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RESUMO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo protozodarios importantes causadores de doenca
sisttmica em muitas espécies animais, inclusive os caes. O objetivo do presente estudo foi
determinar a frequéncia de anticorpos da classe IgG anti-N. caninum e anti-T. gondii em
amostras de soros de caes da zona rural do municipio de Botucatu-SP, correlacionando os titulos
soroldgicos com a idade, sexo e raca dos animais. Um total de 689 cées higidos, 298 (43,3%)
fémeas e 391 (56,7%) machos foram selecionados, aleatoriamente, para participarem do estudo.
Estes, foram agrupados em trés faixas etarias: menores de 12 meses (11,32%), com idades entre
um e cinco anos (73,58%) e maiores de cinco anos (15,09%), sendo que 180 (26,1%) tinham
raca definida e 509 (73,9%) ndo. Do total de amostras, 144 (21%) foram positivas para a
presenca de anticorpos anti-T. gondii e 78 (11,3%) para anticorpos anti-N. caninum. Foi
observada correlacdo estatistica entre os titulos de anticorpos e idade, para as duas infeccdes, o
que ndo ocorreu com relacao ao sexo e a raga.
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ANTIBODIES ANTI-Toxoplasma gondii AND ANTI-Neospora caninum IN DOGS OF
RURAL MUNICIPALITY OF BOTUCATU - SAO PAULO, BRAZIL

ABSTRACT

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are protozoa and important agents of systemic
disease in several animal species, including dogs. The aim of this study was to determine the
frequency of 1gG antibodies anti-N. caninum and T. gondii in serum samples of dogs from rural
area of Botucatu-SP. The serological titers were correlated with age, sex and breed. A total of
689 healthy dogs, 298 (43.3%) females and 391 males (56.7%) were randomly selected for the
study. Animals were divided into three age groups: younger than 12 months (11.32%), aged
between one and five years (73.58%) and more than five years old (15.09%). A total of 180
(26.1%) were breed and 509 (73.9%) mongrel. Of total samples, 144 (21%) samples were
positive for the presence of anti-T. gondii and 78 (11.3%) for anti-N. caninum antibodies.
Correlation was found between antibody titles and age, for the two infections, which did not
occur with respect to gender and breed.
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ANTICUERPOS CONTRA Toxoplasma gondii Y CONTRA Neospora caninum EN
PERROS DE LA ZONA RURALE DEL MUNICIPIO DE BOTUCATU - SAO PAULO,
BRASIL

RESUMEN

Toxoplasma gondii y Neospora caninum son protozoarios importantes que causan enfermedad
sistémica en muchas especies animales, incluyendo perros. El objetivo de este estudio fue
determinar la frecuencia de anticuerpos IgG contra N. caninum y contra T. gondii en muestras
de suero de los perros de las zonas rurales de Botucatu-SP, la correlacion serolégica con la
edad, sexo y raza. Un total de 689 perros sanos, 298 hembras (43,3%) y 391 machos(56,7%)
fueron seleccionados al azar para participar del estudio. Se agruparon en tres grupos de edad:
menores de 12 meses (11,32%), con edades comprendidas entre uno y cinco afios (73,58%) y
mas de cinco afios (15,09%). 180 (26,1%) eran de raza definida y 509 (73,9%) mestizo. Del
total de muestras, 144 (21%) fueron positivas para la presencia de anticuerpos contra T. gondii
y 78 (11,3%) para anticurpos contra N. caninum. Se encontrd correlacion entre los titulos de
anticuerpos y la edad, para ambas infecciones, lo que no ocurrié con respecto al género y la
raza.

Palabras clave: toxoplasmosis, neosporosis, serologia, RIFI, perros.
INTRODUCAO

O primeiro caso de toxoplasmose canina foi relatado por Mello, na Italia em 1910 e no
Brasil, em 1911 por Carini apud Cademartori et al. (1).

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo protozoarios do filo Apicomplexa,
apresentam distribuicdo mundial e sdo causadores de doenca sistémica em diversas espécies
animais, inclusive em caninos, que podem ingerir oocistos presentes no solo ou vegetais (2).

Os cées se comportam como hospedeiros intermediarios, mas podem carrear 0ocistos em
seu pelame, favorecendo a infecgdo humana, pela relagéo proxima (3).

A toxoplasmose é uma importante zoonose de alta prevaléncia, responsavel por grandes
perdas econdmicas, sendo considerada relevante na satde publica. E diagnosticada em todas as
espécies de sangue quente (2). Acredita-se que cerca de um terco da populacdo humana
encontra-se infectada, fato confirmado pelas altas taxas de soroprevaléncia tanto em animais
como no homem (4). Os cdes se comportam como hospedeiros intermediarios, mas podem
carrear oocistos em seu pelame, favorecendo a infec¢do humana, pela relagdo proxima (5).

No Brasil encontra-se amplamente distribuida, como mostram os estudos de Varandas et
al. (6), Barbosa et al. (7), Azevedo et al. (8), Ortolani et al. (9), Romanelli et al. (10), Langoni
et al. (11), Bresciani et al. (12), Dubey et al. (13), Camossi et al. (14), Figueiredo et al. (15),
Moura et al. (16).

Caninos e bovinos podem se infectar por Neospora caninum, bem como, caprinos, ovinos,
equinos, bubalinos e cervideos (17, 18). Camelos, raposas, mao-peladas, felinos e outros
canideos selvagens podem tambem ser hospedeiros intermediarios do parasita (19), no entanto,
a infeccdo é mais prevalente em cies e bovinos. E considerada como uma das principais causas
de abortamentos em bovinos (20). O estudo da neosporose canina € de grande interesse, uma
vez que os cdes sdo os hospedeiros definitivos, eliminando oocistos pelas fezes (21, 22),
contribuindo para a contaminacao ambiental e infeccao de outras especies.

O primeiro caso de infecgdo canina foi descrito na Noruega, em animais com sinais
clinicos neuromusculares, que possuiam cistos cerebrais e na musculatura, e apresentavam
sorologia negativa para T. gondii (23). A caracterizagdo do género, cultivo in vitro e
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padronizacdo de um teste sorologico que diferenciasse infeccao por este protozoério, da causada
por T. gondii, sé ocorreram em 1988 (20), o que possibilitou a realizacdo de muitas pesquisas
em varios paises.

A primeira descri¢do do parasita no Brasil se deu em 1999, quando Gondim et al. (24) o
detectou em tecidos de um feto bovino. O primeiro isolamento de N. caninum, se deu no Estado
da Bahia, a partir de amostra de cérebro de um cdo da raga Collie, macho de sete anos,
naturalmente infectado, que apresentava sinais clinicos de incoordenacdo e paralisia dos
membros posteriores (24). Muitos estudos de soroprevaléncia foram conduzidos em diversos
Estados brasileiros, como em Sao Paulo (6, 12, 25), Minas Gerais (26), Mato Grosso (27), Bahia
(28), Goiés (29), Maranh&o (30), Rio Grande do Sul (31). Considerando-se a importancia das
duas enfermidades na espécie canina, estudaram-se ambas em amostras de soro de cées
provenientes da zona rural do municipio de Botucatu-SP.

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue de 689 cées higidos, 298 (43,3%) fémeas e 391 (56,7%) machos,
foram obtidas aleatoriamente de cdes da zona rural do municipio de Botucatu, Sdo Paulo.
Quanto a idade, foram agrupados em trés categorias: menores de 12 meses (n=78; 11,32%),
com idades entre um e cinco anos (n=507; 73,58%) e maiores que cinco anos (N=104; 15,09%).
Quanto a raca, 180 (26,19%) tinham raca definida e 509 (73,9%) ndo apresentavam definicéo
racial. A colheita de sangue foi realizada apds aautorizacao de seus proprietarios com assinatura
de termo de consentimento.

Foram colhidas amostras de 3 a 5 mililitros (mL) de sangue por punc¢édo venosa das veias
jugular ou ceféalica, com seringas de 5mL e agulhas 10x7mm descartéaveis, e transferidas para
tubos de 15 mL sem anticoagulante. Em seguida, foram submetidas a centrifugacéo a 3000 rpm
por 10 minutos, no Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO) do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da FMVZ Unesp-Botucatu. Os soros foram acondicionados em
tubos de poliestireno (Eppendorf®) de 1,5 mL, identificados e congelados & temperatura de -
20°C até o processamento.

Foi realizada a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para deteccéo de anticorpos
da classe IgG, anti-T. gondii e anti-N. caninum.

Para toxoplasmose procedeu-se de acordo com Camargo (32). As amostras foram diluidas
em Solucdo Salina Tamponada (SST) pH 7,2 em placa de 96 cavidades de fundo chato,
obtendo-se as dilui¢bes 1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 e 1:4096. Uma aliquota de cada dilui¢do da
amostra foi transferida para orificios de ldmina de imunofluorescéncia, previamente
sensibilizadas com taquizoitos formalizados da cepa RH de T. gondii, obtidos de exsudato
peritoneal de camundongos (Mus musculus), considerando-se como ponto de corte a dilui¢do
1:16.

Para neosporose procedeu-se de acordo com Dubey et al. (33). As amostras foram
diluidas em SST pH 7,2 para a obtencdo das dilui¢cbes 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400,
correspondendo aos titulos 25, 50, 100, 200 e 400 unidades internacionais (Ul)
respectivamente. O antigeno utilizado para sensibilizacdo das laminas foi produzido no Nucleo
de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO) a partir de taquizoitos de Neospora caninum (cepa NC-
1) mantidos em passagens continuas em cultivos de células VERO (34). As reacdes foram
consideradas positivas, a partir da diluicdo 1:25 (35). Em ambos os casos, foi utilizado
conjug%do anti-1gG canino, na diluicdo de 1:250, marcado com isotiocianato de fluoresceina
(Sigma®).

Todas as laminas continham amostras de soro padréo positivo e negativo, como controles.
A leitura foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia “Zeiss SH250”, em aumento de
40x. Foram consideradas positivas as diluices nas quais 0s taquizoitos apresentavam

Gaio FC, Salina A, Menozzi BD, Langoni, H. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum em
caes da zona rural do municipio de Botucatu — Sao Paulo, Brasil. Vet. e Zootec. 2014 jun.; 21(2): 288-296.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 291

fluorescéncia periférica total. Reacdes de fluorescéncia parcial, apical, também chamada de
fluorescéncia polar, ou auséncia de fluorescéncia, foram consideradas negativas (36).

Os resultados foram analisados pelo Teste do Qui-quadrado (y2) para correlacionar as
variaveis ordinais, e o Teste Exato de Fisher foi empregado para a correlacdo das variaveis
nominais, adotando-se como significancia estatistica 95% (P<0,05), em ambos os testes.

RESULTADOS

Os resultados referentes aos titulos de anticorpos para toxoplasmose mostram que dos
689 animais avaliados 144 (21,0%) foram positivos com 85 (12,4%), 51 (7,4%), 6 (0,9%) e 2
(0,3%) com titulos 16, 64, 256 e 1024 Ul, respectivamente.

Na tabela 1, podem ser apreciados os resultados, classificados como reagentes e nao
reagentes para toxoplasmose, de acordo com 0 sexo dos animais e respectivos valores de
significancia.

Tabela 1. Resposta soroldgica para presenca de anticorpos anti-T. gondii de acordo com o0 sexo
e a raca dos animais. Botucatu, 2013.

Variaveis Anticorpos Total de Valor
Anti-T.gondii Animais P
Reagentes n/% NAao Reagentes n/%

RD* 30 (20,8) 150 (27,5) 180 0,063
SRD** 114 (79,2) 395 (72,5) 509
Fémeas 65 (45,10) 233 (42,80) 298

Machos 79 (54,90) 312 (57,20) 391 0,337
Total 144 (100) 545 (100) 689

*Animais com Raga Definida; **Animais sem Raga Definida.

Na tabela 2 pode ser observada a distribuicéo dos titulos de anticorpos anti-T. gondii de
acordo com a faixa etaria.

Tabela 2. Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-T. gondii de acordo com as faixas etérias.
Botucatu, 2013.

Titulos < 12 meses 1-5 anos > 5 anos (n/%) Total (n/%o) P
(n/%) (n/%)
0 73 (93,6) 403 (79,5) 69 (63,3) 545 (79,0)
16 4 (5,1) 62 (12,3) 19 (18,3) 85 (12,4)
64 1(1,3) 36 (7,1) 14 (13,5) 51 (7,4)
256 0 (0) 4 (0,8) 2 (1,9 6 (0,9) 0.004
1024 0 (0) 2(0,4) 0 (0) 2 (0,3)
Total 78 (100) 507 (100) 104 (100) 689 (100)

Quanto aos resultados referentes a neosporose, entre as 689 amostras examinadas, 78
(11,3%) foram positivas, sendo 48, 23, 5 e 2 com titulos 25, 50, 100 e 200 Ul respectivamente.
A distribuicdo desses resultados com relagdo ao sexo e a raga dos animais, com respectivos
valores de significancia estdo representados na tabela 3.
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Tabela 3. Resposta soroldgica para a presenca de anticorpos anti-N. caninum de acordo com o
sexo e raga dos animais. Botucatu, 2013.

Variaveis Anticorpos Total de Valor
Anti-N. caninum Animais P
Reagentes n/% N&ao Reagentes
n/%
RD* 16 (20,5) 164 (26,8) 180 0,114
SRD** 62 (79,5) 447 (73,2) 509
Fémeas 32 (41,0) 266 (43,5) 298
Machos 46 (59,0) 345 (56,5) 391 0,384
Total 78 (100) 611 (100) 689

*Animal com Raca Definida; **Animal sem Raca Definida.

A distribuicdo dos resultados de acordo com os titulos e a faixa etaria dos animais pode
ser observada na tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo de titulos de anticorpos anti-N. caninum nas diferentes faixas etarias.
Botucatu, 2013.

Titulos < 12 meses 1-5 anos > 5 anos (n/%) Total P
(n/%) (n/%) (n/%)
0 77 (98,7) 449 (88,50) 85 (81,7) 611 (88,70)
25 1(1,30) 35 (6,90) 12 (11,50) 48 (7,0)
50 0 (0) 18 (3,60) 5 (4,80) 23 (3,30) 0.002
100 0 (0) 4 (8,0) 1(1) 5 (0,70)
200 0 (0) 1 (0,20) 1(1) 2 (0,30)
Total 78 (100) 507 (100) 104 (100) 689 (100)
DISCUSSAO

A soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii, encontrada no presente estudo, pode ser
considerada baixa se comparada com outros autores. Figueiredo et al. (15) obtiveram 44,4% de
positividade em 108 cdes em Pernambuco. Na Paraiba, Azevedo et al. (8) 45,1% em 286 cées.
No Estado de Séo Paulo, Dubey et al. (13) encontraram 42 (35,8%) cdes positivos entre 0os 118
avaliados.

Varandas et al. (6) encontraram 51,19% de positividade em 195 animais e Ortolani et al.
(9) verificaram 82,8% de soropositividade entre 29 cées da aldeia indigena Krucutu e 57,4% de
61 animais amostrados da aldeia Morro da Saudade, ambas no municipio de S&o Paulo. Por
outro lado, Langoni et al. (11) observaram 33,1% de positividade em 780 cdes aparentemente
saudaveis na cidade de Botucatu e desta vez Camossi et al. (14) trabalhando com 100 animais
de um bairro carente com caracteristicas rurais, também em Botucatu, obtiveram 56% de
positividade.

Os dados do presente estudo sdo relevantes, uma vez que foram obtidos de animais
provenientes do mesmo municipio. Apesar de os animais avaliados por Camossi et al. (14)
viverem em ambiente com caracteristicas rurais, as condi¢es higiénico-sanitarias do bairro,
considerado carente, diferem muito das encontradas na zona rural de Botucatu-SP, o que pode
justificar a menor soropositividade do presente estudo. No entanto, a prevaléncia obtida de 21%
se assemelha a observada por Cademartori et al. (1) no municipio de Capéo Ledo-RS, onde 10
amostras (20%) entre as 50 testadas, foram positivas, no entanto, os titulos foram superiores a
2048 Ul com ponto de corte 32. No presente estudo, o maior titulo foi 1024 Ul em 0,3% dos
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animais. Moura et al. (16) obtiveram 26% de positividade, com titulos de 16, 64, 256 e 1024
Ul correspondendo a 13,5%, 6%, 5% e 1,5%, respectivamente.

No presente estudo, ndo houve associacao entre a presenca de anticorpos e as variaveis
raca e sexo, 0 que esta de acordo com Moura et al. (16), Varandas et al. (6), Azevedo et al. (8)
que ndo obtiveram variacdo para o sexo, e com Bresciani et al. (12), no que diz respeito a raca.

De acordo com os resultados, houve associacéo entre a idade e a prevaléncia da infeccao
(p<0,005). Esta relacdo é bastante acentuada, o0 que esta de acordo com Azevedo et al. (8) e se,
quanto maior a idade, maiores as chances do animal se infectar, 0 que mostra a importancia da
transmissdo horizontal na toxoplasmose canina, a partir da contaminacdo ambiental ou pelo
habito do carnivorismo. Os resultados mostram a importancia do cdo como animal sentinela
nas acOes de vigilancia para medidas de controle da toxoplasmose humana.

A prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum foi de 11,3% com 78 animais positivos, o
que estd de acordo com Valadas et al. (37), que entre as 104 amostras caninas 32 (30,7%)
provenientes da regido urbana do municipio de Santarém, e 72 (69,2%) da zona rural de
diferentes municipios do Estado do Para, 11 (10,6%) foram reagentes. Gennari et al. (25)
utilizando o teste “Neospora Agglutination Test” (NAT), apesar da maior prevaléncia (24,7%),
em animais domiciliados e errantes do municipio de Sdo Paulo-SP, obtiveram distribuicdo
semelhante nos titulos de anticorpos.

Jesus et al. (28) analisando pela RIFI 415 amostras séricas de cdes domiciliados e errantes,
procedentes dos municipios de Salvador e Lauro de Freitas-BA, obtiveram 13,3% de
positividade em 165 caes domiciliados e 11,2% em 250 errantes, resultados semelhantes aos do
presente estudo. Por outro lado, resultados superiores foram encontrados por Moraes et al. (38)
na microrregido da serra de Botucatu-SP com 25,4% de positividade em 963 cées examinados,
por Benetti et al. (27) com 45% de positividade entre os 60 caes examinados em Cuiaba-MT,
com titulos variaveis entre 50 a 1600 e por Boaventura et al. (29) com 32,9% de positividade
em 197 animais em Goiéania-GO. Como no presente estudo, Cunha Filho et al. (31) obtiveram
20,4% de positividade entre 230 cdes da zona rural de Pelotas-RS e Teixeira et al. (30)
verificaram 31,1% em cées do Maranh&o. Menor prevaléncia foi obtida por Varandas et al. (6)
com somente 8,48% de positividade em 295 caes.

De acordo com a raga ndo houve diferenca significativa entre titulo de anticorpos para
neosporose, 0 que esta de acordo com Varandas et al. (6), Teixeira et al. (30) e Benetti et al.
(27). Séo concordantes ainda no que se refere ao sexo, com os resultados de Jesus et al. (28) e
Boaventura et al. (29).

Quanto a distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-N. caninum nas trés faixas etarias,
pela anélise do teste x? (p=0,02) depreende-se que ha relagdo entre titulos de anticorpos e idade
do animal, concordando com Moraes et al. (38), na mesma regido, discordando, entretanto de
Varandas et al. (6) que ndo encontraram correlacdo entre a idade e titulo de anticorpos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que os dois protozoarios estdo disseminados na
populacdo canina na zona rural do municipio de Botucatu-SP, e que os cdes sdo importantes
animais sentinelas para os estudos de soroprevaléncia na medida em que se expde as formas
infectantes dos dois agentes infecciosos pesquisados.
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