

da Ilha de Fernando de Noronha.

- Determinar a prevaléncia da infeccdo por Leptospira spp. na populagédo

humana na llha de Fernando de Noronha.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis, caused by the protozoan Toxoplasma gondii, is an important zoonotic
disease in humans and is one of the most important foodborne parasitic diseases
globally. The prevalence in humans is highly variable, being influenced by cultural
habits, socioeconomic, and environmental conditions. The objective of this study was to
estimate the prevalence of T. gondii infection in humans on the archipelago of Fernando
de Noronha, Pernambuco State, Brazil, and to identify the risk factors associated with

this infection. The seroprevalence of immunoglobulin G anti-T. gondii antibodies was
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50.4%. Factors associated with the infection were consumption of well water or
rainwater (odds ratio [OR]: 2.43, p=0.020) and consumption of game meat (OR: 1.80,
p=0.026). The ingestion of oocysts or tissue cysts containing bradyzoites were risk
factors identified. This study is important to provide information for the adoption of
prevention and control measures in island environments.

Keywords: Insular environment; Seroepidemiology; Toxoplasmosis

1. INTRODUCTION

Toxoplasmosis, caused by the protozoan Toxoplasma gondii, is an important
zoonotic disease that causes severe problems in humans, including reproductive,
ophthalmic, neurological changes and behavioral disorders (1,2,3). The seroprevalence
of T. gondii infection in humans varies worldwide between 10% and 90% (4), which is
attributed to several factors such as dietary habits, age, and sanitary conditions (1,4,5).
However, these data are mainly from studies conducted in continental regions,
epidemiological data in insular environments, particularly in Brazil, are scarce.

The Fernando de Noronha Archipelago, belonging to the state of Pernambuco,
comprises 21 islands and islets of volcanic origin located 350 km off the coast of the
Brazilian northeast in the South Atlantic. The main island that names the Archipelago
has one of the highest densities of cats described in island environments worldwide (6-
8) has previously assessed infection by this coccidian in companion and production
animals raised on Fernando de Noronha Island and found high seropositivity prevalence
in sheep, cattle, dogs, cats, and especially free-range chickens, which may indicate a
high rate of environmental contamination by oocysts of the protozoan since chickens act

as sentinels (9). Moreover, isolates of T. gondii have been obtained from animals from
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the island and molecularly characterized (9,10), indicating that there are a variety of
genotypes of the protozoan in the insular environment.

Due to the absence of studies related to the epidemiology of T. gondii in the
human population in the archipelago of Fernando de Noronha, the objective of this
study was to determine the prevalence and risk factors associated with infection in

individuals living on this island.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Ethical aspects

The study strictly followed the ethical principles in research with humans and
was approved by the Research Ethics Committee of Universidade de Pernambuco (n.
19344819.4.0000.5207).
2.2 Study Area

The study area was the Fernando de Noronha Archipelago (Figure 1), which
comprises 21 islands and islets and has an area of 17,017 km? and an estimated
population of 3,061 (11). It has tropical climate comprising two seasons, one dry
(August-January) and another rainy (February—July), with an average annual

temperature of 26-27°C.

Atlantic Ocean

3°50’S —

3°52’S

T
32°20°'W 32°24’'W

Figure 1: Map of the archipelago of Fernando de Noronha, Pernambuco, Brazil
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2.3 Sampling

This study was a cross-sectional epidemiological study. In order to determine the
representative sample size, we applied the calculation for finite populations considering
an estimated population of 3,061 individuals residing on the island of Fernando de
Noronha in 2019, according to the Brazilian Institute of Geography and Statistics (11).
Furthermore, an expected prevalence of T. gondii infection of 50% was assumed given
the non-existence of previous data at a confidence interval (CI) of at least 95% with a
statistical error of 5% (12). This calculation resulted in a sample of 341 individuals.

The inclusion criteria for the study included both male and female individuals
who were residents of the island for at least 6 months and were older than two years of
age. Non-residents of the island were excluded from the study. Participants were
informed about the research objectives, and those who agreed to participate in the study
received and signed a copy of the Informed Consent Form (ICF), according to
Resolution No. 466/12 of the National Health Council (13).

2.4 Collection of blood samples

Approximately 5 mL blood samples were harvested using clot separator gel
tubes (BD Vacutainer®, USA) with disposable syringes and needles, the samples were
kept at room temperature (25°C) until the visible retraction of the clot. The samples
were centrifuged at 1500 xg for 5 min, and serum aliquots were obtained and placed in
microtubes, identified, and stored at -20°C until further processing.

2.5 Serological analysis

Serum samples were evaluated by the indirect fluorescent antibody test (IFAT)
to detect the presence of immunoglobulin G (IgG) anti-T. gondii antibodies according to
the method proposed by Camargo (14). A cut-off point of 16 was adopted Dubey (1),
and known positive and negative controls were included in all reactions. T. gondii
tachyzoites from strain ME49 were used as antigens in slide preparation.

The sera were diluted in phosphate buffered solution (PBS, pH 7.2) at room

temperature and were placed in slide wells and incubated at 37°C for 30 min in a moist
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chamber. The slides were washed three times for 10 min in PBS, followed by
incubation (37°C for 30 min in a moist chamber) with IgG monoclonal anti-human
conjugated to fluorescein isothiocyanate (Sigma Chemical®, USA), diluted 1:100 in
PBS containing 0.05% Evans Blue (Sigma Chemical®, USA). The slides were washed
again, dried in an oven, and covered with buffered glycerol and coverslips. Finally, the
slides were examined using an epifluorescence microscope (Axio Vert.Al Zeiss, 40x
objective) by double blind reading by two independent and previously trained
individuals. If the results differed, a third individual performed a final reading.

Descriptive statistical analysis was used to calculate the absolute and relative
frequencies of the results obtained in the serology.

2.6 Analysis of risk factors

Pre-structured questionnaires were applied to assess the risk factors associated
with T. gondii infection comprising objective questions that addressed demographic
information (age, address, and schooling) and the hygienic sanitary habits and dietary
habits of individuals associated with the epidemiology of toxoplasmosis. The
questionnaires were administered by staff trained for this purpose.

In order to identify the risk factors associated with T. gondii infection in humans
on the island of Fernando de Noronha, a univariate analysis was initially conducted by
Fisher’s exact test, adopting a confidence interval [CI] of 95%. Variables with p<0.25
were used for reassessment in logistic regression models. Calculations were performed
using Epi Info 7.2.3.0 (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), with

significance set at p<0.05.

3. RESULTS

The prevalence of IgG anti-T. gondii antibodies in humans living on the island

of Fernando de Noronha was 50.4% (172/341, 95% CI: 45.2%-55.7%). The sample
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studied was mostly composed of females 56.8% (194/341) aged 21-40 years 54,6%

(106/194) and had studied up to high school 47,9 % (93/194).

The analysis of risk factors revealed that individuals who consumed well water

or rainwater were about 2.43-fold more likely to be infected (p=0.020) compared to

those who drank bottled or tap water. Individuals who consumed game meat had 1.80-

fold increased likelihood of infection by T. gondii (p=0.026) (Table 1).

Table 1- Univariate and multivariate analysis of infection by T. gondii in individuals residing on the

island of Fernando de Noronha, Pernambuco, Brazil

Univariate analysis

Multivariate analysis

Variable
n Positive (%) p OR p
Sex
Male 147 74 (50.3%)
0.487 - -
Female 194 98 (50.5%)
Schools
Elementary 73 50 (68.5%)
High school 166 89 (53.6%) 0.000 - .
University 92 26 (28.3%)
Age range (yr)
0-20 17 4 (23.5%)
21-40 174 70 (40.2%)
0.000 - -
41-60 123 80 (65.0%)
> 60 17 11 (64.7%)
Water Consumption
Bottled 294 139 (47.3%) - -
Tap 6 4 (66.7%) - -
0.041
Well/Rain 35 24 (68.6%) 2.43 (1.14-5.14) 0.020
Place where you have your meals
Home 236 121 (51.3%) 0.245 - -
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Restaurants and Cafeterias 97 45 (46.4%)

Disinfection of vegetables

Water (only) 171 85 (49.7%)
Water + vinegar 58 32 (55.2%) 0.582 - -
Water + hypochlorite 105 49 (46.7%)

How you eat meat

Rare 64 34 (53.1%)
Well-done 180 93 (51.7%)
0.554 - -
Medium 83 37 (44.6%)
Do not consume 6 2 (33.3%)
Consumption of meat
during cooking
Yes 136 75 (55.2%)
0.067 - -
No 199 92 (46.2%)

Consumption of game
Yes 77 47 (61.0%)
0.017 1.80 (1.07-3.02)  0.026
No 258 120 (46.5%)

Presence of cats at home

Yes 109 54 (49.5%)
0.515 - -
No 226 113 (50.0%)
Contact with cats
Yes 141 64 (45.4%)
0.091 - -
No 193 103 (53.4%)
Practice gardening
Yes 103 56 (54.4%)
0.162 - -
No 232 111 (47.8%)

OR = odds ratio

4. DISCUSSION

This is the first epidemiological study of T. gondii infection in humans on the

island of Fernando de Noronha. The seroprevalence of antibodies found in human on
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this island (50.4%) differs from the prevalence rates found in other insular environments
in different regions of the world: Islands of Gangwha-gun (ELISA: 25.8%) (15), both in
South Korea, Island of Cebu, in the Philippines (Latex Agglutination Test - LAT:
26.4%) (16), Island of Sri Lanka (ELISA: 29.9%) (17), Island of Pulau Pangkor,
Malaysia (ELISA: 59.7%) (18), Island of S&o Tomé and Principe, in West Africa (LAT:
63.1%) (19), 10 island countries (Modified Agglutination Test - MAT: 39.8) (20),
located in the Caribbean, San Carlos Island, Venezuela (Indirect Haemagglutination
Assays - IHA, 49.8%) (21).

Importantly, due to the wide dissemination of T. gondii, the seroprevalence in
humans varies significantly across different regions of the world whether continental or
insular. In Brazil, the prevalence of infection by this coccidium in humans is
particularly high and can reach more than 90% in some regions. In addition to the
environmental characteristics, cultural and biological factors also influence rates of in T.
gondii infection, and the serological test chosen is influenced by its sensitivity and
specificity (1,22). In an attempt to understand the reasons for the variations in the
prevalence even in geographically close areas, it is important to investigate the risk
factors associated with this infection.

The analysis of risk factors identified the consumption of well water or rainwater
(OR=2.43) and consumption of game meat (OR=1.80) as being associated with
increased likelihood of T. gondii infection.

The storage conditions of well water or rainwater are usually precarious and may
be accessible to animals, for example cats that are able shed T. gondii oocysts into the
environment. Taking into account the high density of cats on the island of Fernando de
Noronha, the large number of oocysts eliminated in the feces of cats can be

disseminated to storage tanks by rainwater and can even contaminate surface water and
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thereby serve as an important source of infection in the population, particularly when
water intended for consumption is not filtered or boiled (1,23). This finding can be
related to data from the Island of San Carlos in Venezuela, which raised the problem of
islet infection from water contaminated by oocysts due to the close proximity of the cats
to their homes, and consequently the water source of their inhabitants (21). Oocysts are
resistant forms of the parasite and can remain viable for up to 54 months in cold water
(24). In Brazil, outbreaks of toxoplasmosis and serological surveys have demonstrated
the importance of untreated, filtered or boiled water as the main source of infection in
humans, as noted in major outbreaks in Rio de Janeiro, Parand, Pard and Rio Grande do
Sul (25-28).

Game hunting for subsistence is a common activity in island environments as a
way to meet the protein needs of the population (15). Hunting and consumption of
animals such as the rock cavy (Kerodon rupestres) and the tegu lizard (Salvator
merianae) is common among the residents of the Island of Fernando de Noronha. A
recent study carried out on the Island of Fernando de Noronha reported 58.3% positivity
for anti-T. gondii antibodies in rock cavies (10). The high prevalence of antibodies in
rock cavies indicates that the consumption of this animal could be a potential source of
T. gondii infection among the inhabitants of the island. Previous studies conducted on
the island of Fernando de Noronha showed high T. gondii seropositivity in livestock
(7,8,10). Although it does not represent the main source of meat in the island, these
animals are a part of the diet and when infected by T. gondii can contribute to its
transmission. Despite the fact that the ingestion of raw and/or rare meat was not
identified as a significant risk factor for T. gondii infection in our study, it is important

to highlight that there were higher frequencies of infection between individuals who
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consumed rare meat (53.1%) or those who the meat during preparation/cooking
(55.2%).

With respect to gender, the study sample comprised mainly women (56.8%), the
majority being of reproductive age, and 49.5% presenting negative serology for T.
gondii. This suggests that there is a significant number of women susceptible to primary
infection, which is worse if it occurs during the gestational period, as transplacental
transmission can occur, which may pose a risk to the fetus (29).

The univariate analysis showed a significant association between increasing age
and seropositivity for T. gondii. This result corroborates with other studies, which found
that increasing positivity is directly related to age, probably because older individuals
have a greater chance of contact with the agent than do younger individuals (16,21), but
the rate of infection with age can also vary according to the environment and
socioeconomic level (30).

With respect to schooling, a higher prevalence of infection was observed in
individuals with elementary schooling (68.5%). Previous studies have reported that the
higher the schooling, the higher the information on preventive care for toxoplasmosis
that reduces the risk of infection (30), which reiterates the importance of education and

health promotion to prevention of this disease.

5. CONCLUSION

This is the first study to provide epidemiological information of T. gondii
infection among the residents of the Island of Fernando de Noronha, revealing a
considerable antibody seroprevalence in this population. The risk factors identified in

this study suggest that the population should be advised not to consume wild animals on
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02.
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the island and as well as promote the use of quality water. Appropriate treatment

methods for well water or rainwater should be a priority for health authorities.
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ABSTRACT: The prevalence of leptospirosis in humans is highly variable, being
influenced by climatic factors, the presence of reservoirs, occupational exposure,
recreational activity, and socioeconomic conditions. The objective of this study was to
estimate the prevalence of Leptospira spp. and identify the predominant human serovars
on the island of Fernando de Noronha, Brazil, based on a microscopic agglutination test.

The prevalence of anti-Leptospira antibodies was 1.17% (4/341; 1.C. 0.46%—2.98%),
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with the predominance of serovars Icterohaemorrhagiae, Javanica, Mini and Louisiana.
This is the first study on the occurrence of antibodies against Leptospira spp. in humans
in Fernando de Noronha and highlights the need to implement control and prevention
strategies in this island environment.

Keywords: Leptospirosis; Epidemiology; Public Health; Island Environment.

1. Introduction

Leptospirosis is a neglected zoonotic disease caused by bacteria of the genus
Leptospira spp. [1], comprising more than 260 serovars of pathogenic and intermediate
species and responsible for affecting more than 1 million individuals a year in
developed and developing countries [2—4]. Leptospirosis causes severe symptoms such
as fever, headache, vomiting, pneumonia, meningitis, uveitis, Weil's syndrome, and
multiple organ failure [5,6]. These clinical signs make it difficult to diagnose other
tropical febrile diseases, like dengue and chikungunya, especially in island settings
where access to health services is limited and disease awareness is low [7].

In the archipelago of Fernando de Noronha, Brazil, seropositivity for anti-
Leptospira spp. antibodies has been reported in cattle, rodents, and dogs [8], indicating
that this island is home to a variety of serovars of this bacterium. These animals are
potential carriers and are important in transmitting the bacteria to humans who become
infected by direct or indirect contact with the urine of infected animals [9-11].
According to the Brazilian Ministry of Health, seven cases with two deaths from
leptospirosis in humans were confirmed on the island of Fernando de Noronha from
2001 to 2017 [12].

The objective of this study was to determine the prevalence of Leptospira spp. in

humans on Fernando de Noronha Island, Brazil.
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2. Material and methods
2.1 Ethics aspects

The study strictly followed the ethical principles regarding research with humans
and was approved by the Research Ethics Committee of Universidade de Pernambuco
(n. 19344819.4.0000.5207).
2.2 Area study

The study area was the Fernando de Noronha Archipelago (Figure 1), which
comprises 21 islands and islets and has an area of 17.017 km? and an estimated
population of 3.061 [13]. It has a tropical climate comprising two seasons: one dry
(August-January) and another rainy (February-July), with an average annual
temperature of 26-27°C [14].
2.3 Sampling

To determine the sample size, the finite population calculation was applied
considering the population estimate of 3.061 individuals residing in Fernando de
Noronha Island in 2019, according to the Brazilian Institute of Geography and Statistics
[13]. Furthermore, an expected prevalence of Leptospira of 50% was assumed given the
non-existence of previous data at a confidence interval (Cl) of at least 95% with a
statistical error of 5% (IC) [15]. This calculation resulted in a sample of 341 individuals.

As inclusion criteria, individuals should have been residents with a minimum
stay of 6 months on the island, of both sexes, older than 2 years of age, and expressed
interest in participating voluntarily in the research. Tourists were excluded from the
study.

Participants were informed about the research objectives, and those who agreed
to participate in the study received and signed a copy of the Informed Consent Form,

according to Resolution No. 466/12 of the National Health Council [16].
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2.4 Collection of blood samples

Approximately 5mL blood samples were harvested using clot separator gel tubes
(BD Vacutainer®, USA); the samples were stored at room temperature (25°C) until
visible retraction of the clot. The samples were centrifuged at 1500 xg for 5 min, and
serum aliquots were obtained and placed in microtubes, identified, and stored at -20°C

until further processing.

2.5 Serological analysis

For the detection of anti-Leptospira spp. antibodies among serum samples, a
microscopic agglutination test (MAT) was conducted using a collection of live antigens
grown on Ellinghausen—McCullough—Johnson—Harris medium, free from contamination
and self-agglutination, represented by the following serogroups: Leptospira interrogans
(serovars Bratislava, Copenhageni, Canicola, Djasiman, Grippotyphosa, Hebdomadis
Hardjoprajitno, Icterohaemorrhagiae, Pomona, , Pyrogenes, and Wolffi); Leptospira
borgpetersenii (serovars Autumnalis, Ballum, Castellonis, Celledoni, Javanica, Mini,
and Tarassovi); Leptospira santarosai (serovars Canalzone, Guaricura and Shermani);
Leptospira kirschneri (serovars Cynopteri); and Leptospira noguchii (serovars Panama
and Louisiana) [18].

Positive and negative control serum samples were included in the reactions.
Initially, the sera were screened at a 1:50 dilution and then subjected to a series of two-
fold geometric dilutions. Samples with titers >1:50 were considered positive with 50%
or more bacterial agglutination under a dark-field microscope. To calculate antibody
prevalence, the reactive sample for one or more serovars was used, and to determine the

predominant serovars, we considered those with higher titers [17, 18].

103



Descriptive statistical analysis was used to calculate the absolute and relative

frequencies of the serology results.

3. Results

The prevalence of anti-Leptospira antibodies in humans in Fernando de Noronha
Island was 1.17% (4/341; IC 0.46%—2.98%). A higher prevalence was observed in men
(2.04%; 3/147) belonging to the age group of 29-68 years, and for women, the
prevalence was 0.51% (1/194) in the same age range. Regarding the level of education,
75% (3/4) of the individuals with positive results had studied up to fundamental school

level. The frequencies of serovars for Leptospira spp. are described in Table 1.

Table 1- Frequencies of serovars in serum samples from humans residing on the Fernando de Noronha

Island, Pernambuco, Brazil.

Titers

50 100
Sorovar
Icterohaemorrhagiae Ya (25%)
Javanica Y4 (25%)
Mini - Y (25%)
Louisiana - Y4 (25%)
4. Discussion

This was the first serological study of Leptospira spp. in humans on the
Fernando de Noronha Island, Brazil. The low prevalence of anti-Leptospira antibodies
(1.17%) is similar to that found on Oahu Island (MAT/100: 1.4%) located in the EUA
[19] and diverges from the prevalences found in other island environments in different

regions of the world, including Barbados Islands (MAT/50: 12.5%) [13], Trinidad

104



Island (MAT/20: 7.1%), and Tobago Island located in the Caribbean (ELISA: 20.3%)
[14]; Fiji Island (MAT/50: 19.4%) [22] in the EUA; Mayotte Island in France
(MAT/100: 7.8%) [24]; Andaman Island in India (MAT/100: 10.9%) [17]; and Vanuatu
Island in the South Pacific Ocean (MAT/100: 11.5%), [18].

Variations in the prevalence in humans is associated with the increased spread of
leptospires worldwide, especially in tropical regions where large outbreaks can occur
after heavy rainfall and flooding. In addition to climatic factors, the high reservoir
population, occupational exposure, recreational activities, and socioeconomic
circumstances contribute to human infection with Leptospira spp. [9-11].

Serological analysis identified the occurrence of Icterohaemorrhagiae, Javanica,
Mini, and Louisiana serovars with 25% frequency for each and MAT titers of 50 and
100. These data resemble those of other serological surveys conducted in island
environments that revealed the presence of these same serovars: Icterohaemorrhagiae
[21, 25], Javanica [27], Mini [24], and Louisiana [18]. Most human epidemiological
studies show that the most frequent serogroup is Icterohaemorrhagiae [19]. However,
serological surveys conducted throughout Brazil show a large variability in serovars in
different geographic locations of the country, with a high prevalence of serovar
Copenhageni [29].

A recent study in Fernando de Noronha Island revealed anti-Leptospira antibody
positivity in 28.7% of cattle and 12.7% of rodents with a predominance of
Icterohaemorrhagiae serovars, followed by Djasiman and Bratislava serovars [8].
Another serological survey on the same island identified anti-Leptospira antibodies in
10.1% of dogs and identified the occurrence of serovars Copenhageni, Grippotyphosa,

and Autumnalis [30]. This information confirms the importance of serovar
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Icterohaemorrhagiae and others in animals and humans on the island and indicates that
cattle and rodents may contribute to the Leptospira transmission chain.

The natural reservoirs of leptospires are rodents, domestic animals[23,31,32],
and wild animals [33]. Javanica and Louisiana serovars have already been identified in
rodents (Rattus rattus and Rattus norvegicus) [21,22], and Mini serovar has been
reported in rodents (Rattus rattus ) in addition to cattle and dogs [24].

Regarding sex, this study showed higher positivity in men (2.04%), most of
them in productive age and with a low level of education. These results corroborate
other studies in island environments that indicate greater positivity in men, probably
because these individuals perform some occupational activity that exposes them to the
agent [2,24]. Another relevant factor for contracting the infection is the lack of
information about the agent. Reports indicate that a lower education level is associated

with a greater lack of knowledge about prevention measures [2,36].

5. Conclusion

This was the first serological survey on Leptospira spp. in humans on Fernando
de Noronha Island, Brazil. There is a low prevalence of antibodies, however different
serovars are circulating in humans on this environment. Nevertheless, it is important to
alert health authorities to make local individuals aware of the risks and harmful impact

of leptospirosis.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo traz os primeiros relatos sobre infeccdo por Toxoplasma gondii e
Leptospira spp. em humanos residentes da llha de Fernando de Noronha. Os resultados
obtidos indicam que 0s humanos estdo expostos a esses patdgenos, evidenciado pela
presenca de anticorpos. Os fatores de risco associados a infeccdo por T. gondii alertam
para 0 ndo consumo de animais silvestres e para uso de agua potavel nesse ambiente
para reduzir o risco de infeccdo por este protozoario. A ocorrécia de infeccdo de
diferentes sorovares de Leptospira spp. circulando neste ambiente, reforca a necessidade
de vigilancia ativa para identificacdo de casos suspeitos e prevenir e controlar o agente
por meio de vacinacdo dos animais.

As autoridades de saude local devem promover a educacdo em saude com a
populacdo, alertando sobre os riscos e o impacto prejudicial da leptospirose e
toxoplasmose, além de divulgar acbes de protecdo entre a populacdo vulneravel por
meio de palestras e cartilhas. Manter a vigilancia ativa com monitoramento sorologico
em animais e humanos, assim como implementar medidas estratégicas e integradas na
prevencdo e controle dessas zoonoses por meio de controle da populacdo de gatos ferais

e roedores.
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8. APENDICE

8.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) fornecido aos

voluntarios residentes da llha de Fernando de Noronha, Brasil.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Elaborado de acordo com a Resolucéo 466/2012-CNS/CONEP)

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Soroepidemiologia
da infeccdo por Toxoplasma gondii e Leptospira spp. em humanos no
Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil™, sob
responsabilidade do pesquisador Rinaldo Aparecido Mota e sua equipe (Erika
Fernanda Torres Samico Cavalcanti, Maria da Concei¢cdo Carvalho, Muller Ribeiro de
Andrade, Renata Pimentel Bandeira de Melo, Pollyanne Raysa Fernandes, Breno
Bezerra Aragdo e Renato Amorim da Silva). Neste estudo pretendemos realizar a
caracterizacdo epidemioldgica da toxoplasmose e leptospirose, com vistas ao estudo
do impacto destas enfermidades em humanos e implementar ac6es de vigilancia ativa,
prevencéo e controle das doencas na llha de Fermando de Noronha, PE. O motivo que
nos leva a realizar este estudo € a ocorréncia de morbidade hospitalar e casos naturais
de abortos na espécie humana e em animais de producdo nesta ilha, sendo necessaria
a relaizacdo de um estudo mais detalhado com a deteccdo da soroprevalencia e as
provaveis fontes de infeccdo para 0 homem. Para este estudo adotaremos o seguinte
procedimento: sera realizado o inquérito soroepidemioldgico da toxoplamose e
leptospirose em humanos, além do estudo dos fatores de risco.

Serdo incluidos no estudo os individuos residentes a no minimo 6 meses na area
de abrangéncia do estudo com idade acima de 2 anos, de ambos os sexos, mulheres
gestantes ou ndo. Serdo excluidos os individuos néo residentes da Ilha de Fernando de
Noronha.

Para participar deste estudo vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem finaceira. VVocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera
retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua

participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade

112



ou modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador. Quanto aos riscos e
desconfortos aos participantes, o projeto oferece risco minimo, mas os participantes
podem sentir algum desconforto (ansiedade, ardéncia, hematoma no local de coleta)
tendo em vista que a coleta sanguinea € um procedimento invasivo. Entretanto, como
medida protetiva, 0 membro da equipe responsavel pela coleta é devidamente
qualificado e pode minimizar os possiveis desconfortos (coleta segura e tranquila).

Quanto aos riscos e desconfortos aos pesquisadores, 0 projeto oferece risco
minimo, tais como: perfuracdo com pefurocortante, constragimento no momento da
coleta e risco de infeccdo por agentes infecciosos no momento da coleta. Como
medidas protetivas sera realizado o treinamento dos pesquisadores, cada pesquisador
recebera os equipamentos de protecao individual (EPI’s) e no inicio e término de cada
procedimento de coleta sera realizada a antissepsia do local de coleta. Todo o material
utilizado para a realizacdo do procedimento de coleta serd estéril e descartavel,
visando assim, a prote¢édo de todos os envolvidos na pesquisa.

Apoio aos participantes:

Todos residentes que participarem do projeto terdo direito ao exame e o resultado
serdo entregue em maos para que possa iniciar as medidas cabiveis em relacdo ao
tratamento. Aos participantes que apresentaram soropositividade indica que foram
expostos ao agente, mas muitos desses pacientes ndo desenvolvem sintomas clinicos.
Cerca de 90% dos casos de infeccdo aguda por Toxoplasma gondii em
imunocompetentes é, em geral, assintomatica e ndo precisa de tratamentos
(KRAVETZ; FEDERMAN, 2005), apenas acompanhamento pela vigilancia de satde
da llha de Fernando de Noronha e em caso de comprometimento da saude esses
pacientes serdo direcionados ao Sistema Unico de Salde-SUS para o devido
tratamento. Ja 0s pacientes que apresentarem soropositividade para leptospirose, esses
serdo minuciosamente acompanhados vigilancia de satde da llha e direcionados ao
SUS para dar inicio ao tratamento a base de antibi6ticos e as devidas atengdo em caso
de comprometimento da satde. Todos os moradores da Ilha de Fernando de Noronha
serdo contemplados constantemente com palestras educativas com informagéo sobre
as formas de transmissdo de Toxoplasma gondii e Leptospira spp. E medidas
preventivas sobre essas enfermidades. Essas palestras serdo fornecidas pelos
pesquisadores integrados neste projeto. A forma mais efetiva de controlar o agente é a

educacdo sobre os fatores de risco para a exposicdo ao Toxoplasma gondii e
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Leptospira spp., é importante para prevenir infecgdes nos niveis populacional e
individual. Assim, uma questdo fundamental para a adocdo de politicas de saude
publica € a identificacdo dos fatores de risco que devem ser abordados para otimizar
0s programas de prevencdo e como deve ser sua importancia relativa, com base na
proporcdo de infeccbes devido a esse fator. Varios estudos demonstraram que 0S
programas de educacdo devem se concentrar nas realizacdes necessarias, em termos
de comportamentos e estilo de vida saudavel, e um conhecimento pertinente a
patdgenos com elevada frequéncia na populacéo.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrées profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou
material que indique a sua participacdo nao sera liberado sem a sua permissédo.O
senhor(a) ndo sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desse
estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma copia serd arquivada pelo pesquisador resposavel e a outra seré fornecida a voce.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, o pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

Nos casos de duvidas e esclarecimentos o (a) senhor (a) deve procurar 0s
pesquisadores Rinaldo Aparecido Mota, Erika Fernanda Torres Samico Cavalcanti,
Maria da Conceicdo Carvalho, Muller Ribeiro de Andrade, Renata Pimentel Bandeira
de Melo, Pollyanne Raysa Fernandes, Breno Bezerra Aragdo e Renato Amorim da
Silva na Rua Dom Manoel de Medeiros s/n Dois Irméos, Recife-PE, telefone 81-
3320-6425 ou através do e-mail: rinaldo.mota@hotmail.com.

Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos
sejam negados, favor recorrer ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Pernambuco, localizado a Av. Agamenon Magalhdes, S/N, Santo Amaro, Recife-PE,
telefone 81-3183-3775 ou ainda através do e-mail: comite.etica@upe.br.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , portador do

documento de identidade fui informado (a) dos objetivos da

Soroepidemiologia da toxoplasmose e leptospirose na populagdo humana de Fernando
de Noronha de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a
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qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar minha decisdo de
participar se assim eu desejar.

Declaro que concordo em participar deste estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

Local: Data: / /

Assinatura do participante Assinatura do
pesquisador

Espaco para impressao digital
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) fornecido aos
responsaveis daqueles voluntarios com idade inferior a 18 anos, residentes da llha
de Fernando de Noronha.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Elaborado de acordo com a Resolucdo 466/2012-CNS/CONEP)

Seu filho estda sendo convidado (a) a participar da pesquisa
“Soroepidemiologia da infeccdo por Toxoplasma gondii e Leptospira spp. em
humanos no Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil*, sob
responsabilidade do pesquisador Rinaldo Aparecido Mota e sua equipe (Erika
Fernanda Torres Samico Cavalcanti, Maria da Concei¢do Carvalho, Muller Ribeiro de
Andrade, Renata Pimentel Bandeira de Melo, Pollyanne Raysa Fernandes, Breno
Bezerra Aragdo e Renato Amorim da Silva). Neste estudo pretendemos realizar a
caracterizacdo epidemioldgica da toxoplasmose e leptospirose, com vistas ao estudo
do impacto destas enfermidades em humanos e implementar a¢Ges de vigilancia ativa,
prevencéo e controle das doencas na llha de Fermando de Noronha, PE. O motivo que
nos leva a realizar este estudo é a ocorréncia de morbidade hospitalar e casos naturais
de abortos na espécie humana e em animais de producdo nesta ilha, sendo necessaria
a relaizacdo de um estudo mais detalhado com a deteccdo da soroprevalencia e as
provaveis fontes de infeccdo para 0 homem. Para este estudo adotaremos o seguinte
procedimento: serd realizado o inquérito soroepidemiologico da toxoplamose e
leptospirose em humanos, além do estudo dos fatores de risco.

Serdo incluidos no estudo os individuos residentes a no minimo 6 meses na area
de abrangéncia do estudo com idade acima de 2 anos, de ambos os sexos, mulheres
gestantes ou ndo. Serdo excluidos os individuos ndo residentes da llha de Fernando de
Noronha.

Para participar deste estudo vocé nao terd nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem finaceira. VVocé sera esclarecido(a) sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera
retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua
participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade
ou modificacdo na forma em que é atendido pelo pesquisador. Quanto aos riscos e
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desconfortos aos participantes, o projeto oferece risco minimo, mas os participantes
podem sentir algum desconforto (ansiedade, ardéncia, hematoma no local de coleta)
tendo em vista que a coleta sanguinea € um procedimento invasivo. Entretanto, como
medida protetiva, 0 membro da equipe responsavel pela coleta é devidamente
qualificado e pode minimizar os possiveis desconfortos (coleta segura e tranquila).

Quanto aos riscos e desconfortos aos pesquisadores, 0 projeto oferece risco
minimo, tais como: perfuracdo com pefurocortante, constragimento no momento da
coleta e risco de infeccdo por agentes infecciosos no momento da coleta. Como
medidas protetivas sera realizado o treinamento dos pesquisadores, cada pesquisador
recebera os equipamentos de prote¢do individual (EPI’s) e no inicio e término de cada
procedimento de coleta sera realizada a antissepsia do local de coleta. Todo o material
utilizado para a realizacdo do procedimento de coleta serd estéril e descartavel,
visando assim, a protecdo de todos 0s envolvidos na pesquisa.

Apoio aos participantes:

Todos residentes que participarem do projeto terdo direito a0 exame e o resultado
serdo entregue em maos para que possa iniciar as medidas cabiveis em relacdo ao
tratamento. Aos participantes que apresentaram soropositividade indica que foram
expostos ao agente, mas muitos desses pacientes nao desenvolvem sintomas clinicos.
Cerca de 90% dos casos de infeccdo aguda por Toxoplasma gondii em
imunocompetentes é, em geral, assintomatica e ndo precisa de tratamentos
(KRAVETZ; FEDERMAN, 2005), apenas acompanhamento pela vigilancia de satde
da llha de Fernando de Noronha e em caso de comprometimento da salude esses
pacientes serdo direcionados ao Sistema Unico de Salde-SUS para o devido
tratamento. Ja 0s pacientes que apresentarem soropositividade para leptospirose, esses
serdo minuciosamente acompanhados vigilancia de saude da lIlha e direcionados ao
SUS para dar inicio ao tratamento a base de antibi6ticos e a devida atencdo em caso
de comprometimento da satde. Todos os moradores da Ilha de Fernando de Noronha
serdo contemplados constantemente com palestras educativas com informagéo sobre
as formas de transmissdo de Toxoplasma gondii e Leptospira spp. E medidas
preventivas sobre essas enfermidades. [Essas palestras serdo fornecidas pelos
pesquisadores integrados neste projeto. A forma mais efetiva de controlar o agente é a
educacdo sobre os fatores de risco para a exposicdo ao Toxoplasma gondii e

Leptospira spp., € importante para prevenir infeccdes nos niveis populacional e
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individual. Assim, uma questdo fundamental para a adocdo de politicas de saude
publica € a identificacdo dos fatores de risco que devem ser abordados para otimizar
0s programas de prevencdo e como deve ser sua importancia relativa, com base na
proporcdo de infecgbes devido a esse fator. Varios estudos demonstraram que 0S
programas de educacdo devem se concentrar nas realizacdes necessarias, em termos
de comportamentos e estilo de vida saudavel, e um conhecimento pertinente a
patdgenos com elevada frequéncia na populacéo.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou
material que indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. O
senhor (a) ndo sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desse
estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma cépia sera arquivada pelo pesquisador resposavel e a outra seré fornecida a vocé.
Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, 0 pesquisador assumird a
responsabilidade pelos mesmos.

Nos casos de duvidas e esclarecimentos o(a) senhor(a) deve procurar 0S
pesquisadores Rinaldo Aparecido Mota, Erika Fernanda Torres Samico Cavalcanti,
Maria da Conceicdo Carvalho, Muller Ribeiro de Andrade, Renata Pimentel Bandeira
de Melo, Pollyanne Raysa Fernandes, Breno Bezerra Aragdo e Renato Amorim da
Silva na Rua Dom Manoel de Medeiros s/n Dois Irmaos, Recife-PE, telefone 81-
3320-6425 ou através do e-mail: rinaldo.mota@hotmail.com.

Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos
sejam negados, favor recorrer ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Pernambuco, localizado a Av. Agamenon Magalhdes, S/N, Santo Amaro, Recife-PE,

telefone 81-3183-3775 ou ainda através do e-mail comite.etica@upe.br.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , portador do

documento de identidade fui informado (a) dos objetivos da

Soroepidemiologia da toxoplasmose e leptospirose na populagédo humana de Fernando
de Noronha de maneira clara e detalhada e esclareci minhas ddvidas. Sei que a
qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes e modificar minha decisdo de
participar se assim eu desejar.
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Declaro que concordo em participar deste estudo. Recebi uma copia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

Local: Data: / /

Assinatura do responsavel Assinatura do
pesquisador

Espaco para impressao digital
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8.3 Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) fornecido aos voluntarios

residentes da Ilha de Fernando de Noronha, Brasil.

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Elaborado de acordo com a Resolucéo 466/2012-CNS/CONEP)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Soroepidemiologia da
infeccdo por Toxoplasma gondii e Leptospira spp. em humanos no Arquipélago de
Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil**, sob responsabilidade do pesquisador
Rinaldo Aparecido Mota e sua equipe (Erika Fernanda Torres Samico Cavalcanti,
Maria da Conceicdo Carvalho, Muller Ribeiro de Andrade, Renata Pimentel Bandeira
de Melo, Pollyanne Raysa Fernandes, Breno Bezerra Aragdo e Renato Amorim da
Silva). Neste estudo pretendemos realizar a caracterizacdo epidemioldgica da
toxoplasmose e leptospirose, com vistas ao estudo do impacto destas enfermidades
em humanos e implementar acdes de vigilancia ativa, prevencdo e controle das
doencas na llha de Fermando de Noronha, PE. O motivo que nos leva a realizar este
estudo é a ocorréncia de morbidade hospitalar e casos naturais de abortos na espécie
humana e em animais de producdo nesta ilha, sendo necessaria a relaizacdo de um
estudo mais detalhado com a deteccdo da soroprevalencia e as provaveis fontes de
infeccdo para o homem. Para este estudo adotaremos o seguinte procedimento: sera
realizado o inquérito soroepidemioldgico da toxoplamose e leptospirose em humanos,
além do estudo dos fatores de risco.

Serdo incluidos no estudo os individuos residentes a no minimo 6 meses na area
de abrangéncia do estudo com idade acima de 2 anos, de ambos os sexos, mulheres
gestantes ou ndo. Serdo excluidos os individuos ndo residentes da llha de Fernando de
Noronha.

Para participar deste estudo vocé ndo terd& nenhum custo, nem recebera
qualquer vantagem finaceira. VVocé sera esclarecido(a) sobre o estudo em qualquer
aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. Podera
retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento. A sua
participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade
ou modifica¢do na forma em que é atendido pelo pesquisador. VVocé tera os seguintes
beneficios ao participar da pesquisa: serdo contemplados constantemente com
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palestras educativas com informacao sobre as formas de transmissdo de Toxoplasma
gondii e Leptospira spp. E medidas preventivas sobre essas enfermidades. Além de
obter informacdes sobre sua prépria salde em relacdo a essas enfermidades. Os
resultados das analises serdo entregue em maos para que possa iniciar as medidas
cabiveis em relacdo ao tratamento, com acompanhamento pela vigilancia de satde da
Ilha de Fernando de Noronha e em caso de comprometimento da saude esses
pacientes serdo direcionados ao sistema Unico de saude-SUS para os devidos
tratamento.

Quanto aos riscos e desconfortos aos participantes, o projeto oferece risco
minimo, mas os participantes podem sentir algum desconforto (ansiedade, ardéncia,
hematoma no local de coleta) tendo em vista que a coleta sanguinea é um
procedimento invasivo. Entretanto, como medida protetiva, 0 membro da equipe
responsavel pela coleta é devidamente qualificado e pode minimizar os possiveis
desconfortos (coleta segura e tranquila).

Quanto aos riscos e desconfortos aos pesquisadores, 0 projeto oferece risco
minimo, tais como: perfuracdo com pefurocortante, constragimento no momento da
coleta e risco de infeccdo por agentes infecciosos no momento da coleta. Como
medidas protetivas sera realizado o treinamento dos pesquisadores, cada pesquisador
recebera os equipamentos de protecao individual (EPI’s) e no inicio e término de cada
procedimento de coleta sera realizada a antissepsia do local de coleta. Todo o material
utilizado para a realizacdo do procedimento de coleta serd estéril e descartavel,
visando assim, a protecédo de todos os envolvidos na pesquisa.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou
material que indique a sua participacao ndo sera liberado sem a sua permisséo.

O menor (a) ndo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar
desse estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma copia seré arquivada pelo pesquisador resposavel e a outra sera fornecida a vocé.

Caso haja danos decorrentes dos riscos previstos, o pesquisador assumira a
responsabilidade pelos mesmos.

Nos casos de duvidas e esclarecimentos o(a) senhor(a) deve procurar 0S

pesquisadores Rinaldo Aparecido Mota, Erika Fernanda Torres Samico Cavalcanti,
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Maria da Conceicdo Carvalho, Muller Ribeiro de Andrade, Renata Pimentel Bandeira
de Melo, Pollyanne Raysa Fernandes, Breno Bezerra Aragdo e Renato Amorim da
Silva na Rua Dom Manoel de Medeiros s/n Dois Irméos, Recife-PE, telefone 81-
3320-6425 ou através do e-mail: rinaldo.mota@hotmail.com.

Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos
sejam negados, favor recorrer ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Pernambuco, localizado a Av. Agamenon Magalh&es, S/N, Santo Amaro, Recife-PE,

telefone 81-3183-3775 ou ainda através do e-mail: comite.etica@upe.br

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu , apos ter recebido todos 0s

esclarecimentos e ciente dos meus direitos, e meu responsavel ter assinado o TCLE,
concordo em participar desta pesquisa. Bem como, autorizo a divulgacgéo e a publicacdo de
toda informacdo por mim transmitida, exceto dados pessoais, em publicagdes e eventos de
carater cientifico. Desta forma, assino este termo, juntamente com o pesquisador, em duas
vias de igual teor, ficando uma via sob meu poder e outra em poder do(s) pesquisador(es).

Local: Data:. [/ [
Assinatura do menor participante Assinatura do pesquisador
principal

Espaco para impressao digital
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9. ANEXOS

9.1 Pareceres de aprovacdo do comité de ética para pesquisa da soroprevaléncia da

toxoplasmose e leptospirose na populacdo humana de Fernando de Noronha.

”':'[;:E UNIVERSIDADE DE
PERNAMBUCQ - PROPEGI - W
UPE

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADOS 0 PROJETO DE PESGLISA

Titule da Pesquisa; ZOROEPIDEMIOLOGIA D& TOROPLASMOSE E LEPTOSPIRDOSE NA PGP‘IJLH;E.C-
HUMANA DE FERMANDD DE NOROMHA

Pasquisador Finakio Aparecioo Mot

Arsa Tematica:

WVersldo: 3

CAME: 19324519.4.0000.3207

Insittulgio Proponenis: UMNVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCD

Patrocinador Principal: FUMDSCAC DS AMPARD A CIENCIA E TECHOLOGIA - FACERE

DADDS [0 PARECER

Homere do Parecar: 3,745,458
Aprassntagio do Projeto:

& towoplasmose e leplospinose 530 Z00NOGES Mals comuns em iodo o mundo & 3s estimativas de

BOMErevalincia para populaghes humanas e animals apresentam grandes varagies ate mesmo dentro oe
uma mesma regido. Estudos relacionados a foxoplasmaose @ leptospirnse &m hUManas nos estados do

Mondeste do Srasll 530 poucos & nentum rabalho neste sentido Tol enconfrada na IHeratura no que dz
respelio a liha de Fermnando de Moronha, Meste frabalho, obojetiva-s2 reallzar wm levantamento
sorepidemiokigicn da Imfecgdo por T. gondll & princlpals sorovanss & Leptospira spp. na populagao
hiumana &3 Iha de Femando de Momnha. Para o dagndstico sorokbgico dos agentes INfeciosos sera
utlizado 3 Reagio de Imurofiuorescancia indireta (RIFT) e ek de Sormagiutinacio Microschpica | SAM).
Para o estudo dees fabores de rsco assooiados A Infecedo por T. gondll & Leptospina spp., serdo aplicados
questionanos, com perguntas objetivas que Incua Informaghes demograficas e epidemiologla da
boxoplasmase & leplnepirnee. Esi2 projeto e pesquisa apresenta forte Impaci socloamblental, pois prople
realzar o maneamento & ocoméncla d s Infepdes por T, gondll @ Leztospira spp. @ 5ua dsrisulgdo espacal

na lina de Fernando de Moronha, pode prevenir os fatores de Msco associados 3 essa doenga &
conssquancla na saude publica. Desta forma, medidas de controle e prevengdo poderdo ser
Implementadas.

Objstivo da Pesqulsa;

Oblefvo Primano:

Endanegs e Agerteon Miagaides &

Bairre:  Banis S CEP: o) 108400
UF: PE Bunisipla: RECIFE
Telefone: (&1 853775 Fax: [B1)31E3-5075 E-mall:  cormine o up. b
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9.2 Questionario de investigacdo epidemiologica sobre toxoplasmose aplicado nos

voluntérios residentes da Ilha de Fernando de Noronha.

INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA SOBRE TOXOPLASMOSE

NOME:
Endereco:
Bairro: Fone: ACS: Micro:

DADOS DO PACIENTE
1. Idade: 2. Escolaridade: () 1°grau ( )2°grau () superior ( )ndotem

3. Profissao:

4.Renda: ( ) <1saléario ( ) 1lsalario ( )entre le 2salarios ( )entre 2 e4salarios ( ) > que 4 salarios
5. Sinais ou sintomas:
() febre () exantema () mialgia ( )cefaleia ( )adenomegalia

() oftalmicos:

FATORES DE RISCO PARA TOXOPLASMOSE

6. Como prefere ingerir a carne? ( )mal passada () bem passada () ao ponto

7. Costuma experimentar a carne durante o cozimento? ( )sim ( )ndo

8. Costuma ingerir legumes crus ou cozidos? ( )crus ( )cozidos ( )ambos

9. Como higieniza legumes e verduras? ( )s6agua ( )agua+ vinagre () éagua + hipoclorito

10. Qual o tipo de agua que costuma tomar? () mineral ( )torneira () pogo/chuva

11.Tem gatos em casa ? ( )sim () néo
12.Existe relagcdo com eles ? ( )sim ( )ndo
13.Realiza préticas de jardinagem ou hortas? ( )sim ( )ndo
14.Se realiza, utiliza luvas durante as praticas ? ()sim ( )ndo
15.Habitos de alimentagao (local) : ( )casa () forade casa

16. Costuma consumir animais silvestres? ( )ndo ( )sim

Observagdes:

124



