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RESUMO

Neospora caninum é um protozoario do filo Apicomplexa que causa infec¢oes
associadas com aborto, mortalidade neonatal e alteracbes neuroldgicas em varias
especies animais. O cdo desempenha papel fundamental na epidemiologia da
neosporose por ser o hospedeiro definitivo deste protozoario. A prevaléncia de
anticorpos para este protozoario em caes tem sido avaliada em varios paises, inclusive
no Brasil, com indices que variam de 4,8% a 45%. O presente trabalho objetivou
verificar a prevaléncia de anticorpos classe 1gG para Neospora caninum em caes e 0S
fatores de risco na area urbana do municipio de Porto Alegre- RS, utilizando a Técnica
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e aplicacdo de questionario epidemioldgico com
0s responsaveis pelos animai. Os animais foram divididos em trés grupos, animais
domiciliados, errantes e de criatorios comerciais. A freqléncia de anticorpos foi de
13,84% (36/260) de amostras positivas nas 260 amostras analisadas. Os titulos
soroldgicos observados variaram de 50 (44%) a 3200 (3%). Os dados obtidos no
questionario foram analisados pelo Teste Exato de Fisher, e observou-se associagao
entre a positividade e os fatores alimentagéo e acesso a rua, com maior positividade para
0s animais que tinham acesso a rua (p<0.001) e recebiam alimentados com comida
caseira Os fatores idade, sexo e contato direto com outros cdes ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo a positividade dos animais. Este estudo demonstra
que o N. caninum esta presente em cdes da area urbana de Porto Alegre, necessitando de

mais estudos nessa populacdo que esclarecam os fatores de risco ao protozoario.

Palavras - chave: fatores de risco, Imunofluorescéncia Indireta, alimentagéo, neosporose



ABSTRACT

Neospora caninum is a protozoan of phylum Apicomplexa which causes
infections associated with abortion, neonatal mortality and neurological changes in
several animal species. Dogs play key role in the epidemiology of neosporosis for being
the definitive host of this protozoan. The prevalence of antibodies to this protozoan in
dogs has been assessed in several countries, including Brazil, with rates ranging from
4.8% to 45%. This work had as its main objective to verify the prevalence of 1gG class
antibodies to Neospora caninum in dogs and the risk factors in the urban area of the
municipality of Porto Alegre-RS using the Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT)
and applying an epidemiological questionnaire with those responsible for the animals.
Animals were divided into three groups, domestic (pets) and wandering animals and
those from commercial breeders. The frequency of antibodies was 13.84% (36/260) of
positive samples in 260 samples which were analyzed. The serological titles observed
varied from 50 (44%) to 3200 (3%). The data obtained in the questionnaire were
analyzed by Fisher Exact Test, and some association between the positivity of IFAT and
factors such as food and access to the street were observed. There was greater positivity
for animals which had access to street (p < 0,001) and were fed with homemade food.
Factors such as age, sex and direct contact with other animals have not showed any
significant difference in relation to the positivity of the animals. This study
demonstrates that Neospora caninum is present in dogs of the urban area of Porto
Alegre which requires more studies in such population to clarify the risk factors to the

protozoan.

Keywords: risk factors, Indirect Fluorescent Antibody Test, food, neosporosis
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1 INTRODUCAO

A neosporose estd amplamente distribuida em varios estados brasileiros, sendo
relatada a ocorréncia do parasito ou de anticorpos séricos para Neospora caninum em
diversas espécies de animais domesticos e silvestres como: bovinos, caprinos, ovinos,
caninos e felinos (DUBEY et al., 1990).

Nos ultimos anos a neosporose tem sido reconhecida como uma doenca
importante economicamente e com consideravel impacto sobre a pecuéria de corte e
leite (DUBEY et al., 1996).

Neospora caninum é um parasito do filo Apicomplexa que causa infeccdes
associadas com aborto e mortalidade neonatal em vérias espécies animais (DUBEY &
LINDSAY, 1996).

O cdo desempenha papel fundamental na epidemiologia da neosporose por ser 0
hospedeiro definitivo deste protozoario. Este papel somente foi confirmado na década
de 90 apds a constatacdo da eliminacdo de oocistos por cdes (MCALLISTER et al.,
1998). Dessa forma os canideos representam um fator de risco confirmado na
transmissdo da infeccdo para os rebanhos bovinos e de outros animais hospedeiros
intermediarios (BASSO et al., 2001).

O Céo e o Coiote (GONDIM et al., 2004), eliminam oocistos ap6s a ingestao de

tecidos ou 6rgdos dos hospedeiros intermediarios.

O ciclo de vida do protozoario apresenta trés estagios infecciosos: bradizoitos,
taquizoitos e esporozoito. Os bradizoitos representam o estagio de proliferacao lenta, no
qual os parasitas formam cistos teciduais, principalmente no sistema nervoso central. Os
taquizoitos e bradizoitos sdo os estagios intracelulares encontrados nos hospedeiros
intermediarios (DUBEY, 2003).

A ingestdo oral de cistos que contém bradizoitos por hospedeiros carnivoros
promove a diferenciacdo sexual do parasito nos tecidos intestinais, com formacédo de
oocistos que sdo excretados nas fezes. No ambiente, se desenvolvem 0s esporozoitos,
por um processo de esporulacdo. Pouco é conhecido sobre o desenvolvimento e
sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente. Os oocistos de N. caninum s&o

morfologicamente semelhantes ao de Toxoplasma gondii e Hammondia hammondi
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encontrados nas fezes de gatos, e se assemelha ao oocisto de H. heydorni eliminados
nas fezes de canideos (DUBEY et al., 2002).

A soroprevaléncia para este protozoario em cdes tem sido avaliada em varios
paises, inclusive no Brasil, onde podemos observar indices variados de acordo com o
habitat dos animais, convivio com bovinos e a técnica sorolgica empregada (CANON-
FRANCO et al., 2003). Estas diferencas entre as ocorréncias revelam a necessidade de

novas pesquisas sobre a epidemiologia deste protozoario.

A ocorréncia de anticorpos para N. caninum em cdes de area rural ja foi relatada
em diversos paises e mais recentemente tem-se estudado a ocorréncia em cées de areas

urbanas.

A ocorréncia de anticorpos para N. caninum em cdes exclusivamente de areas
urbanas ainda sdo poucos. Em nosso estado ainda sdo raros os trabalhos cientificos que
exploram dados de prevaléncia de anticorpos em cées, animal de extrema importancia
para a manuten¢do da doenca nos rebanhos bovinos (DUBEY et al., 2007). No meio
urbano o protozoario esta relacionado com diversas alteracdes neuromusculares em

caes, podendo em alguns casos levar o animal a 6bito (DUBEY et al.,1990).

O presente trabalho objetivou verificar a prevaléncia de anticorpos para
Neospora caninum em cdes da area urbana do municipio de Porto Alegre- RS,
utilizando a técnica de Imunofluorescéncia Indireta. Foram avaliados também fatores de

risco para a exposi¢ado ao agente.
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1.1 PROBLEMA DE PESQUISA

- Existe ocorréncia de anticorpos para Neospora caninum em cdes no municipio

de Porto Alegre?
- Como ocorre a contaminagdo dos cdes em meio urbano?

- Existe associagdo positiva com as varidveis alimentacdo, género, idade, acesso

a rua ou com e sem proprietarios?

1.2 HIPOTESES
1. Existe uma frequéncia de anticorpos para Neospora caninum em cées do
municipio de Porto Alegre que possa ser mensurada.

2. A contaminacdo destes animais esta relacionada principalmente com o tipo de

alimentacéo e contato com outros cées.

3. Animais que se alimentam de carne crua, com idade superior a um ano e que

tem acesso a rua liberado apresentam maiores indices de positividade.

4. Animais sem proprietérios (errantes) apresentam maior risco de contaminagao

quando comparados aos animais domiciliados.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

1. Avaliar a epidemiologia do Neospora caninum em cées de area urbana do

municipio de Porto Alegre, através de soroprevaléncia de anticorpos.



1.3.2. Objetivos especificos:

1. Verificar a freqiiéncia de anticorpos 1gG em cées da area urbana de Porto
Alegre-RS, através da técnica de Imunofluorescéncia Indireta.

2. Determinar as possiveis fontes de infeccdo destes animais.

3. Verificar a correlacéo entre a frequéncia de anticorpos com as variaveis:
alimentacéo, género, idade, origem dos animais e acesso ou ndo a rua.

18
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico

O protozoéario Neospora caninum (DUBEY et al., 1988a) € um dos agentes mais
importantes de aborto em bovinos. Este parasito em cées é descrito como responsavel

por graves alteracfes neuroldgicas (DUBEY, 1999b).

A primeira descricdo do parasito foi feita por Bjerkas et al. (1984), que
identificaram cistos semelhantes ao de Toxoplasma gondii em filhotes da raca Boxer.
Estes animais apresentaram alteragdes neuroldgicas ap6s 0 nascimento, sendo que as
amostras testadas ndo reagiram as técnicas de diagnostico para toxoplasmose. Dubey et
al., (1988a) realizaram o primeiro diagnéstico da doenca, em cédes que apresentavam

sinais neuroldgicos, nomeando o agente como Neospora caninum.

Apbs este relato, este protozoario foi identificado em um grande ndmero de
espécies diferentes, tendo seu impacto mais importante em bovinos, sendo considerado
atualmente um dos agentes de abortamento bovino de maior impacto na pecuéria
(ANDERSON et al., 2000). Dubey et al., (1999a) demonstraram que caes e bovinos se
infectam com a mesma espécie de Neospora. Apos o desenvolvimento de um teste
imuno-histoquimico que permitiu analisar amostras armazenadas, foi possivel realizar o

diagndstico da infecgdo em diversas espécies animais (LINDSAY & DUBEY, 1989).

Segundo Cafon-Franco et al., (2003), a ocorréncia de neosporose no rebanhos
bovinos tem sido estudado em varios paises e no Brasil. A associacdo positiva entre a
presenca de caes nas propriedades e a ocorréncia de abortos em bovinos ja foi avaliada
por diversos autores (PARE et al., 1998; BARTELS et al., 1999; MAINAR-JAIME et
al., 1999; SANTQOS, 2000; CORBELLINI et al., 2000; CUNHA FILHO et al., 2008).
Sartor et al., (2005) demonstraram no estado de S&o Paulo uma ocorréncia de 35% em
rebanho de gado de leite e 20% em gado de corte. As perdas econémicas com o aborto
bovino foram medidas por Walker (2004) na California (EUA), chegando a 35 milhdes
de ddlares ao ano no rebanho leiteiro.
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Somente em 1998, McAllister et al., comprovaram a eliminacdo do oocistos nas
fezes de cées infectados por via oral, o que determina o cdo (Canis familiaris) como
sendo o hospedeiro definitivo do protozoario, e em 2004, Gondim et al., também
relataram o coiote (Canis latrans) como parte do ciclo da doenca, agindo também como
hospedeiro definitivo.

O primeiro relato de caso clinico de infec¢do natural em cées ocorreu somente
em 2001, na Argentina por Basso et al. O cdo apresentava historico de diarréia, e 0

animal era alimentando com carne mal cozida por diversas vezes.

2.2 Sistematica
A classificacdo taxonémica do Neospora caninum segundo Long (1990) é:
Reino — Protozoa
Filo — Apicomplexa
Classe — Sporozoasida
Sub-classe — Coccidiasina
Ordem — Eucoccidiorina
Sub-ordem — Eimeriorina
Familia — Sarcocystidae
Sub-familia — Toxoplasmatinae
Género — Neospora
Espécie — Neospora caninum
2.3 Morfologia

Os taquizoitos podem medir cerca de 6x2um, apresentam formato semi-lunar e
se caracterizam por ser a fase de multiplicacdo rapida do parasito. Apresentam todas as
estruturas caracteristicas dos membros do filo Apicomplexa como por exemplo o

complexo apical, que possui a fungéo de secretar enzimas, fixacao e adesdo a receptores
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de superficie e sustentagdo. Podem se localizar em varias partes do organismo como
células nervosas, macrdfagos, células endoteliais vasculares entre outras (DUBEY,
1999a). Sua multiplicacdo vai ocorrer dentro das células dos tecidos infectados, com

formacdo do vacuolo parasitoforo.

Os bradizoitos que s&o a forma de multiplicacéo lenta do parasito podem medir
cerca de 7x1,5um, apresentando as mesmas organelas encontradas nos taquizoitos
(HEMPHILL, 1999).

Figura 01 — Taquizoitos de N. caninum em cultivo celular.

Fonte: http://www.gds18.org/Neosporose/images_NEO/neol.jpg

Os cistos podem chegar a medir 107um de diametro (DUBEY & LINDSAY,
1996), apresentam formato oval e parede lisa que pode medir de 1 a 4um de espessura.
No seu interior podemos encontrar de 20 — 100 bradizoitos. Estdo localizados

principalmente no tecido nervoso do hospedeiro intermediario (PETERS et al., 2001).
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Figura 02 — Cisto de N. caninum
Fonte : http://www.k-state.edu/parasitology/625tutorials/Cysts01.html

Os oocistos liberados nas fezes dos hospedeiros definitivos sdo esféricos e
extremamente semelhantes ao oocisto de Hammondia heydorni (DUBEY, 1999a).
Medem cerca de 10 — 11 um de didmetro, e possuem, quando esporulados, dois

esporocistos com quatro esporozoitos cada (DUBEY, 1999b).

Figura 03 — Oacisto esporulado de N. caninum
Fonte: WWW. liv.ac.uk

2.4 Biologia do Neospora caninum

O N. caninum apresenta um ciclo de vida heteroxeno, onde uma grande
variedade de espécies podem ser consideradas como hospedeiros intermediarios, entre

elas 0s bovinos, ovinos, caprinos, cdes e outros mamiferos.

McAliister et al., em 1998 determinou a participacdo dos caes na epidemiologia
da doenca, atuando como hospedeiros definitivos do N. caninum. Neste estudo, os

autores alimentaram os cdes com camundongos contendo cistos teciduais. Foi
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observado eliminacdo de oocistos pelos cdes, que foram inoculados novamente em
camundongos, onde foi possivel observar em um unico camundongo a presenca de
taquizoitos em varios Orgaos e tecidos. Através da utilizacdo das técnicas de
histopatologia, imunohistoquimica e da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foi
possivel fazer a identificacdo do parasito.

O coiote foi identificado como sendo hospedeiro definitivo na doenga no ano de
2004, quando um dos animais alimentados com cistos teciduais eliminou oocistos nas

fezes, confirmado por PCR como sendo de Neospora caninum.

Em relacdo ao ciclo bioldgico do protozoario podemos afirmar que o periodo
pré-patente apds a ingestdo de cistos teciduais é de cinco a oito dias (LINDSAY &
DUBEY, 2000). Apds a ingestdo dos cistos pelos hospedeiros definitivos ocorre um
periodo de reproducdo sexuada (multiplicacdo endogena) no interior das células
intestinais, que resulta na eliminacdo de oocistos nas fezes destes hospedeiros. Segundo
McAllister et al., (1998) os oocistos esporulam em um periodo de 24horas em

temperatura ambiente.

Os hospedeiros intermediarios ingerem os oocistos esporulados juntamente com
agua e comida, e sdo liberados os esporozoitos na luz intestinal. Estas estruturas
penetram nas células intestinais, e passam a se chamar de taquizoitos, forma de
multiplicacdo rapida do protozoario. Os taquizoitos podem atingir varias células do
hospedeiro intermediario, causando diversas lesGes. Alguns destes taquizoitos se
transformam em bradizoitos (forma de multiplicacdo lenta) no interior dos cistos e
podem permanecer sob forma de laténcia por varios anos. Quando um dos hospedeiros
definitivos ingerirem carne/cistos teciduais o ciclo de inicia novamente (DUBEY,
1999b)
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Figura 04 — Ciclo evolutivo do Neospora caninum evidenciando as diferentes formas de
tansmisséo
Fonte : http://vetmed.illinois.edu/faculty/path/images/Neosporalifecycle2007.jpg

2.5 Ocorréncia em hospedeiros Intermediarios

Diversas espécies animais ja foram descritas como hospedeiros intermediarios
do N. caninum entre eles bovinos (MELO et al., 2001), ovinos (MCALLISTER et al.,
1996), caprinos (DUBEY et al., 1996b), bufalos (GUARINO et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2004), galinhas (FURUTA et al., 2007), animais silvestres
(GONDIM et al., 1999; McGUIRE et al., 1999; PETERS et al., 2001a; LINDSAY et
al., 2001; VIANA et al., 2005) entre outros. Uma grande variedade de carnivoros
silvestres ja foram diagnosticados como soropositivos para N. caninum no Brasil e no
mundo (GONDIM et al., 2004; CANON-FRANCO et al., 2004; VITALIANO et al.,
2004; HAMILTON et al., 2005)

Sartor et al., (2005) relataram que, através de levantamentos

soroepidemioldgicos, o N. caninum estd amplamente distribuido no rebanho bovino
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brasileiro, com freqiiéncias variando entre 8,06% (AGUIAR et al., 2006) a 87,5%
(MUNHOZ et al., 2002). Andreotti et al., (2006) relataram que nos bovinos da regido
de Campo Grande com historico de aborto a ocorréncia de N. caninum € 5,5vezes maior

do que nos animais sem histérico.

Muitos trabalhos relacionam a ocorréncia de anticorpos em bovinos e incidéncia
de abortos com a presenca de cées nas propriedades rurais, o que revela existir uma co-
relacdo positiva (PARE et al., 1998; DIJKSTRA et al., 2002).

2.6 Neosporose nos caes

Os cdes de qualquer idade podem se infectar com o protozoéario (TREES et al.,
1993), embora o0s jovens sejam os animais mais comumente afetados (DUBEY et al.,
1990). Cadelas assintomaticas podem transmitir a doenca para seus fetos, tornando-os
infectados (DUBEY et al., 1990).

Na Argentina, Basso et al., (2005), relataram o caso de um cé&o filhote, da raga
Boxer, de 2 meses de idade com neosporose clinica. Foi realizada coleta de sangue para
realizacdo da Técnica de Imunofluorescéncia Indireta, sendo positiva € com uma
titulacdo 1:12.800. Apos a eutanasia foi possivel observar a presenca de taquizoitos e
cistos no cérebro por técnicas histologicas. A confirmagdo do diagndstico foi realizada
através das técnicas de Imunohistoquimica, Wenstern Blot e inoculacdo em gerbis. Foi
possivel identificar o DNA do parasito no cérebro, pulmdo e musculatura estriada do

cdo e apds no cérebro de um gerbil inoculado.

Os animais com neosporose congénita desenvolvem os sinais clinicos entre a
terceira e oitava semana de vida, e as alteracdes neuroldgicas que estes podem
apresentar variam de intensidade leve até grave (CUDDON, 2002). A transmissdo
vertical nos caes é responsavel pela maioria dos casos clinicos observados (DUBEY et
al., 1990; DUBEY, 1999b). Caes que sofrem contaminacdo intra-uterina, podem nascer
saudaveis, porém mantém a infeccdo por muitas geraces (ANDRESON et al., 1997),

ninhadas sucessivas podem nascer infectadas (DUBEY, 1999b).

Animais adultos apresentam alteracGes neurolégicas em menor intensidade. Ja
foram descritos relatos de manifestacGes clinicas em cdes com dois dias de vida
(BARBER E TREES, 1996) até quinze anos (DUBEY, 2003).
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Barber e Tress (1996) sugerem que se deve suspeitar de neosporose em qualquer
caso clinico envolvendo cdo com idade inferior a um ano que apresente fraqueza

progressiva ou até mesmo paralisia flacida.

Os sinais clinicos associados a neosporose variam de acordo com os 6rgdos ou
tecidos parasitados (JACKSON et al., 1995; DUBEY, 2003). Na maioria das vezes 0s
membros pélvicos sdo severamente mais afetados que os membros toracicos (DUBEY,
2003; DUBEY et al., 2007).

Segundo Dubey (2003), a neosporose em cdes pode apresentar as seguintes
manifestacdes clinicas: paresia e paralisia progressiva dos membros, hiperextencdo

flacida ou rigida, contracfes espasticas dos membros e desordens neuroldgicas.

Sinais neuromusculares sdo observados com maior frequéncia, podendo
apresentar com menos incidéncia: fraqueza muscular (DUBEY et al., 2007), mialgia,
hemiparesia a quadriparesia, alteracbes de comportamento, cegueira, convulsdes,
dificuldade de degluticdo, flacidez muscular (BASSO et al., 2005). De acordo com
Barber (1998), em cées adultos as manifestagdes clinicas podem ser mais variadas, além
de sinais neuromusculares podem apresentar dermatite piogranulomatosa, miocardite e

pneumonia.

Basso et al., (2005) sugere que a neosporose clinica deve ser incluida no
diagnostico diferencial nos casos de megaes6fago em cées, ja que foram observadas

alteracdes nesse 6rgdo em filhotes com infeccdo pelo N. caninum.

Wouda et al., (1999) e Cheadle et al.(1999) apontam algumas racas de cées
como o Labrador, Boxer, Basset Hound e o Golden Retrievers como sendo mais

susceptiveis a doenga.
2.7 Soroprevaléncia em caes

Estudos de soroprevaléncia tém sido realizados em varios paises do mundo,
utilizando diferentes técnicas de diagnostico, e apresentando uma variagdo nos
resultados de 1% a 37,8% em cdes (BARBER et al., 1997; KLEIN E MULLER, 2001,
BASSO et al., 2001).

Em cées existem relatos de ocorréncia de anticorpos para N. caninum em
diversos paises como Holanda (WOUDA et al., 1999), Argentina (BASSO et al., 2005),
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Japdo (SAWADA et al., 1998), Austria (WANHA et al., 2005), Inglaterra (DUBEY et
al., 1990), Uruguai (BARBER et al., 1997) e Chile (PATTITUCI et al., 2001). No
Brasil as freqtiéncias em cées variam de 4,8% (MINEO et al., 2001) a 45% (TEIXEIRA
et al., 2006).

Wanha et al.,(2005) na Austria, coletaram 1770 soros de cdes que foram
examinados pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta. Foi observada uma ocorréncia
de 3,6% das amostras positivas, com titulos de 1:50 até 1:6400. Os cées de areas rurais
apresentaram diferenca significativa na positividade quando comparados aos caes da

area urbana de Viena (5,3% e 2,1%,respectivamente).

Moraes et al., (2008), no estado de S&o Paulo, analisaram 963 amostras de
sangue de cdes sem sintomatologia clinica de zonas urbanas, rural e peri — urbana da
Serra de Botucatu. Os mesmos autores relatam que todos os 11 municipios da regido
apresentaram cées soropositivos, 0 que revela uma ampla distribuicdo do parasito na

regiao.

No municipio de Ilhéus (BA), Magalhdes et al., (2009) apds analisarem 161
amostras de sangue de cdes pela Técnica de RIFI, constataram que animais residentes
em zonas urbanas apresentam uma maior soropositividade quando comprados a animais

de zonas periurbanas.

Cunha Filho et al., (2008), no municipio de Pelotas (RS), apds analisarem
amostras de sangue de 339 cédes de origem urbana e rural pela técnica de RIFI,
determinaram que animais da zona rural possuem um risco 3.5 vezes maior de contato
com o parasito do que cdes da area urbana. Constataram também que os animais com

idade superior a trés anos de idade tém maior risco do que animais com idade inferior.

O crescimento dos niveis de anticorpos com o aumento da idade dos cées sugere
que a transmissao pos-natal é freqliente e possui importante papel na epidemiologia na
doenca (BASSO et al., 2001; SOUZA, 2001; CANON-FRANCO et al., 2003; WANHA
et al., 2005). Barber (1998) relata que a taxa de transmisséo vertical da neosporose é
baixa em cées, apresentando indices de até 80 % da prole de mées soropositivas,
nascerem nao infectadas. Fato este que aumenta significativamente a importancia da

transmisséo pos natal em cées.
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Os trabalhos referentes a ocorréncia de anticorpos em cédes no Brasil para N.

caninum estao na tabela 01.

Tabela 01 — Soroprevaléncias de anticorpos para Neospora caninum em caes,
registradas em diversos inquéritos sorologicos no Brasil.

Estado Frequiéncia Técnica Referéncia
25% (CCz)* )
SP 10% (domiciliados) NAT** Gennari et al. (2002)
RO 8,3% RIFI Cafion-Franco et al.
(2003)
18,9% (Peri - urbano
MG 21,(7% (rural) ) RIFI Fernandes et al. (2004)
4,8% (domiciliados) Mineo et al. (2004)
MG 12,8% (CCz)* ELISA
PA 8.4% RIFI Azevedo et al. (2005)
13,3% (domiciliados) ] ¢ al. (2006)
esus et al.
BA 11,2% (CCZ)* RIFI
MA 45% RIFI Teixeira et al. (2006)
MT 45% RIFI Benetti et al. (2008)
Boaventura et al.
GO 32,9% RIFI (2008)
5,5% (urbanos) Cunha Filho et al.
RS 20,4% (rural) RIF] (2008)
0,
PE 28,30% RIF] Figueiredo et al. (2008)
Fridlund-Plugge et al.
PR 12,7% RIFI (2008)
Sp 25,4% RIFI Moraes et al. (2008)
BA 11,8% RIFI Magalhaes et al. (2009)

* CCZ - Centro de Controle de Zoonoses

** NAT — Neospora Agglutination Test
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2.9 Diagnostico de N. caninum em cées

Nos cdes o diagnostico clinico pode ser dificil devido a sintomatologia
neuroldgica apresentada por estes animais poder ser confundida com outras causas,

como: traumatismo, cinomose, raiva entre outras.

As provas sorolégicas podem ser consideradas uma Otima ferramenta de
diagndstico, principalmente na fase sub-clinica da doenca em cées. Por que, segundo
Farias (2002) a eliminacéo dos oocistos ndo ocorre de forma constante e estes s6 podem
ser diferenciados dos oocistos de Hammondia sp. através de provas bioldgicas. Sendo

assim o diagnostico sorolégico otimiza a conclusdo do caso clinico.

Varias técnicas de diagndstico direcionadas para o diagndéstico diferencial de N.
caninum e outros coccideos entre eles o Toxoplasma gondii e o Sarcocystis spp. Podem
ser utilizadas, como: pesquisa de anticorpos séricos, microscopia, imunohistoquimica e

histopatologia.

Os métodos diagndsticos podem ser classificados em indiretos que visam a
pesquisa de anticorpos sericos no plasma e diretos como técnicas de imuno-

histopatologia entre outros.

2.9.1 Técnicas diretas

2.9.1.1 Isolamento In Vitro

Dubey e Lindsay (1993) relataram que o isolamento realizado a partir de tecido
nervoso tem mais eficiéncia para esta técnica. O cultivo de N. caninum através de
amostras de cistos teciduais possui uma baixa taxa de sucesso variando na maioria das

vezes com a presenca de bradizoitos viaveis no interior dos cistos.

2.9.1.2 Técnicas histopatoldgicas

O diagnostico através das técnicas histopatoldgicas esta baseado na deteccdo das

lesdes produzidas pelo parasito nos tecidos afetados. Os cistos sdo encontrados em
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maior propor¢do no tecido nervoso e possuem uma parede de aproximadamente quatro
pum de didametro (DUBEY & LINDSAY, 1996).

As lesdes produzidas no cérebro sdao de encefalite ndo supurativa, com
caracteristicas de multiplos focos de infiltrados mononucleares e células da glia ao redor
de um foco central de necrose (DUBEY & LINDSAY, 1996).

Existem relatos da identificacdo de cistos e/ou taquizoitos pela técnica de
histopatologia ou imunohistoquimica a partir de tecidos como cérebro, medula espinhal,
pulmé&o (Greig et al., 1995), coragéo, figado rins, retina (DUBEY et al., 1990; BARBER
& TREES, 1996) e biopsias musculares (HAY et al., 1990).

A técnica de imunohistoquimica é realizada utilizando soro policlonal ou
anticorpo monoclonal anti- Neospora, e permite identificar o agente nos tecidos

danificados.

2.9.1.3 Técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de amplificagdo in vitro

de fragmentos especificos de DNA.

As técnicas de PCR sdo de grande utilizacdo para o diagnostico de neosporose
nos animais, esta técnica permite a amplificacdo de pequenas quantidades de DNA,
mesmo estando o0 tecido autolisado (COLLANTES-FERNANDES et al., 2002).
Atualmente ainda possuem um custo de execucdo mais elevado o que dificulta sua

utilizacdo na rotina.

Hill et al., (2001) padronizaram uma técnica de PCR para fazer a diferenciacéo

entre o0s oocistos de N. caninum e Hammondia hammondii eliminados nas fezes de cao.

2.9.2 Técnicas Indiretas

Segundo Barber e Trees (1996) a deteccdo de anticorpos séricos ndo € indicativa
de doenca clinica no animal e sim que houve exposi¢do ao protozoario, visto que

animais soropositivos podem ser assintomaticos. Mesmo cdes eliminando oocistos
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podem ndo soroconverter os anticorpos (LINDSAY et al., 1999). As técnicas
soroldgicas sdo as mais utilizadas para identificacdo de neosporose em varias espécies

de animais.
2.9.2.1 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os ensaios de Imunofluorescéncia indireta consistem em tornar visivel a reacédo

antigeno-anticorpo por meio de uma antiimunoglobulina marcada com fluorocromos.

Esta técnica foi primeiramente introduzida por Dubey et al.(1988 b) e desde
entdo € amplamente utilizada como teste de referéncia para o diagndstico de

neosporose.

Segundo Lindsay et al., (1999) podem ser utilizados neste teste amostras de

soro sanguineo, fluido cérebro espinhal, colostro e até mesmo leite.

Para o diagnostico de neosporose em cdes os titulos maior ou igual a 1:50
indicam exposic¢do do cdo ao agente (DUBEY et al., 1988a). A positividade na RIFI é
traduzida pela fluorescéncia na totalidade do parasito (PARE et al. 1995; HEMPHILL,
1999). Diluigdes inferiores podem resultar em reacdes inespecificas, sendo que nestes
casos 0s taquizoitos podem apresentar fluorescéncia incompleta. Segundo Atkinson et
al., (2000) podem ocorrer reacbes cruzadas com o T. gondii, onde os taquizoitos

também apresentam-se com fluorescéncia periférica ou apical.

Segundo Giraldi et al., (2001) titulos maiores ou iguais a 1:800 em cdes que

apresentem sinais clinicos , podem sugerir neosporose clinica.

A principal desvantagem desta técnica pode ser considerada a sua subjetividade
no momento da leitura, o que pode resultar na baixa reprodutividade do teste
(BJORKMAN & UGGLA, 1999; HEMPHILL, 1999 e CANON-FRANCO et al., 2003).

2.8.2.2 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Nos ensaios de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), as reacdes antigeno-
anticorpo s@o detectadas por meio de conjugacdo de um destes componentes com uma
enzima, que posteriormente age sobre um substrato, produzindo uma coloragéo, que

pode ser detectada visualmente ou mensurada por espectrofotometria.
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Essas técnicas, normalmente, utilizam uma superficie solida para a imobilizacao
do antigeno ou anticorpo, permitindo que se realize a remogao dos componentes que

ndo reagiram por lavagem.

A técnica de ELISA possui um fator limitante no que diz respeito a ampliagéo
das enzimas de reacOes inespecificas, que com frequéncia estdo relacionadas com
reacdes cruzadas com outros coccidios ou com o tipo de antigeno utilizado (CANON-
FRANCO et al., 2003; CUNHA FILHO, 2007).

Segundo Bjorkman e Uggla (1999) os antigenos mais especificos das espécies
do Filo Apicomplexa sdo encontrados na superficie do parasito, o que pode explicar a
maior especificidade da técnica de RIFI para N. caninum em comparacdo ao ELISA

indireto.

O ELISA de avidez tem sido utilizado recentemente, pois permite identificar
infeccdes recentes de infecgBes cronicas, principalmente em bovinos (DUBEY, 2003).
Segundo Dubey e Schares (2006), animais que apresentam, infec¢do primaria recente
possuem IgG com baixa avidez, enquanto que animais infectados ha mais de seis meses

possuem IgG de alta avidez.

2.8.2.3 NAT (Neospora Agglutination Test)

Esté técnica baseia-se na sedimentagdo dos taquizoitos fixados com formalina e
detecta unicamente IgG (DESMONTS e REMINGTON, 1980). Nos resultados
negativos ocorre a formacdo de um ponto no fundo do poco da placa, e em caso de

resultado positivo ocorre uma sedimentacdo difusa (malha).

Esta técnica é muito utilizada para pesquisas com sorodiagndstico em animais
silvestres em funcdo de ndo necessitar conjugados especificos para a espécie (CANON-
FRANCO et al., 2003). Como desvantagem pode-se citar a dificuldade em produzir o

antigeno em escalas comerciais.
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2.9 Potencial zoonético

Embora anticorpos para N. caninum j& tenham sido relatados em humanos, o
protozoario ainda ndo foi detectado nos tecidos, portanto ainda se desconhece o

potencial zoondtico desta parasitose (TRAMAS et al., 1999).

Lobato et al., (2006) indicam a exposicdo ou infec¢do por N. caninum em seres
humanos, especialmente pacientes infectados por SIDA e em pacientes com alteragdes
neuroldgicas. E importante ressaltar a importdncia de métodos diagndsticos
complementares como a PCR e imunohistoquimica com o material coletado em bidpsia

ou autopsia para uma melhor caracterizacdo da infecgdo humana pelo protozoario.

2.10 Controle e profilaxia

E importante a adocao de medidas efetivas de controle para diminuir os riscos
relativos a infeccdo pelo N. caninum. Segundo Atkinson et al., (2000), estas medidas
visando o controle tem como foco limitar as vias de transmissdo vertical e/ou
horizontal. Controlar os fatores como o uso de agua e alimentos contaminados, 0 nao
fornecimento de carne crua na alimentacédo de cées e a reducdo da exposi¢do de cées a
tecidos infectados como fetos abortados ou crias mortas (ANDREOTTI, 2001).

Ainda ndo se tem um esquema terapéutico preventivo disponivel para utilizacdo
em pequenos animais (DUBEY & LINDSAY, 1996). O tratamento em bovinos é
sabidamente ineficaz, porém em cées com sinais neuroldgicos o tratamento € longo com
prognostico de reservado a desfavoravel. Os protocolos mais utilizados no tratamento
de cdes podem incluir clindamicina (11-22 mg/kg, BID-TID), sulfonamidas (15mg/kg,
BID) e pirimetamina (1 mg/kg, SID) (BARBER, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram avaliados cées da area urbana do municipio de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul.

O municipio de Porto Alegre (Figura 5) estd localizado na mesorregido
metropolitana, possui uma populacdo de 1.360, 590 habitantes (Censo IBGE/2000) e
uma area total de 470, 25 km2 Atualmente pode ser dividida em 78 bairros, com
caracteristicas socio-econdmicas e geograficas distintas. Possui ainda cerca de 70 km de

suas margens banhadas pelo lago Guaiba.

Porto Alegre

300159 S
511348 W

4

Figura 05: Localizagdo geografica do municipio de Porto Alegre-RS em verde.
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:RioGrandedoSul_Meso_MetropolitanadePortoAlegre.svg
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Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, aplica-se a proporc¢éo de 1 cdo para
cada 7 habitantes, o que representaria na cidade de Porto Alegre uma populacédo canina

de aproximadamente 194.370 cdes.

3.2 Amostras

A amostragem foi determinada de forma parcialmente randémica, de acordo
com Thrusfield (2004), para uma expectativa de prevaléncia de 20%, com preciséo
absoluta de 5%, e nivel de confianca de 95%, totalizando uma amostragem de no

minimo 245 amostras de sangue de caes.

Foram colheitadas 260 amostras de cdes, do municipio de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, BR. Os cées foram divididos em trés grupos de acordo com a origem,
animais domiciliados (Grupo A) com um total de 145 amostras coletadas, animais de
criadores comerciais (Grupo B) com 45 amostras coletadas e animais errantes (Grupo
C) com 70 amostras coletadas. As colheitas foram realizadas entre maio de 2008 e
mar¢o de 2009, os exames realizados entre maio e julho de 2009. Dentro do grupo dos
animais domiciliados (Grupo A), as amostras foram divididas em animais residentes em

casa ou apartamento.

As amostras de cdes domiciliados foram obtidas de animais atendidos em
clinicas particulares e pet shops da cidade de Porto Alegre; as amostras de cédes de
criacbes comerciais obtidas em canis registrados no Cannel Club do RS e as amostras
de cées errantes foram obtidas no Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de
Porto Alegre, RS. Foi Aplicado um questionario epidemioldgico para cada animal. As
amostras de sangue foram colheitadas atraves de puncédo das veias cefalica e/ou jugular
(Figura 6), acondicionadas em tubos sem EDTA identificados individualmente e
enviadas sob refrigeracdo ao Laboratério de Protozoologia (PROTOLAB), da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. No laboratorio as amostras foram
centrifugadas, e o soro obtido dividido em aliquotas e mantido a -20°C para posterior
analise sorologica. A anélise laboratorial foi realizada no Laboratorio de Parasitologia

do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude (ICBS), nesta Universidade.
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Figura 06: Coleta de sangue por pungéo venosa da jugular de um céo.

3.3 Questionario epidemiologico

O questionario epidemioldgico apresentou perguntas referentes a idade, sexo,
tipo de alimentacéo dos cdes, questdes relativas a manejo dos animais e breve histdrico
clinico. A aplicacdo do inquérito epidemioldgico foi realizada diretamente com o0s
proprietarios ou responsaveis. Os questionarios foram catalogados conforme a

numeracao do soro correspondente para posterior anélise. (ANEXO 01)
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3.4 Anélise laboratorial

3.4.1 Antigeno de Neospora caninum

O antigeno utilizado para a realizacdo da prova sorolégica foi composto por
taquizoitos de N. caninum (cepa NC-1), impregnados em laminas de vidro, mantidos
por cultivo celular na Universidade de S&o Paulo, no Laboratério de Doencgas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinria e Zootecnia. As laminas foram
acondicionadas em caixas de polipropileno e mantidas a -20 °C. Os controles positivo e

negativo utilizados também foram fornecidos pela mesma instituicéo.

3.4.2 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os soros foram submetidos a técnica de RIFI segundo DUBEY et al. (1998). Os
soros foram testados a partir da titulagdo inicial de 1:50 (2ul do soro testado em 98ul da

solucéo diluente).

Em cada lamina foram colocados os soros a serem testados em duplicata e os
controles positivo e negativo. Os soros foram diluidos em solucdo salina tamponada
com fosfatos (PBS) pH 7,2 estéril.

O volume total colocado em cada orificio da lamina foi de 20ul da diluicéo,
sendo que foi realizado o mesmo procedimento com os controles. O material foi
incubado em camera imida por 30 minutos em temperatura de 37°C. Ap6s a incubacgéo
as laminas foram submetidas a trés lavagens de cinco minutos cada uma, em cuba de

vidro com solucdo tampéo carbonatada de lavagem estéril com pH 9,0.

Para otimizar o processo de secagem das laminas, as mesmas foram colocadas
na estufa em temperatura de 37°C. ApOs este processo foi adicionado 20ul do
conjugado (IgG de coelho anti-1gG canina, marcada com isotiocianato de fluoresceina —
SIGMA F-7884) na diluicdo de 1:128 em PBS estéril, pH 7,6 contendo azul de Evans
0,01%. Novamente as laminas foram incubadas por 30 minutos a 37°C e ap0s lavadas
como descrito anteriormente, com a diferenga que neste momento a técnica foi

realizada em ambiente escuro para evitar a queima da fluoresceina. Foi realizada nova
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secagem em estufa a 37°C, e se procedeu com a montagem das laminas adicionando

glicerina tamponada (pH 8,0) e laminula.

A leitura foi realizada em microscopio de epifluorescéncia com objetiva de 40
vezes e ocular de 10 vezes (Olympus). Foram consideradas positivas somente as reacoes
que apresentavam fluorescéncia periférica completa. As que apresentavam reacoes
fracas, parciais ou fluorescéncia apical foram consideradas negativas de acordo com
PARE et al. (1995).

Os soros positivos no ponto de corte (1:50) foram diluidos seqliencialmente na

base dois e testados até a maxima titulacdo observada.

Figura 07 — Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta com resultado positivo para anticorpos
contra Neospora caninum em soro canino diluido a 1:50. Observar fluorescéncia periférica
completa dos taquizoitos (seta). Aumento de 400x.
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3.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas eletrénicas (Microsoft Excel)

para posterior analise estatistica dos resultados.

A freqiiéncia de anticorpos para Neospora caninum foi calculada para os fatores
de riscos e os valores comparados utilizando-se o0 Teste Exato de Fisher, através do

pacote Estatistico Graphpad Instat.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da populacéo estudada

A partir das informac@es colhidas pelo questionario epidemiolégico, constatou-
se que os cdes domiciliados (Grupo A) apresentavam idade média de 2,4 anos (2 meses
a 8 anos). Outra caracteristica observada nestes animais foi que 56,5% dos animais eram
cdes de raca definida como Poodle, Shitzu, Maltés, Yorkshire entre outros) e 43,5 % dos
animais era cdes sem raca definida. Em relacdo a alimentacdo, 6,2% dos cédes deste
grupo recebiam somente comida caseira como dieta, 20% dos caes analisados recebiam
ragcdo comercial e 73,8% dos animais recebiam comida caseira e ragdo comercial. N&o
foi possivel realizar a coleta de muito s animais de apartamento e com caracteristicas de
animais confinados em razdo da resisténcia dos proprietarios. Portanto dentro desse
grupo se observou um maior numero de animais que residiam em casa, com contado
direto com outros animais e com acesso liberado a rua. Este grupo de animais néo

apresentou nenhuma outra caracteristica marcante.

No grupo B foram visitados um total de sete criatérios comerciais de cées das
seguintes racas: Rottweiler, Pastor Alemdo, Pastor Belga de Malinois, Labrador,
Schnauzer, Yorkshire e Terrier Brasileiro. Dos 45 animais coletados neste grupo, um
total de 32 amostras eram de animais com idade superior a 12 meses (média de 3,5
anos) e 14 amostras de animais com idade inferior a 12 meses (média de 4 meses).
Todos os locais visitados apresentam um 6timo cuidado com a sanidade dos animais e
excelentes condigdes de higiene. Todos 0s animais recebiam somente ragdo comercial e
tinham supervisdo direta de médicos veterinario para os procedimentos necessarios.
Estes cdes ndo mantinham contato com animais de rua e ndo tinham acesso liberado aos

ambientes externos aos criatorios.

Os animais do grupo C (animais errantes) apresentaram média de idade 1,6 anos
(2 meses a 3anos), nos casos onde ndo se tinha um histérico completo do animal a idade
era determinada pela arcada dentéria. Estes animais desde a retirada das ruas pelo
servico do Centro de controle de zoonoses de Porto Alegre foram mantidos em baias

coletivas e recebiam racdo comercial como dieta Unica. Somente dois animais eram de
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raca definida (um Rottweiler e um Fila Brasileiro), os outros animais eram caes em raga

definidas.

4.2 Grupos Experimentais

Através da Técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), foram observados
anticorpos para Neospora caninum em 13,84% (36/260) das amostras analisadas de caes

do municipio de Porto Alegre, RS, Brasil. (Figura 08)

Positivo;
13,84%

Negativo;
86,15%

Figura 08: Resultado da Imunofluorescéncia Indireta para Neospora caninum.

Das 145 amostras pertencentes ao Grupo A (animais domiciliados), em 23
(15,8%) foram detectadas anticorpos para N. caninum. Em relagdo aos animais do grupo
B (animais de criadores comerciais), das 45 amostras coletas, apenas um (2,2%) foram
positivas, enquanto que os animais pertencentes ao grupo C (animais errantes), do total

de 70 amostras coletadas, 12 (17,10%) foram positivas (Figura 9).

A andlise estatistica atraves do Teste de Fisher detectou ndo haver diferenca
significativa entre os grupos A e C, porém foi detectada diferenca significativa entre os

grupos A e B; e entre os grupos B e C.
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A Figura 09 apresenta a variacdo de acordo com 0s grupos de origem dos

animais.
100,00%
90,00%
80,00%
70,00% A — animais
60,00% domiciliados
50,00% B — animais de
40,00% criagéo_
30.00% comercial
" 0
20,00% C — animais
10.00% errantes
’ L
0,00% -
A B C
M Positivo " Negativo

Figura 09 — Resultados da RIFI para N. caninum em relacdo aos grupos de origem dos
animais.

Os titulos de anticorpos detectados através da Técnica de RIFI, em todas as
amostras analisadas, variaram de 1:50 a 1:3200 (Figura 10).

m150
H1/100
m1/200
H 1/400
m 1/800
= 1/1600
113200

Figura 10: Titulos de anticorpos para Neospora caninum obtidos no presente estudo
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Como pode ser observado na Figura 10, a maior concentracdo de soros ocorreu
na diluicdo minima (1:50), sequida da titulacdo de 1:100 (19,4%), 1:800 (13,8%), as
demais diluicbes apresentaram distribuicdo variando entre 8,3% (1:1600) e 2,7%
(1/3200).

4.3 Dados Epidemioldgicos

A Tabela 02 demonstra a freqliéncia de anticorpos observada de acordo com a

alimentacédo oferecida aos caes.

TABELA 02 - Frequéncia de cédes soropositivos e soronegativos pela técnica de RIFI
quanto a varidvel alimentacdo, Porto Alegre, 20009.

Somente racdo Racdo + comida
. . Total
comercial caseira
Positivo 01 (0,34%) 35 (13%) 36 (13%)
Negativo 73 (28%) 151 (58%) 224 (86%)
Total 74 (28%) 186 (72%) 260 (100%)

(p < 0.0001)

Dos 36 animais detectados como positivos pela técnica de RIFI, somente um céo
era alimentado exclusivamente com racdo comercial. Os cdes positivos recebiam total
ou parcialmente comida caseira na sua dieta. Aplicando-se o teste de Fisher, esta
variavel foi considerada extremamente significativa para a infeccao dos caes.

A tabela 03 mostra os resultados soroldgicos referentes a variavel acesso a rua
dos animais coletados.
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Tabela 03- Frequéncia de cdes domiciliados soropositivos e soronegativos pela técnica
de RIFI quanto a variavel acesso a rua, Porto Alegre, 2009.

Com acesso a rua Sem acesso a rua Total
Positivo 21 (14%) 2 (2%) 23 (16%)
Negativo 105 (72%) 17 (12%) 122 (84%)
Total 126 (87%) 19 (13%) 145 (100%)

(p= 0.785)

Quando analisamos somente os cdes domiciliados em relacéo a variavel acesso a

rua, ndo foi observado uma diferenca significativa.

Os dados referentes a variavel idade dos animais coletados podem ser

observados na tabela 04

Tabela 04 - Frequéncia de cédes soropositivos e soronegativos pela técnica de RIFI
quanto & variavel idade dos animais, Porto Alegre, 2009.

Menos 1 ano Mais de 1 ano Total
Positivo 9 (3%) 27 (10%) 36 (14%)
Negativo 86 (33%) 138 (53%) 224 (86%)
Total 95 (37%) 165 (63%) 260 (100%)

(p=0.1385)

Do total de amostras positivas, nove eram de animais com menos de um ano de

idade, enquanto que 27 amostras eram de animais com mais de um ano de idade.
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Aplicando-se a andlise estatistica ndo observou-se diferenca significativa entre eles. Nao

se revelou neste estudo a infeccdo pds-natal.

A tabela 05 mostra os valores obtidos referente a variavel sexo dos animais

analisados.

Tabela 05 - Frequéncia de cédes soropositivos e soronegativos pela técnica de RIFI
quanto a variavel sexo dos animais, Porto Alegre, 2009.

Macho Fémea Total
Positivo 21 (8%) 15 (6%) 36 (14%)
Negativo 104 (40%) 120 (46%) 224 (86%)
Total 125 (48%) 135 (52%) 260 (100%)

(p= 0.2107)

Dos 125 soros analisados de cdes do sexo masculino, 21 soros foram positivos,
enquanto que dos 135 soros analisados do sexo feminino, 15 amostras foram positivas,

ndo havendo diferenca significativa entre eles. O odds Ratio foi de 1.615.

A tabela 06 demonstra os dados referentes a variavel convivéncia direta ou ndo

com outros cées analisadas de acordo com o questionario.
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Tabela 06 - Frequéncia de cédes soropositivos e soronegativos pela técnica de RIFI
guanto a varidvel contato com outros cdes, Porto Alegre, 2009.

Contato direto Sem contato direto

Total

Com cées Com céaes ot
Positivo 35 (13%) 1 (1%) 36 (14%)
Negativo 195 (75%) 29 (11%) 224 (86%)
Total 230 (88%) 30 (12%) 260 (100%)

(p= 0.0926)

Dos 230 cédes que mantinham contato direto com outros cdes 13% (35) animais
foram positivos, enquanto que dos 30 animais que ndo mantinham contato direto com
outros animais apenas um foi positivo para N. caninum. Embora a analise estatistica ndo
tenha detectado diferenca significativa a taxa de exposi¢do ao risco para 0s animais que

convivem com outros caes foi de 5,253.
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5 DISCUSSAO

A freguiéncia de anticorpos para N. caninum observada no presente estudo foi de
13,84% e vem ao encontro dos resultados encontrados por diferentes autores no Brasil
como Magalhdes et al. (2009); Fridlund-Plugge et al. (2008), Jesus et al. (2006) e
Mineo et al. (2001). Alguns trabalhos apresentam uma freqliéncia superior como
Moraes et al. (2008); Benetti et al. (2008); Boaventura et al. (2008); Figueiredo et al.
(2008) e Teixeira et al. (2006), enquanto que outros autores obtiveram frequéncias
inferiores as relatas nesse trabalho como Cunha Filho et al. (2008) em cées urbanos e
Varadas et al. (2001).

Com relagéo aos dados obtidos neste estudo, a analise estatistica revelou que nédo
houve diferenca significativa na positividade dos animais pertencentes ao grupo A
(animais domiciliados) que foi de 15,8% (23/145) e dos animais do grupo C (animais
errantes) que apresentou uma positividade de 17,1% (12/70). Embora os percentuais
tenham sido menores, comparados aos encontrados por Boaventura et al., (2008), em
Goiania- GO, onde também ndo foram detectadas diferencas entre a procedéncia dos
animais. No estudo de Goiania foram coletados 197 animais, sendo que 72 provenientes
do Centro de Controle de Zoonoses e 125 animais de hospitais veterinarios. Também foi
utilizada a técnica de RIFI com ponto de corte de 1:50, apresentando uma positividade

de 36,1% para animais provenientes do CCZ e 31,2% para animais domiciliados.

Jesus et al. (2006) em trabalho realizado no estado da Bahia também ndo
detectaram uma diferenca significativa em relacdo a procedéncia dos animais quando
comparado animais domiciliados e animais errantes. Diferentemente deste estudo no
qual ndo foi observada diferenca em relacéo a procedéncia dos animais, Gennari et al.
(2002) observaram uma diferenca 2,5 vezes maior em animais errantes quando
comparados aos domiciliados na cidade de S&o Paulo, utilizando a técnica de NAT,
assim como Magalhaes et al., (2009) que obtiveram o dobro de positividade nos animais
errantes quando comparados a animais domiciliados no municipio de Ilhéus (BA). Fato
este pode ser explicado pela maior probabilidade de ingestdo de roedores, passaros e
outros animais que podem servir de reservatorios para o N. caninum (HEMPHIL e
GOTTSTEIN, 2000) e desta forma servir como fonte de infecgdo para cées de rua e até

mesmo o0s domiciliados.
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Teixeira et al. (2006) obtiveram uma frequéncia de 45 % de amostras positivas
em cdes de rua na cidade de Sao Luis - Maranh&o. O autor relata como possivel causa
do alto indice encontrado que animais com acesso livre a rua ou contato direto com
outras espécies de animais podem ser frequentemente mais infectados pelo N. caninum
(FERNANDES et al. 2004; GENNARI et al. 2002).

Em relacdo aos animais do grupo B (animais de criagdo comercial), estes
animais possuiam um controle mais rigoroso em relacdo ao acesso a rua, alimentagéo e
cuidados veterinarios, o que refletiu um valor de freqiéncia de anticorpos abaixo dos

obtidos nos outros grupos e ja esperado pelos autores.

Analisando a variavel alimentagdo, neste estudo foi observada uma diferenca
significativa em relacéo a dieta oferecida aos animais. Os animais que eram alimentados
total ou parcialmente com comida caseira foram a grande maioria das amostras
positivas. Concordando com os dados obtidos neste estudo, Patitucci et al. (2001)
observaram que os cdes alimentados com carne crua junto a dieta, tiveram um risco 2,6
vezes maior quando comparados a animais que recebiam dieta comercial. Bresciani et
al. (2007) observaram diferenca significativa entre os animais que recebiam dieta
caseira, quando comprados aos que recebiam dieta comercial. Os autores Cafion-Franco
et al.(2003) e Benetti et al. (2008) ndo obtiveram associacdo positiva da ocorréncia de
anticorpos e o tipo de alimentacdo oferecida aos animais, utilizando a mesma técnica de

diagnostico utilizada no presente estudo.

Quando analisou-se a varidvel acesso a rua, pode-se observar uma diferenga
significativa entre os animais que residiam em casa (com acesso parcial ou total a rua) e
0s animais de apartamento ou de criacdo comercial (acesso restrito a rua). Benetti et al.
(2008) ndo obtiveram soropositividade em nenhum animal que permanecia
constantemente confinado, confirmando os dados obtidos neste estudo. Cunha Filho et
al., (2008) demonstraram associacdo positiva com relacdo a animais que nao ficam
confinados nunca e a ocorréncia de anticorpos em cdes de area urbana e rural. Porém
ndo houve diferenca significativa quando analisamos essa variavel somente entre os
caes domiciliados. Esta caracteristica pode ser explicada pelo baixo numero de amostras
de cédes sem acesso a rua (confinados) neste estudo. Se o valor da amostragem fosse

maior acreditamos que seria significativa essa variavel dentro deste grupo.
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Em relacdo aos animais que mantinham contato direto com outros cées e 0s
animais que ndo mantinham, ndo foi observada diferenca significativa entre esta
variavel, porém o risco de exposi¢do nos animais que tinham contato direto com outros
cées foi cinco vezes maior. Somente uma amostra de cdo sem contato direto nenhum
com outros cdes apresentou sorologia positiva, neste caso especifico acredita-se que a
variavel alimentacdo tenha sido a de maior importancia Acredita-se que 0 numero de

amostras coletadas pode ter influenciado na diferenca estatistica desta variavel.

Os resultados encontrados no presente estudo, em relacéo a idade dos animais,
ndo revelaram influéncia na soropositividade dos cdes analisados. Diferentemente do
observado neste trabalho, Moraes et al. (2008), obtiveram um percentual crescente em
relacdo a idade dos animais, sendo maior a positividade entre os cdes de um a quatro
anos de idade. Fato este indica uma maior possibilidade de contato e por conseqiiéncia
infecgdo dos animais. Outros autores também observaram essa mesma caracteristica de
aumento da positividade com o incremento da idade dos animais em estudos na
Argentina (Basso et al., 2001) e em estudos no Brasil (SOUZA et al., 2002; CANON-
FRANCO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004 e AGUIAR et al., 2006).

Entretanto o fator idade ndo foi observado como fator significante para a
presenca de anticorpos para N. caninum em trabalhos realizados por Rasmussem e
Jensen (1996) na Dinamarca. No Brasil, Varadas et al.,(2001), ap6s analisarem 295
amostras de soro canino para pesquisa de anticorpos para N. caninum, pela técnica de
RIFI e com ponto de corte 1:50, também n&o observaram relacéo positiva com relacdo a

idade dos animais analisados.

Em relacdo ao género dos animais coletados e analisados; das amostras
consideradas positivas pela técnica de RIFI, 8% (21/36) das amostras eram de cdes
machos e 6% (15/36) de fémeas. Pela analise estatistica ndo houve diferenca
significativa em relacdo a esta variavel. Acredita-se em decorréncia da andlise dos
dados, que cdes de ambos 0s sexos eram expostos aos mesmos fatores de riscos na
cidade de Porto Alegre. Cunha Filho et al., (2008) analisaram soro de 339 cées de
origem urbana e rural no municipio de Pelotas-RS, utilizando a técnica de RIFI e ponto
de corte 1:50, e os autores ndo obtiveram, diferenca significativa na variavel sexo dos

animais coletados, concordando com o estudo em quest&o.
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As varidveis género e raca dos cdes também ndo foram associadas com a
ocorréncia de N.caninum em trabalhos na Argentina (BASSO et al., 2001), Uberlandia
(FERNANDES et al., 2004) e Paraiba (AZEVEDO et al., 2005).

Oliveira et al., (2004) em estudo se prevaléncia de anticorpos para N. caninum
em cédes de area urbana no municipio de Campo Grande, também ndo observaram

diferenca estatistica em relacdo ao género dos caes.

Em estudo realizado em Goiania com cédes de area urbana, também ndo se
observou diferenca entre o género dos animais. Foram analisadas 197 amostras de cées

pela técnica de RIFI, com ponto de corte de 1:50.

A titulacdo maxima encontrada neste estudo foi de 1:3200 (3%) das amostras
positivas, e as titulacdes de maior frequéncia foram as de 1:50 (44%), 1:100 (19%) e
1:800 (14%) das amostras positivas. Na grande maioria dos trabalhos realizados no
Brasil com cées de area urbana nao foi possivel observar uma correlagdo positiva entre
altos niveis de anticorpos e sinais clinicos nos cées. Trabalhos de Souza et al., (2002),
Cafion-Franco et al., (2003) e Cunha Filho et al., (2008) obtiveram resultados
semelhantes ao obtido neste estudo.

No presente estudo também ndo foi possivel observar essa relagdo, porém dois
animais que apresentaram titulagcdes de anticorpos altas (1:3200 e 1:800), houve relato
dos proprietarios no questionario sobre a presenca de alteracdes neuromusculares e

neuroldgicas nos dois casos.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que:

- Mesmo ja sendo esperada a ocorréncia de anticorpos para Neospora
caninum em cées da area urbana de Porto Alegre, os valores determinados estdo acima
do esperado pelos pesquisadores, necessitando que novas investigacfes esclaregcam as

formas de contaminacdo destes animais em meio urbano.

- Conforme ja esperado nas hipdteses deste trabalho os fatores alimentagéo
e contato direto com outros cdes aumentam a chance de contaminacdo dos animais de
area urbana, porém os resultados determinados para a varidvel idade ndo foram os

esperados.

- Os resultados encontrados evidenciam a necessidade de se continuar
pesquisando o Neospora caninum nesta area para se determinar a cadeia epidemiolégica
deste protozoario e esclarece duvidas que foram suscitadas no presente estudo.
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ANEXO1

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Data da coleta: NUMERO DA AMOSTRA:

Nome do animal: Raga: Sexo: Idade:

Proprietario:

Endereco: (Rua/Avenida)

N°: Apto.: Fones:

Procedéncia: ( )cdo errante (CCZ)* () criador/ canil () domiciliado

* foi capturado ha quanto tempo:

Ambiente: ( ) casa * ( ) patio cimentado* ( ) patio gramado/terra* ( ) apartamento

( ) canil com celas individuais ( ) canil com celas coletivas com animais/cela

( ) permanéncianacela: _____ horas/dia ( ) permanéncia no pétio: _____ horas/dia
Passeiosnarua:( )nunca ( )eventualmente ( )com freqiéncia Qual?

( ) passeio livre (sem guia) ( ) passeio restrito (com guia) ( ) passeio restrito e livre

Convive com outros animais? ( )ndo ( )sim Quais?

Relagdo de parentesco com outros cdes do ambiente? ( ) ndo ( ) sim (especificar em observacdes)
Limpeza do ambiente e recolhimento das fezes? ( ) nunca ( ) mensal ( ) semanal ( )didrio
() outra

* Presenca de gatos de rua? ( ) ndo ( )sim Roedores? ( ) ndo ( )sim

Alimentagdo: ( ) somente ragdo ( ) somente comida caseira* ( )ragdo e comida caseira**

* alimentos utilizados:

** com que freqliéncia é oferecida a comida caseira:

Outras informagoes:

Vacinag¢do: ( ) nunca ( )atrasadas ( )emdia Quais?

Vermifugagdo: ( ) nunca ( )atrasado* ( )em dia*

*Com que frequiéncia e qual produto utilizado?

Castragdo: ( )ndo ( )sim Ha quantotempo?

Doengas recentes: ( )ndo ( )sim*

*Qual e tratamento utilizado:

Observagdes:




