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RESUMO

O Toxoplasma gondii, protozoario parasito intracelular obrigatério, como em outras espécies, ¢ muito
freqiiente em cées, sendo seu diagnoéstico dificil, devido aos sinais clinicos que podem ser confundidos
com outras enfermidades. O relacionamento entre as cadeias epidemioldgicas da infec¢do humana e
canina também justifica o estudo desta enfermidade. De abril de 2004 a julho de 2006 foram avaliadas
amostras de soro de 540 caes atendidos em um Hospital Veterinario para a presenga de anticorpos
contra 7. gondii pelo método de aglutinagdo direta. Dos animais avaliados, 44 (8,15%) apresentaram
anticorpos anti-7oxoplasma em titulos maiores ou iguais a 64. Houve associagdo significativa entre a
positividade ao teste soroldgico e a idade dos animais, mas ndo a outra variaveis epidemioldgicas ou
clinicas.

Palavras-chave: cdo; Toxoplasma; deteccdo de anticorpos; epidemiologia; clinica; ocorréncia.

EVALUATION OF EPIDEMIOLOGICAL FACTORS IN THE OCCURRENCE OF
ANTIBODIES AGAINST Toxoplasma gondii IN DOGS FROM A COLLEGE
HOSPITAL

ABSTRACT

Toxoplasma gondii, an intracellular obligate protozoan parasite, like in other species, is very common
in dogs, and its diagnosis is difficult, because the clinical signs were confounded with other diseases.
The relationship between human and dog infection epidemiological chains justify the study of this
disease, yet. From April 2004 to July 2006 were evaluated antibodies against 7. gondii by modified
agglutination test in 540 sera samples for dogs admitted in a Veterinary Hospital. From evaluated
animals, 44 (8.15%) presented antibodies titers against Toxoplasma up to 64. There was significant
association between serological test positivity and animal age, but not to other epidemiological or
clinical variables.
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EVALUACION DE FACTORES EPIDEMIOLOGICOS EN LA OCURRENCIA DE
ANTICUERPOS CONTRA EL Toxoplasma gondii EN PERROS ATENDIDOS EN UN
HOSPITAL UNIVERSITARIO

RESUMEN

Toxoplasma gondii, protozoario parasito intracelular obligatorio, como en otras especies, es muy
frecuente en perros, sendo su diagndstico dificil, debido a los sefales clinicos que pueden ser
confundidos con otras enfermedades. El relacionamiento entre las cadenas epidemioldgicas de la
infeccion humana y canina también justifica el estudio de la enfermedad. Desde abril de 2004 a julio
de 2006 fueran evaluadas muestras de sueros de 540 perros atendidos en un Hospital Veterinario para
la presencia de anticuerpos contra 7. gondii por el método de aglutinacion directa. De los animales
evaluados, 44 (8,15%) presentaron anticuerpos contra Toxoplasma en titulos mayores o iguales a 64.
Hubo asociacion significativa entre la positividad al teste serologico e la edad de los animales, pero no
a las otras variables epidemiologicas o clinicas.

Palabras-clave: perro; Toxoplasma; deteccion de anticuerpos; epidemiologia; clinica; ocurrencia.

INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii & um parasita intracelular obrigatorio cujo ciclo de vida ¢é
facultativamente heteroxeno: os felideos sdo os hospedeiros definitivos, enquanto que provavelmente
todos os animais homeotérmicos s@o hospedeiros intermedidrios (TENTER, 1999). De forma
semelhante ao que acontece no homem, a infecgdo pelo 7. gondii em caes € na maioria das vezes
assintomatica, podendo ocorrer também a reagudizagdo de casos cronicos quando o animal ¢ afetado
concomitantemente por doenga imunodepressora (ARAUJO et al., 1999; MORETTI et al., 2002).

Como apontam Germano et al. (1985); Souza et al. (1988) ha uma estreita associacdo entre as
cadeias epidemiologicas da toxoplasmose humana e da canina, sendo que estes animais podem
compartilhar com o homem as mesmas fontes de infec¢do. Etheredge et al. (2004) apontam que os
cdes podem atuar como veiculadores do parasito, devido ao habito de esfregarem-se em substancias
odoriferas, incluindo fezes de gatos, e pela ingestdo deste mesmo material fecal contaminado.

A idade dos animais avaliados esta entre os fatores de risco mais freqiientemente associados a
infeccdo (GARCIA et al, 1999; CANON-FRANCO et al., 2004; AZEVEDO et al., 2005; LANGONI
et al., 2006; SHAZAD et al., 2006), mas a procedéncia (MINEO et al., 2004), a indefinicdo de raca
(LANGONI et al., 2006; SHAZAD et al., 2006) e a co-habitagdo com gatos (AZEVEDO et al., 2005)
também té€m sido considerados epidemiologicamente relevantes. No estudo conduzido por Brito et al.
(2002), a analise multivariada dos fatores de risco revelou que o consumo de carne e visceras cruas
esta associado aos titulos de anticorpos IgG, enquanto que alteragdes de consciéncia estdo associadas a
ocorréncia de anticorpos IgM.

Este estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de anticorpos séricos contra o 7. gondii
em cdes do municipio de Umuarama, Parana, bem como a possivel associagdo entre a presenca deste
agente e as varidveis raca, idade, sexo, contato com outros animais e habitos alimentares.

MATERIAL E METODOS

Caes de ambos os sexos em qualquer idade, atendidos no Setor de Clinica Médica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario (HV) da Universidade Paranaense, situado no Campus II —
Cruzeiro, foram selecionados para inclusdo na pesquisa. Para isto o animal deveria apresentar suspeita
clinica de toxoplasmose ou outras doencas concomitantes, tais como cinomose, erliquiose, coccidiose,
entre outras. Os proprietarios foram informados em detalhes pelo responsavel pelo projeto, a respeito
da pesquisa, e foi solicitado o preenchimento de um questionario fornecendo dados epidemioldgicos
sobre sua residéncia e habitos de seu animal.

No estudo foram incluidos todos os soros oriundos de amostras de sangue de cdes que eram
enviadas ao Laboratério Clinico do Hospital Veterinario, para realizagdo de hemograma, durante o
periodo de estudo. Destes animais foram recuperados a partir da consulta as fichas protocolares os
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dados epidemioldgicos e clinicos disponiveis.

Durante o periodo de abril de 2004 a julho de 2006 foram incluidos no projeto de pesquisa um
total de 540 animais, entre aqueles selecionados por apresentarem sintomatologia neurologica, com
outras enfermidades e animais higidos, sendo estes dois Ultimos grupos constituidos pelas amostras
separadas a partir do sangue enviado ao Laboratério Clinico para realizacdo do hemograma.

De todos os cdes admitidos na pesquisa foram colhidas amostras de sangue pela pungdo da
veia cefalica com auxilio de seringa e agulha, em volume de 10 mL, sendo estas imediatamente
transferidas para tubo de ensaio e apos retracdo do coagulo, foram centrifugadas a 1600 g por 10
minutos, para obten¢do dos soros, que foram transferidos para microtubos identificados e
imediatamente armazenados a —20°C até a realiza¢do do exame sorologico.

A determinacdo de anticorpos contra 7. gondii foi realizada nos soros sangiiineos pelo método
de aglutinagdo direta (MAD), realizado segundo Desmonts ¢ Remington (1980). Para tanto as
amostras de soro foram diluidas a 1:64 em solugdo salina tamponada de fosfatos pH 7,2 ¢ a seguir até
a diluicao 1:16.384, sendo entdo homogeneizadas com solugao de 2-mercaptoetanol 0,2 M e suspensio
de antigeno, constituido por taquizoitos de 7. gondii fixados em formalina. Como reagdes positivas
consideraram-se aqueles soros em que houve aglutinacdo do antigeno, caracterizado pela formacdo de
uma pelicula tomando pelo menos 50% da area da cavidade da microplaca. A formacdo de botdo
compacto ou ocupando menos de 50% da area da cavidade da microplaca foram consideradas como
reagOoes negativas. Em todas as placas foram testados soros controles sabidamente positivos e
negativos, cedidos pelo Nucleo de Pesquisa em Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, Campus Botucatu, os quais orientaram a interpretacao de cada reacdo.

Os dados obtidos dos questionarios e das fichas, referentes a caracterizagao epidemiologica e
clinica, foram tabulados ¢ a freqiiéncia de animais positivos determinada, bem como o intervalo de
confianca a 95%. A associagdo entre as variaveis epidemiologicas e o resultado do exame sorologico
foi verificada pelo teste do y>. Os testes foram realizados utilizando-se pacote de analise estatistica',
considerando-se sempre um nivel de significancia de 5% (TRIOLA, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos animais admitidos na pesquisa, 44 (8,15%; 1C95%: 6,13 — 10,76) foram positivos ao
método de aglutinacdo direta para detec¢do de anticorpos contra 7. gondii. Os resultados da titulacdo
de anticorpos destes animais sdo apresentados na Tabela 1.

A prevaléncia de anticorpos verificada neste trabalho pode ser considerada baixa, quando
comparada ao obtido em outros trabalhos, tais como os encontrados por Mineo et al. (2004) em
Uberlandia (26,76%; 1C95%: 21,27 — 33,09), Meireles et al. (2004) em Sao Paulo (50,50%; 1C95%:
43,62 — 57,36) e Langoni et al. (2006) em Botucatu (33,08%; 1C95%: 29,86 — 36,46).

Esta diferenca pode ser explicada por dois fatores. A origem dos animais pode ter contribuido
na baixa ocorréncia de anticorpos, ja que todos os caes avaliados eram domiciliados e contavam com
cuidados dos proprietarios, representada pela preocupacdo em levar os animais ao atendimento
veterinario. No trabalho de Mineo et al. (2004) foram comparadas trés populagdes caninas diferentes,
representadas por animais provenientes de clinicas veterinarias privadas (n=62), do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (n=213) ¢ do Centro de Controle de Zoonoses
(n=94), com freqii€ncias de anticorpos de 46,81% (1C95%: 37,03 — 56,84), 26,76% (1C95%: 21,27 —
33,09) e 17,74% (1C95%: 10,25 — 29,10), respectivamente. Outro trabalho deste grupo, realizado no
mesmo municipio, em amostras de soro de caes provenientes da Sociedade Protetora dos Animais,
representados em sua grande maioria por animais errantes recolhidos a entidade, a prevaléncia de
anticorpos contra 7. gondii foi de 63,22% (1C95%: 52,69 — 72,60) das 87 amostras examinadas (RIVA
et al., 2006).

Outra explicacdo possivel para a prevaléncia encontrada refere-se a sensibilidade do teste
utilizado. A maioria dos trabalhos brasileiros utiliza ou a imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a detec¢ao de anticorpos contra 7. gondii, enquanto que neste
trabalho foi utilizado o método de aglutinagdo direta com antigeno produzido pelo Nucleo de Pesquisa
em Zoonoses da UNESP, Botucatu. Examinando a sensibilidade e especificidade deste ultimo método
frente a RIFI como padrido-ouro, Cafion-Franco et al. (2003), encontraram 85% e 100%,
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respectivamente, com concordancia global de 88,50%. Por outro lado, em trabalho anterior, utilizando
antigeno do MAD obtido como relatado neste trabalho, Da Silva et al. (2002) encontraram mais
reagentes a0 MAD que a RIFI, com concordancia de resultados positivos de 75,68%. Nenhum dos
métodos de deteccao de anticorpos citados foi convenientemente testado em cies, mas vale ressaltar
que Da Silva et al. (2005) tentaram o isolamento de 7. gondii em camundongos a partir do cérebro de
34 cdes com sinais neuroldgicos. Dos nove animais positivos a RIFI e ao MAD, o parasito foi isolado
em camundongos, enquanto que das amostras restantes, provenientes de animais ndo reagentes a
nenhum dos métodos de deteccao de anticorpos, o parasito nao foi isolado.

Dos 540 animais admitidos neste estudo, em 302 (55,90%) foram recuperados dados
epidemiologicos e clinicos a partir das fichas consultadas no Setor de Clinica Médica de Pequenos
Animais do Hospital Veterinario da Universidade Paranaense — UNIPAR, Campus Cruzeiro. Destas
fichas, 20 (6,60%) referiam-se a animais positivos e 282 a cdes negativos ao MAD. Nem todas as
informag¢des puderam ser recuperadas das fichas clinicas para todos os animais, conforme pode ser
verificado pelos resultados apresentados na Tabela 3 e 4.

A Tabela 2 apresenta os dados referentes a distribui¢do de animais positivos ou ndo ao MAD,
segundo a faixa etaria, o que também ¢ representado na Figura 1. Houve associag@o entre a faixa etaria
e a positividade ao MAD, com uma concentragio de casos com o avancar da idade (y3°=18,88;
p=0,0086). A linha na Figura 1 indica a tendéncia de aumento da prevaléncia de animais soropositivos
conforme o avango da faixa etaria. Esta associagdo ja foi demonstrada anteriormente nos trabalhos de
Cafion Franco et al. (2004), Azevedo et al. (2005) e Langoni et al. (2006), e deve-se provavelmente a
uma maior chance de consumo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais do parasito com
o tempo (SVOBODA ¢ SVOBODOVA, 1987; NAVARRO et al., 1997).

A Tabela 3 apresenta o resultado do teste de associacdo entre a presenga de anticorpos contra
T. gondii e diversas variaveis epidemiologicas. Segundo os dados apresentados nesta tabela, nenhuma
das variaveis epidemiologicas esteve significativamente associada a infecgdo pelo 7. gondii. Cafion
Franco et al. (2004) e Langoni et al. (2006) também registram auséncia de associa¢do com relagdo ao
sexo dos animais, mas os ultimos autores encontraram associagdo com a raca dos caes estudados, fator
de risco ndo significativo neste estudo. Como ressaltam os autores citados, animais sem raga definida
podem ser mais expostos a fatores de risco de infeccdo pelo 7. gondii, mas, provavelmente devido a
origem domiciliar dos animais avaliados neste trabalho, este aspecto foi mascarado. Nenhuma
associacdo foi encontrada com o tipo de alimento fornecido aos animais, contrastando com o estudo de
Brito et al. (2002), que encontraram associagdo de infec¢do pelo 7. gondii a ingestdo de comida
preparada em casa, principalmente quando continha ingredientes crus. Deve-se ressaltar, entretanto,
que na maioria das vezes as fichas clinicas examinadas nao reportavam adequadamente os habitos
alimentares dos animais estudados.

Na Tabela 4 sao apresentados os resultados da deteccdo de anticorpos contra 7. gondii,
segundo algumas manifestagdes clinicas relatadas nas fichas dos animais. Nenhuma das manifestagdes
esteve significativamente associada a positividade ao exame sorologico. No trabalho de Brito et al.
(2002) foi encontrada associag@o entre alteragdes de consciéncia em animais reagentes a RIFI para
anticorpos IgM, mas também ndo encontraram alteracdes associadas a presenca de reagdo para
anticorpos da classe IgG, a semelhanga deste trabalho.

Em nenhum caso houve suspeita especifica de toxoplasmose, e na consulta as fichas clinicas
dos animais, diversas afec¢des foram apontadas como diagndstico presuntivo ou definitivo, estando ou
ndo acompanhadas da presenca de anticorpos séricos contra Toxoplasma (dados ndo apresentados).
Entre as manifestagdes clinicas encontradas em animais positivos 7. gondii foram encontradas
alteragdes oftalmicas, cardiacas e hemoparasitoses, entretanto, sem associagdo significativa com a
presenca e/ou os titulos de anticorpos séricos. Ahmed et al. (1983) associaram titulos elevados a RIFI
a condicdes estressantes (luxagdes, fraturas, helmintiases) e a infec¢Ges bacterianas e virais
concomitantes, condi¢des que foram encontradas em 62,7% dos casos positivos.
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TABELA 1. Freqiiéncia absoluta, freqiiéncia relativa e intervalo de confianga dos titulos de anticorpos
séricos contra 7. gondii de cdes, segundo o método de aglutinagdo direta. Umuarama, 2004-2006.

Titulo Freqiiéncia absoluta Freqiiéncia relativa 1C95%

64 16 36,36 23,76 — 51,22
256 9 20,45 11,20 — 34,59
1024 12 27,27 16,37 — 41,94
4096 3 6,82 2,47 — 18,27
16364 4 9,09 3,71 -21,22

TABELA 2. Distribuicao de resultados do método de aglutinagdo direta para deteccao de anticorpos
contra 7. gondii, segundo a faixa etaria de 302 cdes atendidos na Clinica Médica de Pequenos Animais
do Hospital Veterinaria da Universidade Paranaense. Umuarama, 2004-2006.

Faixa etaria (em Método de aglutinacio direta — n® (%)
. et Total

anos) Negativo Positivo
00-02 111 (98,2) 2(1,8) 113 (40,4)
02-04 54 (91,5) 5(8.,5) 59 (21,1)
04-06 38 (97,4) 1(2,6) 39 (13,9)
06-08 24 (85,7) 4(14,3) 28 (10,0)
08-10 15 (88,2) 2 (11,8) 17 (6,1)
10-12 10 (76,9) 3(23,1) 13 (4,6)
12-14 6 (75,0) 2 (25,0) 8(2,9)
14-16 3 (100,0) 0(0,0) 3(1,1)
Total 261 (93,2) 19 (6,8) 280

Estatistica: teste do x* = 18,88, p=0,0086, portanto houve associagio entre faixa etria e positividade ao MAD.
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FIGURA 1. Porcentagem de animais positivos ao método de aglutinacdo direta para deteccdo de
anticorpos contra 7. gondii, segundo a faixa etaria (em anos) de 302 caes atendidos na Clinica Médica
de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da Universidade Paranaense. Umuarama, 2004-2006.
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TABELA 3. Distribuicdo de resultados do método de aglutinagdo direta para detec¢do de anticorpos
contra T. gondii, segundo diversas variaveis epidemioldgicas de cdes atendidos na Clinica Médica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinaria da Universidade Paranaense. Umuarama, 2004-2006.

Método de aglutinacio direta — n®

Variavel (%) Total Estatistica
Negativo Positivo

Sexo

Fémea 168 (93,9) 11.(6,1) 179 (59,3) .

Macho 114 (92.7) 9(7.3) 123 (407) X ~0:03;p=0,8675
Raga

Pura 192 (94,1) 12 (5,9) 204 (68,5) e

SRD 86 (91.5) 8 (8,5) 04 (31,5) X 0-33;p=0,5528
Origem

Rural 1191,7) 1(8,3) 12 8,1) o

Urbano 130 (94,89) 7(5.11) 137 (91,9) 1=0.22; p=0.6347
Acesso a rua

Niio 81 (93,1 6 (6,9) 87 (79,8) .

Sim 21 (95,5) 1 (4,5) 2(202) ¢ ~0.01;p=0,9324
Tipo de piso

Cimento 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (55,6) e

Terra 15 (93.8) 1(6.3) 16 (44.4) x=1,28,p=0,2568
Contato com animais

Niio 41 (93,2) 3 (6,8) 44 (26,3) .

Sim 116 (94.3) 7(5.7) 123737 *~0.01;p=0.9205
Contato com outros caes

Niio 41 (93,2) 3 (6,8) 44 (30,3) .

Sim 95 (94.1) 6 (5.9) 101 (69,7) % ~0,03;p=0,8627
Contato com gatos

Nio 41 (93,2) 3 (6,8) 44 (73,3) ) o

Sim 16 (100,0) 0 (0.0) 16(26,7)  * 01615, p=0,6878
Contato com roedores

Niio 41 (93,2) 3 (6,8) 44 (95,7) S

Sim 2 (100,0) 0 (0.0) 2 (4.3) x=1,17;p=0,2792
Contato com péssaros

Niio 41 (93,2) 3 (6,8) 44 (93,6) o

Sim 3 (100,0) 0 (0.0) 3 (6.4) 1=0.57; p=0.4514
Alimentado somente com racao

Niio 77 (92,8) 6(7,2) 83 (47,7) o

Sim 87 (95.6) 4 (4.4) 91 (52.3) 1=0,23; p=0,6341
Alimentado com comida e rac¢do

Niio 87 (95,6) 4 (4,4) 91 (52,3) e

Sim 77 (92.8) 6 (7.2) 83 (47.7) x=0,23; p=0,6341
Alimentados apenas com comida

Niio 164 (94,3) 10 (5,7) 174 (86,6) .

Sim 25 (92.6) 2 (7.4) 27 (13.4) 1=0,01;p=0,9222
Restos da alimentagdo humana

Niio 12 (100,0) 0 (0,0) 12 (30,0) o

Sim 25 (92.6) 3 (7.4) 28 (70.0) x=0.27; p=0.6003
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TABELA 4. Distribuicao de resultados do método de aglutinagdo direta para deteccdo de anticorpos
contra 7. gondii, segundo alteragdes clinicas apresentadas por caes atendidos na Clinica Médica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinaria da Universidade Paranaense. Umuarama, 2004-2006.

Método de aglutinacio direta — n®

Sinal clinico (%) Total Estatistica
Negativo Positivo

Convulsio

Nao 53 (96,3 2 (3,7 54 (90,0 2

Sim 4 ((80,0)) I ((20,0)) 6 ((10,0)) 1=2,61;p=0,2709
Alteragdo de consciéncia

Sim 1 (100,0 0 (0,0 1(1,9

SRD 86( (91,53 8 Eg,si 94 531,)5) 1'=0,35; p=0,5528
Alteragao de marcha

Dismetria 11 (100,0) 0(0,0) 11(29,7) p=0,7027

Normal 25 (96,2) 1(3,8) 26 (70,3) ’
Teste do carrinho-de-méao

Normal 28 (96,6 13,4 29 (96,7 _

Alterado 1 (1(00,0; 0 E0,0% 1 E3,3)) p=0,9667
Propriocepgao do membro toracico direito

Ausente 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (6,5) p=0,1269

Presente 28 (96,6) 1(3,4) 29 (93,5) ’
Propriocep¢dao do membro toracico esquerdo

Ausente 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (6,5) p=0,1260

Presente 28 (96,6) 1(3,4) 29 (93,5) ’
Propriocep¢ao do membro pélvico direito

Ausente 13 (92,9) 1(7,1) 14 (33,3) p=0,5610

Presente 27 (96,4) 1 (3,6) 28 (66,7) ’
Propriocepcao do membro pélvico esquerdo

Ausente 12 (92,3) 1(7,7) 13 (31,7) p=0,5390

Presente 27 (96,4) 1(3,6) 28 (68,3) ’
CONCLUSOES

A presenca de anticorpos contra 7. gondii no soro dos cdes avaliados demonstra a circulagdo
do parasito nesta populagdo. A infec¢do pelo parasito foi associada a idade dos animais, mas ndo a
outras variaveis epidemioldgicas ou a alguma manifestagao clinica neurologica especifica.

Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Experimenta¢do Animal da UNIPAR, em reunido realizada em 07 de junho de 2004.
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