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INTRODUCAO

Em ambientes naturais o comportamento dos parasitos em relacdo a seus hospedeiros é
o resultado de uma interacdo complexa e duradoura, resultando no equilibrio entre as
partes, cientificamente conhecida como coevolucdo (SANGIONI et al., 2005). O
desequilibrio dessa interacdo ocorre como consequéncia das alteraces ambientais
naturais ou da degradacdo ambiental antrépica ou ambos (SANGIONI et al., 2005).

A Bahia conquistou a segunda posicdo do ranking de desflorestamento com
3.230 hectares em 2019. Hoje, restam no estado 2.408.648 ha de Mata Atlantica, o que,
originalmente, ja correspondeu a 18.875.099 ha (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA e
BRASIL, 2021), fruto da intensa exploragdo ambiental. O estudo de agentes zoonoticos
em morcegos vem apresentando elevado interesse por parte da comunidade cientifica, devido
aos inimeros nichos ecoldgicos ocupados por esses animais e pela oportunidade de adaptagdo
de agentes infecciosos dos quirdpteros a outras espécies animais e ao homem (THOMPSON et
al, 2013).

A toxoplasmose é wuma doenca causada pelo protozoario apicomplexa
Toxoplasma gondii. Esse protozoéario tem distribuicdo cosmopolita e héabito de vida
intracelular parasitario obrigatorio, podendo parasitar mamiferos e aves, mas tendo como
hospedeiro definitivo os felideos, onde ocorre a reproducdo sexuada do parasito e
posteriormente a liberacdo de oocistos pelas fezes.

E escasso na literatura cientifica trabalhos que tratam de deteccdo de anticorpos
anti Toxoplasma gondii em morcegos. Trabalhos como os de Oliveira et al (2017) e Junior et al
(2020) detectaram anticorpos anti-T. gondii em morcegos, com frequéncia de 1/5 (20,00%)
e 1/18 (5,55%) respectivamente, mas esses trabalnos ndo eram direcionados
exclusivamente aos morcegos e incluiam outros mamiferos silvestres.

Com isso, o0 objetivo desse trabalho foi estudar a frequéncia da presenca de
morcegos com anticorpos anti-T. gondii em morcegos coletados no estado da Bahia e comparar
0 método de coleta de sangue total com sangue em papel filtro para exames imunoldgicos.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi apresentado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(Oficios do CEUA de 28 de junho de 2018 e 28 de agosto de 2019).

Os quirdpteros coletados na Bahia foram capturados com puga em ambientes fechados
e pela instalacdo de redes de neblina em locais escolhidos durante as expedigdes de
campo (AURICCHIO; SALOMAO, 2002; REIS et al., 2010). As redes foram estendidas ao fim
da tarde, durante o por do sol, sendo recolhidas entre seis a até oito horas depois. A eutanasia
foi realizada por administracdo de quetamina e xilazina em dose anestésica seguida de
aprofundamento do plano anestésico induzido por excesso de quetamina, de acordo com 0s
procedimentos sugeridos pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, 2013).

A coleta de sangue foi feita por via intracardiaca ou pela pun¢éo da veia do antebraco, e
neste caso duas gotas de sangue (0,06 mL) foram depositadas em papel filtro Whatman n°
4 (Baptista et al., 2006). As amostras de soro, obtidas pela centrifugacdo das amostras de
sangue coletadas pela via intracardiaca, foram transferidas para microtubos de 1,5mL e
mantidos em congelador -20°C até a fase de teste. O eluato do sangue coletado em
papel de filtro com didmetro de 0,5 cm foi obtido ap6s incubacdo das tiras de papel em 75uL
de solucdo salina tamponada de fosfatos (PBS) pH 7,2, por 16h a 4 °C, determinando a
concentracdo de sangue/soro no papel filtro segundo Aston et al. (2014). Daqueles animais
que sofreram eutanasia, foram coletadas amostras de figado, as quais foram maceradas em
quatro vezes o volume de PBS estéril, sendo entdo centrifugadas a 1.600 g por dez minutos para
obtencéo do sobrenadante do macerado de tecidos, o qual foi estocado em microtubos de 1,5
ml a -20°C até a realizagdo do teste de deteccdo de anticorpos.

As amostras foram submetidas ao teste de aglutinacdo direta usando
antigeno formolizado (DESMONTS, REMINGTON, 1980) em dilui¢do seriada na razdo 2 de
25 a 100 para verificacdo dos titulos de anticorpos. Foram consideradas reagentes as
diluicBes que formaram uma pelicula acinzentada na superficie da solu¢do e ndo reagentes
as diluicBes que formaram uma precipitacdo azul no fundo da cavidade.

O resultado da sorologia foi tabulado com as variaveis: espécie, sexo, guilda alimentar
e local de coleta dos morcegos, analisadas pelo teste de x2 de Pearson com correcdo de
continuidade em tabelas de contingéncia usando o programa Epilnfo 7 (DEAN et al., 2011).
Estatisticas de associacdo entre os resultados dos exames das amostras de soro, de sobrenadante
de tecidos e do eluato do papel de filtro serdo avaliadas na planilha DagStat (MACKINNON,
2000) pelo célculo do X% de McNemar, coeficiente kappa e indices de concordancia de
resultados positivos e negativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo foram analisados 45 animais, com coletas de amostras de sangue total,
papel de filtro e sobrenadante de figado, abrangendo diferentes municipios da Bahia. Feira de
Santana teve maior nimero de amostras (18), seguido por Santo Amaro (13) e Ilhéus (10). A
amostragem incluiu tanto zonas rurais (26) quanto urbanas (19), permitindo investigar a
influéncia do ambiente na prevaléncia da infec¢do. As guildas dos animais estudados foram
frugivoros (9), hematofagos (5), insectivoros (4) e nectarivoros (4).

Dos 45 animais, 9 apresentaram anticorpos, com 7 positivos em sangue total e papel
filtro, e 1 em figado. A analise de sensibilidade e especificidade para amostras de sangue ¢
figado indicou resultados perfeitos, com 100% de acuracia nos testes (Tabela 1).



Tabela 1. Estatisticas de acuracia diagnostica para a deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo
método de aglutinacdo direta modificado (MAT) em amostras de sobrenadante de figado de
quirdpteros da Bahia, comparados a deteccdo de anticorpos no soro sanguineo.

Lower 95%  Upper 95%
Gl Gl

indice Simbolo Estimativa se
Sensibilidade SE 1,0000 0,0000 0,0250 ND
Sensibilidade de um teste aleatério SE RAN 0,0714
Especificidade SP 1,0000 0,0000 0,7529 ND
Especificidade de um teste aleatério SP RAN 0,9286
Eficiéncia (taxa de classificacdo
correta) EFF 10000 0,0000 0,7684 ND
Eficiéncia de um teste aleatdrio EFF RAN 0,8673
Valor preditivo do teste positivo PVP 1,0000 0,0000 0,0250 ND
Valor preditivo positivo de um teste
aleatdrio PVP_RAN 0,0714
Valor preditivo do teste negativo be PVN 1,0000 0,0000 0,7529 ND
Valor preditivo negativo de um teste
aleatdrio PVN RAN 0.9286
Taxa de falso positivo FP 0,0000 0,0000 ND 0,247
Taxa de falso negative FN 0,0000 0,0000 ND 0,9750
Razdo de probabilidade de teste
positivo LR+ ND ND ND ND
Razio de probabilidade de teste
negativo LR- ND ND ND ND
Coeficiente Kappa x 1,0000 0,0000 1,0000 1,0000
Acordo observado PO 1,0000 0,0000 0,7684 ND
Acordo de chance PE 0.8673
Acordo positivo PA 1,0000 0,0000 1,0000 1,0000
Acordo negativo NA 1,0000 0,0000 1,0000 1,0000

Fonte: Imagem autoral.

No entanto, ao comparar sangue e papel filtro, a sensibilidade foi de apenas 60%, com
40% de falsos negativos, apesar de uma alta especificidade de 92,31%. Isso sugere que, embora
um resultado negativo seja geralmente confiavel, um resultado positivo deve ser interpretado com
cautela devido a elevada taxa de falsos negativos, possivelmente ligada a degradacdo de
anticorpos durante a coleta.

O indice Kappa entre sangue total e papel filtro foi de 0,5231, indicando uma
concordancia moderada. O teste de qui-quadrado mostrou associa¢do significativa entre 0s
resultados (p = 0,0036), mas o teste de McNemar ndo revelou diferencas significativas nas
proporcdes de discordancia (p = 1,0000). Apesar da boa especificidade e valor preditivo negativo,
a sensibilidade moderada e a alta taxa de falsos negativos limitam a aplicabilidade clinica do teste
(Tabela 2).

Tabela 2. Estatisticas de acuracia diagndstica para a deteccéo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo
método de aglutinacéo direta modificado (MAT) em amostras de eluato de sangue de quirdpteros
coletado em papel de filtro, comparados a deteccdo de anticorpos no soro sanguineo.

Lower 95%  Upper 95%

indice Simbolo Estimativa se Ci Ci
Sensibilidade SE 0,6000 0,2191 0,1466 09473
Sensibilidade de um teste aleatdrio SE_RAN 01613
Especificidade SP 0,9231 0,0523 0,7487 09905
Especificidade de um teste aleatorio SP RAN 0,8387
Eficiéncia (taxa de classificacdo
correta) EFF 0,8710 0,06802 0,7017 09637
Eficiéncia de um teste aleatério EFF RAN 0.7294
Valor preditivo do teste positivo PVP 0,6000 0,2191 0,1466 0,9473
Valor preditivo positivo de um teste
aleatorio PVE_RAN 0,1613
Valor preditivo do teste negayive PVN 0,9231 0,0523 0,7487 0,9905
Valor preditivo negativo de um teste
aleatorio PVN_RAN 0,8387
Taxa de falso positive FP 0,0769 0,0523 0,0095 02513
Taxa de falso negativo FN 0,4000 0,2191 0,0527 0,8534
Taxa de classificacdo incorreta 1-EFF 0,1290 0,0602 0,0363 0,2983
Kappa e indices Relacionados
Coeficiente Kappa * 0,5231 0,2088 0,1139 09323
Acordo observado PO 0,8710 0,0602 0,7017 09637
Acordo de chance PE 0,7294

Fonte: Imagem autoral.



CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa revelou uma frequéncia significativa de anticorpos anti- 7.gondiiem morcegos
da Bahia, com 20% de amostras positivas. Os testes de sangue e papel filtro demonstraram boa
especificidade e alto valor preditivo negativo, eficazes para identificar individuos ndo infectados.
No entanto, a sensibilidade moderada (60%) e a alta taxa de falsos negativos do teste em papel
filtro indicam que ele pode perder uma parte consideravel de verdadeiros positivos. O indice
Kappa sugere uma concordancia moderada entre os testes, evidenciando a necessidade de
melhorias, embora ambos ndo estejam totalmente desalinhados. Assim, embora o uso de papel
filtro seja uma alternativa viavel, o sangue permanece a matriz mais confiavel para a deteccdo de
anticorpos.
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