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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar o perfil soroldgico de 300 caes sem ragas
definidas, de diferentes faixas etdrias e sexo para Leptospira spp, Toxoplasma gondii e
Neospora caninum, expostos aos antigenos na cidade de Avaré (SP). Os caes estavam vivendo
nas ruas e posteriormente foram levados a um canil privado com alimentagdo, vermifugacdo e
assisténcia veterinaria desde 2003, onde as amostras de soro foram obtidas.

Pela proximidade com o homem, esses cdes foram testados para trés importantes
doencas: leptospirose, toxoplasmose e neosporose caninas. O método diagndstico utilizado
para leptospirose foi a Prova de Soroaglutinacio Microscopica (SAM). Os resultados
indicaram a prevaléncia de 9,33% e o sorovar reagente de maior freqiiéncia foi o bratislava
35,7%, cynopteri 17,9%, autumnalis 14,3%, copenhageni 10,7%, com igual propor¢cdo de
7,1% para os sorovares: icterohaemorrhagiae, canicola, hardjo e ndo reagdo para os
sorovares : australis, djasiman, gryppotyphosa, pomona e pyrogenes. Foi utilizado o Método
de Aglutinacdo Direta (MAD-AF) para o diagndstico da toxoplasmose com 26% dos animais
reagentes a toxoplasmose com titulos variando entre 16 e 256, os respectivos nimeros sdo: 16
(3,33%), 64 (13,66%) e 256 (9%). Para o diagndstico da neosporose canina utilizado Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), somente 2 dos 300 caes testados mostraram anticorpos

para Neospora caninum (0,66%) com diluicdes de 1:25 e 1:100.

Palavras-chave: Zoonoses, caes, prevaléncia.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the serological profile of 300 mongrel dogs
various ages and sex, from the city of Avaré (SP), to the antigens of Leptospira spp,
Toxoplasma gondii and Neospora caninum. The dogs were living on the streets, and
afterwards directed to a private kennel with food, since 2003, receiving vaccine, vermifuge
and veterinarian assistance, and the serum samples were obtained in this place. Because of the
man proximity, these dogs were tested to three important diseases: leptospirosis,
toxoplasmosis and neosporosis. The diagnostic method run for leptospirosis was the
Microscopic Aglutination Test (MAT). The results indicated a prevalence of 9,33%, and most
frequent reactant serovars were bratislava (35,7%), cynopteri (17,9%), autumnalis (14,3%),
copenhageni (10,7%), and 7,1% to all the following serovars: icterohaemorrhagiae, canicola
e hardjo. It was no response to the serovars australis, djasiman, grippotyphosa, pomona and
pyrogenes. It was used the Modified Agglutination test (MAT) for diagnosis of
toxoplasmosis and 26% of animals were positive, with titers varying between 16 and 256,
with the following results: 16 (3,33%), 64 (13,66%) and 256 (9%). Neosporosis was
diagnosed by the Immunofluorescence antibody test (IFAT). Only two of the 300 tested dogs
demonstrated Neospora caninum antibodies (0,66%), with positivity at 1:25 and 1:100

dilution.

Key — words: Zoonosis, dogs, prevalence
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Este trabalho € sobre uma pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp, anti-
Toxoplasma gondii, e anti-Neospora caninum, agentes causadores da leptospirose,
toxoplasmose e neosporose respectivamente. Trés importantes doencas onde se destaca a
leptospirose pelo grande nimero de agentes transmissores, 0s ratos, presentes em grande
nimero em nossas cidades, assim como cdes que perambulam pelas ruas e que podem
eliminar leptospiras pela urina contaminada, contagiando pessoas, outros animais e

contaminando o ambiente.

1.1. LEPTOSPIROSE

A leptospirose é uma doenga infecto-contagiosa aguda, zoondtica, cosmopolita, que
acomete varias espécies de animais domésticos, silvestres e roedores. Entre os domésticos, em
areas urbanas, os cdes assumem o papel de importantes fontes de infec¢do para os seres
humanos (CORREA & CORREA 1992, GREENE et al. 1998, FAINE et al. 1999, MICHEL
et al. 2002, SARKAR et al. 2002, BHARTI et al. 2003, SILVA et al. 2004, ASLANTAS et al.
2005, LILENBAUM et al. 2005, LOPES et al. 2005).

Em 460 a.C. Hipdcrates descreveu a ictericia infecciosa. Em 1800 foi determinada e
diferenciada por Larrey, médico militar franc€s, que observou no exército napolednico no
Cairo, Egito, dois casos em humanos. Hofer, no ano de 1850, foi quem primeiro relatou casos
de cdes com essa doenca. Weil em 1886, na Alemanha, descreveu humanos com sinais
clinicos caracteristicos de leptospirose. Em 1898, Klett constatou uma epizootia canina e a
determinou como doenca de Sttutgart. Stimson nos EUA, em 1907, estudando cortes de rins
de pacientes, verificou a presenca do agente e o determinou Spirochaeta interrogans. Em

1918, Uhlenhuth e Fromm na Alemanha, descobriram que o agente da ictericia infecciosa
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canina era um espiroqueta. No Brasil, os primeiros a estudarem esta doenga em caes foram
Darcoso Filho em 1940 e Azevedo & Santos em 1945 (CORREA & CORREA 1992,
HORSCH 1999, ENRIETTI 2001).

A leptospira, agente etiolégico da leptospirose, pertence a ordem Spirochaetales,
familia Leptospiraceae, género Leptospira e divide-se em 12 genomespécies distintas, L.
alexanderi, L. biflexa, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans, L. kirschneri, L.
noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. meyeri ¢ L. wolbachii, com mais de 250 sorovares
(LETOCART et al. 1997, PEROLAT et al. 1998, BRENNER ET AL. 1999, QUINN et al.
2005, MERIEN et al. 2005). Sdo microrganismos aerébios obrigatérios, helicoidais, flexiveis
e moveis, medindo usualmente de 6 a 20 wm de comprimento e de 0,1 a 0,2 um de diametro.
Apresentam as extremidades dobradas ou em forma de gancho e sdo constituidos por um
corpo citoplasmatico e um axostilo ou filamento axial enrolados em espiral, sendo ambos
envolvidos por uma membrana denominada envelope ou membrana envolvente. O
citoplasma, por sua vez, é envolvido por uma membrana citoplasmdtica € uma camada de
peptidoglicano, formando um complexo (complexo membrana citoplasmatica-
peptidoglicano). Na verdade, o axdstilo € constituido por dois flagelos periplasmaticos
localizados entre a membrana envolvente e o corpo citoplasmaético, cabendo aquela organela a
motilidade da leptospira.

As leptospiras sdo cultivdveis em meios artificiais, sendo os mais empregados os
meios de Fletcher, Stuart ou o de EMIJH (Ellinghausen-McCullough-Jonhson-Harris).
Crescem bem a um pH de 7,2 — 7,8, numa temperatura 6tima de 28 — 30°C, necessitando de
um tempo varidvel de incubacdo de alguns dias a algumas semanas, geralmente quatro
semanas (CORREA & CORREA 1992, GREENE et al. 1998, HORSCH 1999, LOMAR et al.
2002, QUINN et al. 2005). Também podem ser isoladas por inoculacdo de material asséptico

em hamsters e cobaias (LOMAR et al. 2002). A sobrevivéncia do microrganismo no ambiente
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depende muito das variacdes das condi¢des do solo e da dgua da regido contaminada. A
bactéria € sensivel ao ressecamento, sendo inibida em pH inferior a seis ou superior a oito.
Temperaturas ambientais inferiores (7°C a 10°C) ou superiores (34°C a 36°C) prejudicam a
sobrevivéncia do microrganismo e estes sdo facilmente inativados por desinfetantes.

A umidade e a 4gua presentes no solo sd@o os fatores mais importantes para a
permanéncia do agente. Ha registros de sobrevivéncia por até 183 dias em solo saturado com
dgua, mas sobrevive apenas 30 minutos quando o solo estd seco ao ar. A sobrevivéncia €
maior em dgua parada que em 4gua corrente. Entretanto, mesmo assim, existem relatos de
sobrevivéncia do agente em 4gua corrente por 15 dias (RADOSTITS et al. 2002). Eles t€ém
curta sobrevivéncia em 4gua salgada e no leite ndo-diluido, mesmo quando proveniente de
animais doentes ( LOMAR et al. 2002)

O grande ndmero de sorovares existentes dificulta os estudos, uma vez que podem
ocorrer variacdes regionais, bem como variacdes nas espécies estudadas. Constata-se, ainda,
uma predilecdo dos diferentes sorovares por determinadas espécies, podendo um hospedeiro
ser infectado simultaneamente por mais de um sorovar (ACHA & SZYFRES 2003).

Em cdes com leptospirose, os sorovares mais comumente encontrados nos exames
sorolégicos sdo icterohaemorrhagiae e canicola, no entanto, outros sao relatados com menor
freqiiéncia como: pomona, grippotyphosa, castellonis, pyrogenes, australis, andamana,
shermani, cynopteri, celledoni, autumnalis, australis, ballum, javanica, bratislava, hardjo,
hardjobovis, hebdomadis, butembo, illini, sejroe, djasman, tarassovi, patoc, panamd, wolffi,
brasiliensis, bataviae e copenhageni (RYU 1976, FARRINGTON & SULZER 1982, VAN
DEN BROEK et al. 1991, GREENE et al. 1998, SCANZIANI et al. 1994, ALVES et al. 2000,
PRESCOTT et al. 2002, PRESCOTT et al. 2002, SILVA et al. 2003, BATISTA et al. 2004,

RODRIGUES ET AL. 2004, BROD et al. 2005).
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As leptospiras podem ser transmitidas pelo contato direto, transmissdo venérea e
placentdria, feridas ou ingestdao de carne infectada. Ja transmissao indireta ocorre por meio da
exposi¢do de animais susceptiveis a vegetacdo, solo, alimentos, d4gua contaminada e fOomites
(GREENE et al. 1998).

As leptospiras sdo eliminadas do organismo animal pela urina, contaminando o meio
ambiente. Os verdadeiros reservatorios das bactérias sao os proprios animais, que tém uma
leptospirdria prolongada e geralmente ndo apresentam sinais clinicos da doencga. As condi¢des
do meio ambiente sdo importantes para a sobrevivéncia do agente causal, visto que requerem
um ambiente imido, com pH neutro ou ligeiramente alcalino e uma temperatura favoravel
(ACHA & SZYFRES 2003), como os encontrados especialmente nas regides tropicais, onde a
leptospirose apresenta-se de forma endémica (GONSALEZ et al. 1998).

Os fatores de risco associados a infec¢do dependem também de caracteristicas da
organizacdo espacial, dos ecossistemas e das condicdes de vida e trabalho da populagdao
(MURHEKAR et al. 1998.). A andlise espacial tem sido aplicada em epidemiologia para
auxiliar a compreensdo da dinamica das doengas infecciosas, cronicas e nao-infecciosas ou
decorrentes de fatores ambientais transitorios (MARSHALL 1991). O cdo dentre os animais
domésticos urbanos, é uma das principais fontes de infeccdo da leptospirose humana, pois
vive em contato direto com o homem (ALVES et al. 2000).

A incidéncia da leptospirose € mais elevada em regides tropicais que nas temperadas
e sua casuistica € mais significativa em estagdes chuvosas durante as enchentes; € considerada
um sério problema de sadde publica em paises em desenvolvimento (TREVEJO et al. 1998,
DAHER & NOGUEIRA 2000, PLANK & DEAN 2000, BRASIL 2004, LEVETT 2004). Em
paises desenvolvidos tem sido identificada como uma zoonose reemergente (KATZ et al.
2002). Também o componente sdcio-econdmico-cultural, que corresponde a interferéncias do

homem sobre o ecossistema, favorece o aumento da doenga. Da mesma forma, inclue-se nessa
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categoria fatores variados como os hdbitos sociais e alimentares, as crengas religiosas e as
condic¢des tecnoldgicas (estruturas sanitdrias, natureza do trabalho.) (CORTES 1993).

Desta forma, a leptospirose € considerada uma zoonose ocupacional que pode
acometer individuos com profissdes de baixo nivel financeiro, educacional e que habitam e/ou
trabalham em locais sem saneamento bdsico. Os profissionais com maior risco de
contaminacdo sdo médicos veterindrios, trabalhadores de esgotos, agricultores, pecuaristas,
laboratoristas, agcougueiros e os trabalhadores da limpeza publica (VASCONCELOS et al.
1992, LANGONI 1999, BRASIL 2002, JOHNSON et al. 2004, NAJERA et al. 2005).

O cdo tem grande importancia na transmissao da leptospirose por viver domiciliado
na maioria das casas e pode por isso ser uma importante fonte para a origem da enfermidade
(LEVETT, 2001). Animais que vivem em dreas urbanas, com condi¢des higi€nico sanitérias
ruins, junto a lixdes e esgotos a céu aberto, apresentam maior chance de adquirir leptospirose
(GENOVEZ, 1996). Os caes, mesmo tendo sido imunizados, podem excretar leptospiras pela
urina por longo periodo de tempo. O contato indireto com dgua ou solo contaminado com
urina contaminada com leptospiras € via comum de infec¢do para o homem (BHARADWAJ
2004).

A infec¢do nos cdes pode variar de assintomdtica a quadros clinicos graves. A
leptospirose aguda tem inicio subito com emese, diarréia, anorexia, hipertermia e depressao.
A forma mais grave € a hemorrdgica, que se instala repentinamente e a temperatura
permanece geralmente acima de 41°C por dois a quatro dias, seguida por rigidez e mialgias
nos membros posteriores, hemorragias na cavidade bucal com tendéncia a necrose e
faringites. Em uma etapa posterior, haverd gastrenterite hemorrdgica, hepatite, nefrite aguda,
causando intensa dor abdominal, o que leva o animal a andar pouco e com o dorso arqueado.
As mucosas estardo congestas, principalmente a conjuntiva, apresentando ictericia, que

poderd ser visualizada ao se observar a esclerdtica ou ser tdo intensa que se tornara visivel na



16
mucosa bucal e pele. A urina apresenta-se de cor amarelo ambar e surgem ulceras bucais com
odor urémico. Pode apresentar também, sinais encefélicos e abortamento. Tanto na infecc¢do
pelo sorovar canicola como pelo icterohaemorrhagiae pode haver ictericia, predominando
esse sintoma, sobretudo na infec¢do por este dltimo sorovar (CORREA & CORREA 1992a,
GREENE et al. 1998, ACHA & SZYFRES 2003). Esses dois sorovares citados estdo
classicamente ligados ao ciclo urbano da leptospirose, uma vez que apresentam como
reservatorios principais o roedor e o préprio cao. Sua ocorréncia estd diretamente ligada a
fatores ambientais tais como saneamento bésico, indices pluviométricos e coleta regular de
lixo. Estas condicdes estdo diretamente ligadas ao crescimento da populacdo de roedores e na
ocorréncia de contato direto ou indireto do homem ou do cdo com a dgua contaminada pela
urina desses reservatorios sinantropicos.

Considerando as dificuldades circunstanciais encontradas para o isolamento do
agente etioldgico de casos de leptospirose, emprega-se a sorologia como a principal prova e a
mais freqliente usada para um diagndstico aproximado de leptospirose. O teste de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) é o teste padrio de referéncia para o diagndstico
sorolégico devido a sua alta sensibilidade e especificidade (COLE et al. 1973,
CUMBERLAND et al. 1999) e é adotado no Brasil como teste de referéncia para o
sorodiagndstico da leptospirose humana e animal (BRASIL 1995).

A leptospirose animal representa um ponto de preocupagdo para os profissionais
envolvidos com a satide animal e satide piiblica veterinaria (BRASIL 1995). E uma doenca
presente em paises emergentes, sendo justificaveis trabalhos epidemiol6gicos em busca da sua

dinamica, para que sejam utilizadas medidas profiléticas e de controle.
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1.2. TOXOPLASMOSE

O Toxoplasma gondii ( T. gondii) foi descrito pela primeira vez, em 1908, por
Nicolle e Manceaux, no Instituto Pasteur da Tunisia, ao norte da Africa, sendo encontrado no
cérebro do roedor selvagem Ctenodactylus gondii. Neste mesmo ano, foi descrito em um
coelho de laboratoério por Splendore, em Sao Paulo, Brasil (SPLENDORE 1908, NICOLLE &
MANCEAUX 1908). O nome do género € derivado de toxon, palavra grega que significa arco
e se refere a forma que os taquizoitos apresentam in vitro, j4 o nome da espécie deriva do
roedor Ctenodactylus gondii, onde o agente foi isolado pela primeira vez. As primeiras
implicacdes da doenca humana datam de 1923, quando Janku observou cistos de 7. gondii na
retina de uma crianca de 11 meses com hidrocefalia e microftalmia (JANKU 1923). Dez anos
mais tarde, foi descrita a doenga congénita causada pelo 7. gondii e, na década de 40, a
infeccdo adquirida foi descrita em um paciente adulto, que faleceu de toxoplasmose
generalizada. Entretanto, a freqiiéncia da infec¢do humana s6 foi conhecida a partir de 1948,
com a introdu¢do do cléssico teste do corante de Sabin & Feldman (SABIN & FELDMAN
1948). O T. gondii possui uma estrutura populacional altamente clonal apesar da capacidade
de recombinacdo génica no hospedeiro definitivo (HOWE & SIBLEY 1995), que consiste
predominantemente de trés linhagens, designadas I, 1I e III, indicando que sua propagacdo na
natureza ocorra principalmente pela replicacdo assexuada ou por cruzamentos uniparenterais.
As cepas de T. gondii tipo 1 ocorrem predominantemente em casos de toxoplasmose humana
congénita, enquanto que as cepas do tipo II sdo prevalentes em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida — AIDS (HOWE & SIBLEY 1995, FUENTES et al 2001). O
homem e os animais podem infectar-se pelas trés formas do ciclo de vida: (1) via oral pela
ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de felideos e infectantes apds esporulagdo em um a

cinco dias, (2) pela ingestdo de cistos em tecidos de hospedeiros intermedidrios, e (3) via
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uterina pela transmissdo transplacentdria de taquizoitos. O T. gondii também pode ser
transmitido em produtos sangiiineos, transplantes de 6rgaos, ou pela ingestao de taquizoitos,
em leite caprino nio pasteurizado (TENTER 1999). O taquizoito (takhys = rapido), células
em formato de arco com dimensdes que variam de 4 a 8um de comprimento por 2 a 4um de
diametro, é a forma encontrada durante a fase aguda da infec¢do, de multiplicacdo rapida,
dentro de vactolos citoplasmadticos (vacuolos parasitéforos) de vérias células, como nas
células do sistema fagocitico mononuclear, células hepaticas, pulmonares, nervosas,
submucosas e musculares. O bradizoito (bradys = lento), forma de multiplicacdo lenta do
parasita, € encontrado dentro do vactiolo parasitéforo de uma célula, cuja membrana forma a
capsula do cisto tecidual. Os cistos teciduais medem cerca de 50 a 200 um, contendo centenas
de bradizoitos, e estdo localizados predominantemente no sistema nervoso central, globo
ocular, bem como nos musculos esquelético e cardiaco (JACOBS 1967, DUBEY et al. 1998,
KAWAZOE 2000). Estes cistos sdo inativados apds o congelamento a -20°C, ou aquecimento
a +65°C, e sob radiacdo ionizante com doses de 50 Gy de 137 Cs (DUBEY et al. 1986,
KOTULA et al. 1991) constituindo assim, o congelamento e o cozimento completo da carne,
algumas das formas de profilaxia da transmissdo da toxoplasmose humana. Os oocistos sdo as
formas de resisténcia que possuem uma parede dupla bastante resistente as condic¢des
ambientais (TENTER et al. 2000). Sao produzidos nas células intestinais de felideos nao
imunes, e eliminados imaturos junto com as fezes (DUBEY et al. 1998, KAWAZOE 2000).
Podem permanecer por meses e até anos vidveis no meio ambiente em uma temperatura entre
-20°C e +37°C (DUBEY & FRENKEL 1972), desde que ndo exposto a luz solar direta e sob
condi¢des razodveis de umidade relativa (AZEVEDO et al. 1983). Os felideos excretam
oocistos de 7. gondii nas fezes 3 a 10 dias apds ingestdo dos bradizoitos, ao redor de 18 dias
apos a ingestao dos oocistos esporulados, e de 13 dias apds ingestdo de taquizoitos. Menos de

30% dos felideos que ingerem oocistos ou taquizoitos eliminam oocistos (DUBEY 1998b).
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As principais formas infectantes do 7. gondii, envolvidas na transmissdo do parasita, sao o
cisto tecidual contendo bradizoitos € o oocisto contendo esporozoitos. Apds a ingestdo, a
parede externa do cisto ou oocisto € rompida por degradag¢ao de enzimas proteoliticas no trato
gastrointestinal, e os estdgios infectantes (bradizoitos ou esporozoitos) sao liberados no limen
intestinal e se convertem em taquizoitos. A disseminacdo dos taquizoitos ocorre pelo
rompimento de células infectadas, invasdo de células adjacentes e pelo sangue. Estes podem
infectar qualquer célula nucleada do organismo por penetracdo ativa, caracterizando a fase
aguda da doenca, e se estendendo por todo o corpo do hospedeiro. (WONG & REMINGTON
1994). A variagcdo da prevaléncia parece ser devida a fatores climéticos, geograficos, habitos
alimentares, tipo de trabalho, etc., indicando que os mecanismos de transmissdao devem
ocorrer de varias formas do parasita. Oocistos em fezes de gato jovem infectado, cistos
presentes em carnes cruas ou mal cozidas, taquizoitos encontrados no leite, saliva, esperma,
lambedura ou perdigotos ou, ainda, congenitamente (WARNEKULASURYIA et al. 1998,
KAWAZOE 2000). Os gatos tém importancia fundamental na toxoplasmose. Quando a
doenca ocorre em gatos jovens ndo imunes (primoinfec¢do), ha produc¢do de milhares de
oocistos, eliminados nas fezes, caracterizando o estdgio enteroepitelial. Tanto os gatos
domésticos como os selvagens (ocelote, jaguar, jaguatirica, etc.) sdo os Unicos animais nos
quais o parasita pode realizar o ciclo sexuado, eliminando apds a primoinfec¢ao milhares de
oocistos imaturos pelas fezes. Além disso, o carnivorismo e a disseminagdo de oocistos por
insetos, minhocas, etc., interferem na ampla distribuicdo desse protozoario (DUBEY et al.
1998, KAWAZOE 2000). A toxoplasmose humana €, na maioria das vezes benigna e
assintomdtica em 60% dos casos (SAWADOGO et al. 2005). Entre 15 a 85% da populagdo
humana adulta é cronicamente infectada com 7. gondii, dependendo da localizacio geogréfica
(DUBEY & BEATTIE 1988). Nos Estados Unidos da América, estimam-se 1.500.000

infec¢des anuais, sendo cerca de 15% sintomdticas. Neste pais, entre 1992 e 1996, a
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toxoplasmose foi a responsdvel por cerca de 5.000 hospitaliza¢des, com pelo menos 2.500
casos de origem alimentar, representando 4,1% das interna¢des causadas por infeccdes
alimentares. Foram registrados 750 ébitos por toxoplasmose, com cerca de 50% de infecg¢des
adquiridas pelo consumo de alimentos contaminados, o que representa 20,7% das mortes
associadas as infec¢des de origem alimentar, ficando abaixo somente da Salmonella (30,6%) e
da Listeria monocytogenes (27,6%). Além disso, o desenvolvimento de casos cronicos de
toxoplasmose, como naqueles individuos infectados pela via congénita, nos que desenvolvem
coriorretinite € em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), é
estimado em 4.700 a 12.100 casos anuais (MEAD et al. 1999). Produtos alimenticios das aves
provavelmente nao sdo importantes na transmissao devido a quantidade de 7. gondii, em
frangos, ser baixa e a carne usualmente resfriada e/ou cozida antes do consumo. Por outro
lado, a carne de animais selvagens pode ser uma fonte de infec¢do para 7. gondii, tendo sido
encontrados nos musculos de cervos, alces e ursos infectados naturalmente (ECKERT 1996).
Estimativas indicam que 0,02% da populacdo norte-americana sofre de algum grau de
imunodeficiéncia, o que pode contribuir para uma maior susceptibilidade a doencas
oportunistas. Nesta populacio incluem-se mulheres gravidas, pessoas com mais de 65 anos de
idade, pacientes sob tratamento para cancer, transplantados e portadores do HIV (SMITH
1997). Modelos experimentais de toxoplasmose tém sido desenvolvidos em animais de
laboratério para estudar variados aspectos desta enfermidade. Como observado em outras
doencas parasitdrias, a patologia da infec¢do pelo 7. gondii resulta da interagcdo entre fatores
parasitdrios e do hospedeiro. Isto reforca as dificuldades em comparar os dados, algumas
vezes discordantes, obtidos por diferentes laboratérios, uma vez que geralmente os modelos
experimentais variam em muitos aspectos: a linhagem do animal, a via de infec¢do, a cepa de
T. gondii utilizada, as condi¢cdes de manutencdo e o ndmero de passagens do parasita

(ZENNER et al. 1998).
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A toxoplasmose pode ser dividida em duas fases: a aguda, onde o parasita se
dissemina pelos tecidos do hospedeiro, e a fase cronica que se caracteriza pela presenca de
cistos em cérebro e musculatura de animais infectados.

O desenvolvimento da imunidade estd associado com a interrup¢do da replicacdo de
taquizoitos e a formacdo de cistos teciduais latentes contendo bradizoitos, o que caracteriza a
fase cronica da infeccdo (JACOBS 1967). O diagnéstico sorolégico da toxoplasmose € fécil,
sendo realizado por provas soroldgicas com a pesquisa de anticorpos IgM e IgG, mas a
defini¢ao do momento da infec¢ao € dificil, devido a prevaléncia de altos titulos de anticorpos
IgG e a persisténcia de anticorpos IgM especificos entre individuos normais (BERTOZZI et
al. 1999).

Para triagem em ampla quantidade de amostras, o teste do corante ou reagdo de
Sabin-Feldman (SF) e a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) ndo sdo aconselhdveis
por vdrias razdes. A Técnica de Aglutina¢ao Direta Modificada (MAT), utilizando taquizoitos
inativados pela formalina, para a detec¢do de IgG tem sido amplamente utilizada em muitas
espécies de animais domésticos, silvestres e também na espécie humana, sendo muito
sensivel, especifica, ndo espécie-especifica e de ficil realizacdo. A MAT detecta apenas IgG,
porque o 2-mercaptoetanol (2ME), utilizado no teste, inativa as IgM especificas e ndo
especificas. No entanto, o teste pode ser realizado com a utilizacdo de acetona ou formalina
como inativadores dos taquizoitos, permitindo assim diferenciar as IgGs de fase aguda e
cronica da infec¢ao (WILSON et al. 1990).

A grande maioria dos animais infectados por 7. gondii resiste a infeccdo, tornando-se
portadores, de modo que a toxoplasmose-infecgdo é muito difundida (CORREA & CORREA
1992b) e uma das mais comuns no homem, em todo o mundo (DUBEY et al. 1998, SAFADI
2000, TENTER et al. 2000). A toxoplasmose-doencga € mais rara, apesar de sua distribui¢dao

mundial. A infeccdo pelo 7. gondii constitui uma das zoonoses mais difundidas no mundo.
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Em todos os paises, grande parte da populacdo humana e animal (mais de 300 espécies de
animais entre mamiferos e aves — domésticos ou silvestres) apresentam parasitismo pelo 7.
gondii. Nos mais variados climas e condicdes sociais chega a apresentar uma percentagem de
individuos positivos que varia de 20 a 83% (1 a 2 bilhdes de pessoas) da populacdo. Em
algumas regides, 40 a 70% de humanos adultos, aparentemente sdos, apresentam-se
sorologicamente positivos para toxoplasmose. E do conhecimento dos especialistas que o
nimero de pessoas com sorologia positiva para 7. gondii € enorme sendo, talvez, o
protozodrio mais difundido entre a populagdo humana e animal, incluindo as aves e
excetuando-se os animais de sangue frio, como os répteis (DUBEY et al. 1998, KAWAZOE
2000). Nos Estados Unidos da América, pela andlise dos dados de nove sistemas nacionais de
notificacdo em saude e dados publicados em periddicos especializados, estimam-se 1.500.000

infec¢des anuais, sendo cerca de 15% sintomaticas (MEAD et al. 1999).

1.3. NEOSPOROSE

Doenca recentemente diagnosticada causadora principalmente de abortamentos
endémicos e epidémicos, perdas neonatais em bovinos, tem o cdo como hospedeiro definitivo
do agente causador, o protozodrio Neospora caninum.(MCALLISTER et al. 1998)

A observacdo de um parasita com estrutura semelhante ao Toxoplasma gondii foi
realizada por Bjerkas et al em 1984, quando estudaram cdes portadores de miosite e
encefalite.

Foi constatado também em cdes na Noruega, relacionado a um quadro de paralisia
com a presenca de cistos no cérebro e tecido muscular. Esses animais, no entanto, nao tinham
anticorpos anti-Toxoplasma gondii, que podem causar lesdes similares (BJERKAS et al.

1984).
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Dubey et al em 1988, identificaram e verificaram que esse agente causava uma
forma clinica mais severa do que o Toxoplasma gondii e constataram diferencas estruturais e
histopatoldgicas entre ambos, denominando-o Neospora caninum, protozodrio até entao
confundido com Toxoplasma gondii, também pertencente a familia Sarcocystidae. O exame
de amostras tissulares armazenadas revelou que o agente j4 acometia cdes com sinais
neurolégicos desde a década de 50 nao se tratando, pois, de um agente patolégico novo, mas
sim, recentemente diagnosticado (possivelmente tenha sido diagnosticado, até o final da
década de 80, como Toxoplasma gondii) (DUBEY 1999, LOPES 1999).

Estudos seqiienciais de genes de uma pequena subunidade do RNA ribossomal de
Neospora sp. isolados de bovinos e de caes, nao revelou diferencas entre ambos, indicando
serem da mesma espécie, ou seja, Neospora caninum € a espécie que provoca aborto em
bovinos (MARSH et al. 1995) . O cdo é o hospedeiro definitivo, capaz de eliminar oocistos
nas fezes, o que pode ser constatado apds inocula¢do por via oral, de cistos teciduais de
camundongos infectados (MCALLISTER et al. 1996).

Foi reconhecido como o principal causador de aborto em bovinos leiteiros da
Califérnia em 1991 (ANDERSON et al. 1991).

Outro passo importante no conhecimento da biologia desse agente foi dado por
McAllister et al, em 1998, quando descobriram ser o cdo o hospedeiro definitivo.

Gondim et al em 1999, fizeram o primeiro isolamento do protozodrio no Brasil;
porém esta infermidade j4 fora descrita em 1989 nos Estados Unidos, onde pela primeira vez
foi relacionada a causa de abortamentos em bovinos, cinco anos apos ter sido diferenciada da
toxoplasmose em caes, seu hospedeiro definitivo. Mas a primeira descri¢do foi divulgada em
1988, pois até entdo era freqiientemente confundido com Toxoplasma gondii. Tem ampla
distribuicao nos paises de Primeiro Mundo, onde a doenca é considerada a principal causa de

abortamentos em bovinos de corte e de leite.
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E um protozodrio parasita intracelular obrigatério, formador de cisto e classifica-se
como pertencente ao filo Apicomplexa classe Sporozoasida; sub classe Coccidiasina; ordem
Eucoccidiorida; familia Sarcocistidae; sub familia Toxoplasmatinae; género Neospora. Ha
duas espécies conhecidas: o Neospora caninum e o Neospora hughesi (isolado do sistema
nervoso central de eqiiinos com sinais neuroldgicos e com diferengcas do Neospora caninum
quanto a ultraestrutura, antigenos e estrutura molecular). Esta classificacdo foi feita através de
estudos morfolégicos realizados com microscopia eletronica e resultados da andlise da
seqiiencia de DNA, confirmando sua classificagdo e demonstrando ser este um protozodrio
intracelular obrigatério (COX 1991, ELLIS et al. 1994).

Todos os protozodrios da familia Sarcocistidae t€m os carnivoros como hospedeiros
definitivos e uma ou mais espécies de possiveis presas como hospedeiros intemedidrios. O
cdo é o hospedeiro definitivo do Neospora caninum, eliminando oocistos do protozodrio em
suas fezes. Possivelmente outros canideos também possam fechar o ciclo do protozodrio,
como o Pseudalopex gymnocercus e Cerdocyon thous (graxaim-do-campo e cachorro do mato
ou raposa). Além disso, o cdo também serve como hospedeiro intermedidrio formando cistos
em seus tecidos, a semelhanca de eqiiinos, bovinos, ovinos, caprinos e veados (DUBEY
1999).

Nao h4 relatos no mundo de casos da doengca em humanos, embora ja tenham sido
detectados anticorpos anti-Neospora caninum.

Os caes eliminam oocistos ndo esporulados nas fezes. Sao esféricos, com 10 a 11 um
de didmetro, muito similares aos de Hammondia heydorni do cao e Hammondia hammondi e
Toxoplasma gondii do gato. Os oocistos esporulam em 24-72 horas, ficando cada oocisto
esporulado com dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos. Ainda é desconhecida a

sobrevivéncia desses oocistos no ambiente(DUBEY 1999).
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O hospedeiro intermedidrio ingere o oocisto esporulado, ocorre a liberagdo dos
esporozoitos na luz intestinal, penetram nas células da parede e passam a se chamar
taquizoitos. Sdo ovdides, lunares ou globulares, dependendo do estidgio de divisdo, e medem
de 6 x 2 um. Os taquizoitos se dividem rapidamente, ¢ podem penetrar em diversas células do
hospedeiro (macréfagos, polimorfonucleares, neurdnios, fibroblastos, endotélio vascular,
midcitos, células tubulares renais e hepatdcitos) causando severas lesdes em diferentes 6rgaos.
Alguns se transformam em bradizoitos, dentro de cistos de parede espessa, permanecendo
latentes, em lenta divisdo (LINDSAY, DUBEY, DUNCAN 1999). Os cistos sdo ovais ou
circulares, com mais de 107 um de didmetro, encontrados, sobretudo no SNC, inclusive na
retina. A parede € lisa, com 1 a 4 um de espessura e o cisto ndo € septado. Os bradizoitos sio
resistentes a solugdes pépticas e dcidas indicando que seu ciclo pode envolver a ingestdo por
carnivoros (DUBEY, LINDSAY, SPEER 1998).

Os cistos podem sobreviver mais de 14 dias a 4°C (refrigeracdo), mas o
congelamento a -20°C torna-os ndo infectantes em 24 horas.

Embora o ciclo intestinal, que compreende a fase sexuada da evolucdo de
Neospora caninum, ndo esteja descrito, os cdes apds ingerirem cistos teciduais, eliminam
oocistos ndo esporulados nas fezes. Nas demais espécies pertencentes a subfamilia
Toxoplasmatinae, esse ciclo intestinal inicia-se com uma fase assexuada de multiplicagdo dos
bradizoitos nas células epiteliais do intestino do hospedeiro definitivo. Ocorre uma
multiplicacdo por endopoligenia e, logo, ocorre o ciclo sexuado, com a formagao de micro e
macrogametas. Apds a fecundacdo dos macrogametas, formam-se os oocistos. Ciclo
semelhante deve ocorrer com Neospora caninum.

A transmissdo pode ser vertical (transplacentdria) que € a principal forma de
disseminagdo de Neospora caninum em rebanhos bovinos leiteiros, mantendo a infec¢do por

varias geragdes. Esse tipo de transmissdo foi experimentalmente comprovado em bovinos,
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ovinos, caprinos, felinos e macacos. Vacas soropositivas t€m 95,2% de probabilidade de
transmissdo vertical de Neospora caninum. Por isso, em propriedades endémicas, as taxas de
soropositivas geralmente sao idénticas entre terneiras e adultas.

A infeccdo horizontal (p6s-natal), pela ingestdo de dgua ou alimentos contaminados
com oocistos liberados pelos cdes também pode ocorrer, sobretudo em casos de surtos de
abortos. Farias et al. (2003), constataram associacdo entre soroprevaléncia (e abortos) dos
bovinos e presenca de cdes na propriedade, comprovando que o convivio caes/bovinos
aumenta a prevaléncia de soropositivos para Neospora caninum em ambas as espécies. Da
mesma forma, os cdes de propriedades rurais apresentaram maior prevaléncia de infec¢ao do
que os de drea urbana. Isto sugere que os cdes de drea rural podem adquirir a infec¢do pela
ingestdo de alimento contaminado de origem bovina, como fetos, membranas fetais e fluidos.

Os estudos epidemioldgicos realizados até o momento indicam que a infec¢do pos-
natal tem menor importancia, ocorrendo em niveis inferiores aos verificados para a
transplacentdria. Essa hipdtese é confirmada pela semelhanca entre as prevaléncias de
positivos nas diferentes faixas etdrias.

A ingestdo de taquizoitos de Neospora caninum com o colostro levou a resposta
soroldégica dos bezerros em experimentos, sendo um indicativo de que as fases assexuadas do
parasita também podem causar infec¢ao.

Sabe-se que, quanto a transmissdo, Neospora caninum em bovinos difere de
Toxoplasma gondii em ovinos, sobretudo por dois fatores: a infec¢do ndo necessita ocorrer
durante a prenhez para atingir o feto, e, vacas que abortam um feto infectado podem causar
nova infeccdo fetal nas proximas gestacgoes.

Cadelas prenhas podem estar infectadas subclinicamente e transmitir

Neospora caninum pela placenta a seus fetos, e ninhadas sucessivas podem nascer infectadas.
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A maioria dos casos clinicos ocorre em filhotes, infectados congenitamente.
Caracteriza-se por uma paralisia ascendente, com os membros posteriores geralmente mais
afetados, podendo ter hiperextensdao rigida ou flacida, provavelmente decorrente da
poliradiculoneurite e miosite causadas pela infeccdo. Podem ainda apresentar dificuldade de
degluticdo, paralisia da mandibula, cegueira, convulsdes, incontinéncia urindria e fecal,
flacidez e atrofia muscular e falha cardiaca.

Em caes adultos a apresentacdo € mais variada, e além do quadro neuromuscular,
podem ocorrer dermatite piogranulomatosa, miocardite fatal e pneumonia.

Os caes podem sobreviver durante meses com paralisia progressiva,
meningoencefalite, insuficiéncia cardiaca, complicacdes pulmonares e na maioria das vezes
0s animais precisam ser eutanasiados.

Na necropsia, podem ser constatadas lesdes inespecificas, como dreas de necrose do
SNC, granulomas em visceras, estrias esbranqui¢cadas nos miusculos e megaesdfago
(BARBER 1988). Pode haver hepatomegalia e lesdes musculares (atrofia e fibrose).

No exame microscopico, sdo identificados taquizoitos ou cistos em bidpsias de
tecidos (musculo) ou em aspirados citologicos (pulmonar, liquor, exudado de pustula
dérmica). No SNC sdo detectados cistos, meningoencefalomielite multifocal ndo supurativa,
infiltrado perivascular mononuclear ou polimorfonuclear, neovascularizacdo, gliose e
meningite (UGGLA et al. 1989).

Pode ocorrer necrose multifocal do miocardio, com grupos de taquizoitos nos
midcitos cardiacos. O figado apresenta dreas multifocais de necrose e lipidose dos hepatdcitos
e nos pulmdes verifica-se pneumonia intersticial difusa com necrose total de células epiteliais
alveolares, hemorragia, edema, macréfagos no espaco alveolar, podendo ainda aparecer

taquizoitos JARDINE e DUBEY 1992).
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Desde sua descricdo, o Neospora caninum vem sendo implicado como um dos
principais causadores de aborto em bovinos de praticamente todo o mundo, residindo ai sua
importancia econdmica (DUBEY 1999a) Em algumas regides, mais de 42,5% dos abortos sao
atribuidos a neosporose (ANDERSON et al. 1991).

O impacto economico depende, além do valor dos fetos abortados, dos custos
indiretos como: auxilio profissional, custo de técnicas de diagndstico, aumento do tempo de
lactagdo, possiveis quedas na producdo de leite e reducdo da vida produtiva da vaca
(THURMOND e HIETALA 1996). Essas perdas ndo estdo devidamente quantificadas no
mundo. Na Califérnia, foi estimado que esse protozodario pode causar prejuizos de 35 milhdes
de ddlares por ano aos produtores de leite (LINDSAY 1998). Na Austrdlia, estima-se que a
neosporose leve a perdas anuais de 85 milhdes de ddlares na bovinocultura de leite e de 25
milhdes de délares na producio de carne.

O diagnéstico clinico no cdo € dificil, pois a sintomatologia nervosa pode confundir
com traumatismos, patologias do disco intervertebral, cinomose e raiva, entre outros.

Exames hematoldgicos de bioquimica podem auxiliar o diagndstico (niveis elevados
de creatinina, de enzimas hepéticas e proteinas totais do liquor onde podem ser detectados
bradizoitos).

Nas fezes, podem ser encontrados oocistos que precisam ser diferenciados de outros
géneros apds sua esporulacdo, principalmente de Hammondia sp. cujo oocisto também ¢é
disporico e tetrazdico (2 esporocistos, com 4 esporozoitos cada), além de ter tamanho similar.
Para isso é feita inoculacdo experimental em animais de laboratério (preferencialmente
gerbis).

As provas soroldgicas mais utilizadas sdo RIFI e ELISA. A imunofluorescéncia com
titulo maior ou igual a 50 indica exposicao do cdo ao agente. Um titulo maior ou igual a 800

em cdo com sinais clinicos, € forte indicio de neosporose.
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No diagnéstico pés-morte, € necessdrio o uso de imunohistoquimica para detectar

taquizoitos e cistos nos tecidos fixados (GIRALDI, BRACARENSE e VIDOTTO 2001).
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2. OBJETIVO

Considerando-se a importancia da leptospirose e da toxoplasmose caninas a saide
publica, tendo em vista o risco de infec¢do representado pelo estreito contato entre a espécie
humana e os cdes e levando-se em conta que a neosporose acarreta graves prejuizos
econdmicos a pecudria bovina, ainda que sem risco conhecido para a saide humana, o
presente estudo objetivou realizar um levantamento soroldgico em relacao a tais enfermidades

em cies errantes procedentes de Avaré (SP).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CARACTERIZAGCAO DO MUNICIPIO DE AVARE

Elevada a categoria de estancia turistica, Avaré localiza-se na regidao Sudoeste do
estado de Sao Paulo, distante 260 Km da capital Sao Paulo. Estd as margens do Rio
Paranapanema, um grande volume de dguas limpas. A cidade possui hoje 80 mil habitantes e
uma drea territorial de 1.217 Km2.

Seu clima é o subtropical umido com invernos secos e verdes quentes com
temperatura média de 20,6°C, e precipitacao pluviométrica anual de 1.388,1 mm. A vegetacdo

¢é o cerrado, floresta estacional semidecidual (IBGE, 2005; FUNDA(;AO SEADE, 2005).

3.2. CARACTERIZACAO DA AMOSTRAGEM

3.2.1. Alocacio dos Animais

ABRIGO PICCOLINA

Entidade criada e mantida pela iniciativa privada, desde Outubro de 2003, que cuida,
recupera e disponibiliza para adocdo cdes que estavam abandonados pelas ruas de Avaré.
Estes animais recebem atendimento veterindrio voluntdrio, com medicacdo necessdria e
vacinagdo anual com:

Rai — Vac® I Fort Dodge, Vacina Inativada contra a Raiva e

Duramune® Max 5-CvK/4L Fort Dodge, vacina contra Cinomose, Hepatite,
Adenovirus Tipo 2, Parainfluenza, Parvovirose, Coronavirose e Leptospirose.

As fracdes Leptospira das vacinas sdo preparadas a partir de componentes de

membrana externa através da tecnologia O.M.C. (Outer Membrane Complex), usada para



32
extrair os antigenos altamente imunogénicos das células da Leptospira icterohaemorrhagiae,
Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa e Leptospira pomona.

(www.fortdodge.com.br; 2007)

A alimentacdo € ragdo, que é fornecida duas vezes ao dia sempre depois da
higienizac¢ao dos canis.

Todos os cdes que totalizaram os 300 animais no aguardo de adocao, foram cedidos
para que se procedesse o presente trabalho.

Procedeu-se a colheita de sangue dos 300 cdes sendo 180 fémeas e 120 machos,
todos castrados e mantidos em canis, com capacidade para 5 animais cada, divididos em
estado geral e idade compativeis. Foram colhidos 5 mL de sangue, pela pun¢do das veias
cefdlica ou jugular e encaminhados a um laboratério veterinario da cidade de Avaré, onde
procedeu-se a centrifugacdo a 1.613g durante 10 minutos O soro foi acondicionado em
microtubos de plastico (eppendorf) de 1,5 ml e mantido em freezer a —20°C, até o momento da
realizacdo das técnicas diagndsticas nos laboratérios das disciplinas de Zoonoses e de
Planejamento de Saide Animal e Saude Publica da FMVZ — UNESP / Campus de Botucatu —

SP.

3.3. PROCEDIMENTOS
3.3.1. Diagnostico Laboratorial para Leptospirose
O diagnéstico € realizado principalmente através de métodos indiretos, baseando-se
na demonstracdo de anticorpos. A principal prova utilizada € a de Soroaglutinagdo

Microscépica (SAM), realizada rotineiramente somente em laboratorios especializados.
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3.3.1.1. Prova de Soroaglutinacao Microscopica (SAM):

A técnica de Soroaglutinagdo Microscdpica seguiu os critérios recomendados pelo
Ministério da Saude (Brasil, 1995). Foram utilizadas como antigenos culturas de cepas-padrao
de Leptospira spp, mantidas por repiques semanais em meio liquido de EMJH. Para a
realizacdo do teste em caninos, foram utilizados doze sorovares: australis, autumnalis,
Bratislava, canicola, cynopteri, copenhageni, icterohaemorrhagiae, hardjo, djasman,
grippotyphosa, pomona, pyrogenes. O grau de aglutinac¢do foi observado em microscépio de
campo escuro no aumento 10X, sendo considerado positivo os sorovares que possuirem 50%
ou mais de aglutinacdo a triagem, e como ponto final da reacdo a mais alta diluicdo do soro

capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras em relagdao ao controle.

3.3.2. Diagnostico Laboratorial para Toxoplasmose
O diagnéstico foi realizado pelo Método de Aglutinacdo Direta (Protocolo MAD).
Método diagnéstico realizado em laboratérios especializados, ¢ um método especifico,

sensivel e de fécil realizacdo.

3.3.2.1. Método de Aglutinacao Direta (Protocolo MAD-AF): Producao de

antigeno para diagnéstico da Toxoplasmose
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Foram inoculados cinco camundongos, via intraperitoneal, com 1mL de suspensao
da cepa RH, previamente selecionada. Realizou-se lavado peritoneal, trés dias apés, com 10
mL de solugdo fisioldgica 0,9% estéril, por animal. Observou-se ao microscopio se 0s
parasitas estavam livres de contaminacdo bacteriana, hemadcias e leucocitos. Os mesmos
foram homogeneizados, volume a volume, com liquido ascitico tumoral (células de sarcoma
murino TG180), previamente diluido a 1/8 em solucdo fisiolégica 0,9% estéril, para obter um
volume final de 60ml de suspensdo. Com esta suspensdo de taquizoitos e células tumorais,
foram inoculados 30 camundongos Swiss, com 40 dias de idade (2mL para cada). Dois dias
apos, o exudato foi coletado com 10mL de solugdo fisioldgica 0,9% estéril (DESMONTS e

REMINGTON, 1980).

3.3.2.2. Preparacgéo do Antigeno Fixado pela Formalina (AF)

Foi adicionado volume a volume solucdo de formalina-12% (formaldeido-6%),
diluida em solucdo fisiologica 0,9%, a suspensdo com parasitas, mantendo-se overnight a 4°C.
No dia seguinte, centrifugou-se a 600g por 10 minutos e, ressuspendeu-se o sedimento, em
50ml de solugdo fisiolégica 0,9%. A operacdo foi repetida mais trés vezes, para remover o
formaldeido, e finalmente, ressuspendida em solucdo tampao borato pH 8,7. A suspensdo
final, contendo 2x10* parasitas por U, foi conservada a 4°C (DESMONTS e REMINGTON,

1980).

3.3.2.3. Técnica soroldgica
O método de aglutinacdo direta foi deve ser realizado segundo o proposto por
DESMONTS e REMINGTON (1980). As amostras de soro foram diluidas em microplacas de

fundo chato, onde foi adicionado 150ul de SST 0,01M pH 7,2 em todas as cavidades a serem
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utilizadas. Na primeira cavidade, foi adicionado 10wl de soro (dilui¢do 1:16) e, apos
homogeneizacdo com o auxilio de micropipeta, transferiu-se S0ul para outra cavidade,
equivalendo a diluicdo 1:64, procedendo-se assim até a dilui¢do 1:8192. A seguir, 25ul de
cada diluicao do soro foi transferido para as respectivas cavidades de microplacas com fundo
em “V”, e 25ul de 2-mercaptoetanol 0,2M, diluido em SST 0,01M pH 7,2 (MAD-AF) e, 50 ul
do antigeno, diluido em solu¢do tampao borato pH 8,7 (MAD-AF) foram adicionados as
cavidades. As placas foram seladas com filme plastico, homogeneizadas por um minuto e
incubadas a temperatura de 37°C, por seis horas ou overnight, procedendo-se a leitura com
interpretacdo dos resultados. O teste foi considerado positivo, quando houvesse a formagao de
uma malha cobrindo pelo menos metade do fundo da cavidade, e negativo se houvesse a

formagao de botdo, ou anel, no fundo da mesma.

3.3.3. Diagnéstico Laboratorial para Neosporose
A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi empregada para a pesquisa de
anticorpos anti N. caninum. Esta prova foi utilizada, pois é considerada a metodologia de

referéncia para a pesquisa de anticorpos de N. caninum.

3.3.3.1. Repique de Células:

z . 2 .
As células foram repicadas em garrafa de 25cm”: desprezou-se o meio (descarte em

frasco de vidro autoclavado com gaze na abertura). Acrescentou-se 2 mL de tripsina,
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aguardou-se 2 minutos a fim de que as células fossem sensibilizadas, desprezou-se o
contedido, adicionou-se novamente a mesma quantidade de tripsina e descolou-se o tapete
agitando a garrafa. Colocou-se 4 mL de meio RPMI1640 sem soro fetal bovino para
neutralizacdo da agdo da tripsina. Passou-se de 0.1-1.0 mL (dependendo da quantidade de
células que estavam soltas) para uma nova garrafa, contendo 6-8 mL de meio RPMI1640 com
soro fetal bovino a 10%. Identificou-se a garrafa com tipo de célula, nimero da passagem e
data (ex.: VERO R 3P 12/04).

Submetidas posteriormente ao congelamento a —80°C e descongeladas do nitrogénio

liquido para um banho-maria a 37°C para descongelamento rapido.

3.3.3.2. Inoculacao de Neospora caninum:

Utilizou-se uma garrafa ja inoculada com N. caninum e com monocamada ja
destruida, homogeneizar com uma pipeta de 1 ml o contetido da garrafa. Deste meio retirou-se
0,5 mL e inoculou-se uma garrafa contendo uma monocamada de células mais 6-8 mL de

meio RPMI1640 sem soro fetal bovino. Para a preparacdo de laminas inoculou-se 1 mL.

3.3.3.3. Preparacio das laminas:

Homogeneizou-se o conteddo da garrafa, transferiu-se para um tubo de centrifugacdo
(15/50 ml), centrifugou-se a 1.500 rpm (350G) por 10 minutos a 4°C (2 vezes), removeu-se o
sobrenadante, ressuspendeu-se os taquizoitos em PBS 7.2 (3 mL), avaliou-se ao microscépio
para verificar a presenga de 30-40 taquizoitos por campo, sensibilizou-se as laminas, as quais
foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora e posteriormente fixadas em metanol e

acondicionadas em freezer a —20°C.
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3.4. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

O principio da RIFI € a deteccdo de anticorpos direcionados aos antigenos de
superficie celular dos taquizoitos de N. caninum. Como esses antigenos sao considerados mais
especificos do que os componentes intracelulares, os taquizoitos inteiros de N. caninum serao
fixados nos orificios de laminas adequadas para este fim. Os anticorpos contra N. caninum
presentes no soro, ligam-se aos taquizoitos do parasita. A seguir, utiliza-se anti-soro
especifico, conjugado ao isotiocianato de fluoresceina, para a formacdo de um complexo
imune estavel. Esta reacdo € detectada pela fluorescéncia dos taquizoitos.

As laminas, utilizadas como antigenos, foram produzidas no laboratério do Servigo
de Diagnéstico de Zoonoses, com a cepa NC-1 de N. caninum, mantida in vitro, cedida
gentilmente pela Professora Dra. Solange Maria Gennari e pela médica veterindria Dra. Hilda
Fatima de Jesus Pena, da Universidade de Sao Paulo — USP — Sao Paulo. Para a manuten¢ao
da cepa NC-1 de N. caninum in vitro foi utilizada se utilizando a cultura em células Vero, que
sdo cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino a 10%.

As amostras de soros foram inicialmente triadas, considerando-se como ponto de
corte o titulo 25. Em microplacas, seguindo-se protocolo, foram diluidos 10ul de cada
amostra de soro em 240ul da solucdo de dilui¢do contendo albumina sérica bovina (BSA), pH
7,4; incluindo-se os soros controles positivo e negativo. Apds dilui¢do, foram pipetados 10ul
de cada amostra de soro nos pog¢os das laminas e incubados em camara imida a 37°C durante
30 minutos. A seguir foram lavados, com solu¢do salina tamponada (PBS) pH 9,0 em dois
banhos de 10 minutos cada. Apds secagem, foram adicionados 10 microlitros de conjugado
anti-IgG bovino preparado em solugdo de azul de Evans, previamente diluidos a 1:5 em PBS

pH 9,0, em cada poc¢o da lamina.
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Para a titulacdo, das amostras positivas, foram testadas dilui¢des ao dobro, ou
seja, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 até 1:800. Nos casos de ocorréncia de reacdo na udltima

diluicdo testada, foram avaliadas novas dilui¢des, para obtengado do titulo final.
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4. RESULTADOS

4.1. LEPTOSPIROSE

Os caes foram testados para Leptospirose canina através da Prova de Soroaglutinacao
Microscépica (SAM).

Os sorovares testados para leptospirose canina foram : AUS= australis; BRAT=
bratslava; AUT=autmnalis; CAN= canicola; CYN= cynopteri; DJA= djasman; GRY=
gryppotyphosa; COP= copenhageni; ICT = icterohaemorrhagiae; POM= pomona; PYR=

pyrogenes; HAR= hardjo.

Tabela 1 - Resposta Soroldgica a leptospirose em 300 cdes errantes do municipio de Avaré (SP) pela prova de
soroaglutinagdo Microscépica (SAM). Botucatu, SP (2008)

SOROVARES REAGENTES SOROVARES NAO REAGENTES

bratislava 35,7% australis
cynopteri  17,9% djasman
autumnalis  14,3% gryppotyphosa
copenhageni 10,7% pomona
icterohaemorrhagiae 7,1% pyrogenes
canicola 7,1%

hardjo 7,1%

A resposta soroldgica de aglutininas anti-leptospira em 300 caes errantes e
posteriormente domiciliados em canil privado, advindos das ruas de Avaré-SP, foi de 9,33%
(28/300) apresentando maior importancia os sorovares bratislava com 35,7% (10/28) de
incidéncia, seguido pelo sorovar cynopteri com 17,9% (5/28), autumnalis 14,3% (4/28),
copenhageni 10,7% (3/28), icterohaemorrhagiae, canicola e hardjo com 7,1% (2/28) para
cada sorovar. O nimero de caes nao reagentes foi 272 (90,67%), como podemos observar nos

graficos 1 e 2.
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9,33%

90,67%

O Reagentes B Nao Reagentes

Griéfico 1 — Porcentagem de cées reagentes e ndo reagentes a Leptospirose pela prova de Soroaglutinacio
Microscépica em 300 cdes errantes do municipio de Avaré (SP). Botucatu (SP) Botucatu (SP) 2008.

7,11% 10,71%

7,11%

711% 17,92%

35,74%
Ocopenhageni M cynopteri Oautumnalis
M bratislava Ecanicola Micterohaemorragiae
M hardjo

Grifico 2 — Resposta soroldgica aos sorovares em 28 caes reagentes a Leptospirose pela prova de
Soroaglutinagdo Microscépica, segundo os sorovares utilizados no teste em 300 cées errantes do municipio de
Avaré (SP). Botucatu (SP), 2008.
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Tabela 2 -Sorovares reagentes, Titulo de Reacdo e N° de animais reagentes a prova de Soroaglutinacio

Microscépica para Leptospirose em 300 caes errantes do municipio de Avaré (SP). Botucatu (SP) 2008.
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4.2. TOXOPLASMOSE

Foi utilizado a técnica do Método de Aglutinacdo Direta (MAD) em soro de 300 caes
errantes de Avaré (SP), 78 caes reagentes (26%), sendo que 10 cdes (3,33%) obtiveram
titulo de reagdo 16, 41 caes (13,66%) titulo 64, 27 caes (9%) titulo 256 e 222 caes (74%)
foram Nao Reagentes.

3,33%

13,64%

9,00%

74,02%

M Titulo de Reacgao 16 W Titulo de Reagao 64
OTitulo de Reagao 256 B Nao Reagentes

Griéfico 3 — Titulagdes apresentadas no teste de Aglutinagdo Direta para Toxoplasmose, em soros de 300 caes
errantes do municipio de Avaré (SP). Botucatu (SP) 2008

4.3. NEOSPOROSE

Os soros dos 300 cades errantes do municipio de Avaré (SP), foram testados para
neosporose apresentando-se apenas dois caes (0,66%) reagentes, um reagente com titulo
25 e outro com titulo 100.
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5. DISCUSSAO

LEPTOSPIROSE

A comparacg@o com outros estudos realizados torna-se relativamente dificil, devido as
varidveis geograficas, como clima, solo, estagao do ano, sorovares utilizados, titulo utilizado
como reativo e também ao tipo de dados epidemioldgicos coletados envolvidos.

Santa Rosa et al. (1980) em um trabalho com 1428 cédes da cidade de Sdo Paulo
colhidos com intervalo de 12 meses até 1977 obtiveram o sorovar canicola (50,7%) como o
de maior importancia, seguido do icterohaemorrhagiae (25,5%), grippotyphosa (6,7%) e
ballum (4,4%).

Modolo et al. (2000) , utilizaram-se desses mesmos sorovares testados em 775
amostras de cdes da cidade de Botucatu e obteve 119 soros reagentes sendo os sorovares
canicola (40,3%) e pyrogenes (34,5%) os de maior importancia.

Da Silva et al. (2003) também em uma campanha de vacinagdo anual da cidade de
Botucatu testaram 1000 cades no ano de 2001, utilizando 24 sorovares, obtendo maior
importancia os sorovares castellonis (28,68%), autumnalis (19,12%), pyrogenes (17,65%),
icterohaemorrhagiae (11,03%) e canicola (9,56%).

Em mais um estudo onde prevaleceu o sorovar canicola (37,33%) como de maior
importancia foi em Pelotas — RS, em que Furtado et al. (1997) pesquisaram 260 cdes de
residéncias, obtendo 75 amostras reagentes assim descritas icterohaemorrhagiae (24%),
andamana (9,33%), pyrogenes (4%), autumnalis (1,33%) e coaglutinacdes (24%)

Em todos os estudos descritos acima foi utilizada a Prova diagndstica de
Soroaglutinagdo Microscdépica e a titulagdo escolhida foi de 1:100 para cdes reagentes.

Diante destas variacdes nas porcentagens dos sorovares conclui-se que hd uma

grande dificuldade na interpretacdo dos resultados soroldgicos para leptospirose pois fatores
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como o nao estabelecimento de um titulo padriao de anticorpo indicativo da infeccdo, reacdes
cruzadas de anticorpos, cdes vacinados desenvolvem baixos titulos de anticorpos aglutinantes
e estes persistem de um a trés meses apds a vacinacao. O sorovar icterohaemorrhagiae muito
importante em regides de clima como o de Avaré, mostrou-se de menor importancia no
presente trabalho, com apenas 7% de reagentes (Grafico 2), pela cidade apresentar—se plana
desfavorecendo as enchentes e alagamentos bem como o menor acimulo de ratos responsavel
pela manutencao desse sorovar diminuindo a probabilidade de infec¢des por esse sorovar.

Modolo et al. (2000) citaram a importancia dos sorovares copenhageni, autumnalis e
bratislava considerados emergentes ou reemergentes em outros paises e neste trabalho
também pudemos mostrar a importancia de tais sorovares, apresentando, neste estudo, 11%,
14% e 36% de animais reagentes a Soroaglutinagdo Microscdpica, respectivamente, conclue-
se aqui que a presenca de aglutininas anti-leptospiricas em soros de cdes errantes de Avaré
(SP) nao demonstrou alta porcentagem, ficando em (9,33%), em relacdo aos trabalhos
estudados, indicando que os animais tiveram contato com o agente e que podem exercer papel
de portadores inaparentes, pois sabemos que todos estdo aparentemente sauddveis, e que
podem eliminar leptospiras pela urina, contaminando o ambiente e proporcionando risco a

saude do homem.

TOXOPLASMOSE

A porcentagem de animais com titulacdo para Toxoplasmose dos 300 cdes advindos
das ruas de Avaré e agora domiciliados em canil privado foi de 26%. Sendo que 10 animais
apresentaram titulo 16 (3,33%); 27 animais titulo 256 (9%) e outros 41 animais titulo 64
(13,66%).

Garcia et al. (1999), estudando a prevaléncia do Toxoplasma gondii em 189 caes de

40 diferentes propriedades rurais em Jaguapita no estado do Parand encontraram 159 (84,1%)



45
animais com soros reagentes, sendo o titulo 64 (38,4%) o mais freqgiiente com 61 animais,
seguidos pelos titulos 16 (31,4%) 50 animais, titulo 256 (22%) 35 animais, titulo 1024 (6,3%)
10 animais e titulo 4096 (1,9%) 3 animais. A soropositividade foi menor nos animais com
menos de 8 meses de idade e o Toxoplasma gondii estava amplamente distribuido na
populacdo canina da regiao.

Varandas et al. (2001), testaram 295 amostras de soro anti-Toxoplasma gondii e
também anti-Neospora caninum. Amostras essas coletadas de julho de 1999 a setembro de
2000 na zona rural e urbana no nordeste do estado de Sao Paulo. O titulo igual ou maior que
16 foi considerado positivo, 151 (51,19%) animais foram reagentes para Toxoplasma gondii e
17 (5,76%) animais apresentaram titulos para ambos os coccidios mostrando que Toxoplasma
gondii assim como o Neospora caninum estdo disseminados na populacdo canina da regiao
nordeste do estado de Sdo Paulo, inclusive com ocorréncia simultinea.

Costa et al. (2004), durante a campanha de vacina¢do municipal anti-rabica na cidade
de Botucatu, testaram 670 amostras de sangue de cdes escolhidos aleatoriamente e obtiveram
116 (17,31%) amostras positivas com titulos variando entre 16 (69,82%); 64 (13,8%); 256
(15,52%) e titulo 1024 (0,86%). Com este estudo concluiu-se que a infec¢do por Toxoplasma
gondii é endémica na cidade de Botucatu.

Langoni et al. (2004), também em pesquisa anti-Toxoplasma gondii com caes de
campanha de vacina¢@o anual colheram 780 amostras de sangue encontrando 258 (33,1%)
amostras positivas sendo 134 amostras o titulo 16 (52,6%) de maior freqiiéncia, seguidos
pelos titulos 64 (42,4%) em 110 amostras e o titulo 256 (50,5%) em 14 amostras. Nao houve
diferenca significativa em machos e fémeas testados e a infeccdo foi considerada maior com o

aumento da idade dos animais.
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Nos trabalhos citados acima a prova diagndstica adotada foi o Método de
Aglutinag¢do Direta MAD.
O presente trabalho mostrou que de 300 caes testados, 78 (26%) apresentaram titulo
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, o que indicou a ocorréncia do agente na populacao
canina de rua em Avaré (SP) mesmo em niveis inferiores aos observados por Langoni et al.

(1999) em Botucatu e de Garcia (1999), no estado do Parana.

NEOSPOROSE

O presente estudo mostrou um insignificante resultado de diluicao apresentando em
apenas dois caes a dilui¢ao de 1/25 e 1/100 dos 300 animais testados. Embora ndo se conheca
a procedéncia desses animais antes de serem acolhidos no abrigo, pode-se pensar que nao
tenham vindo da zona rural onde a prevaléncia do Neospora caninum € maior por poderem os
cdes se alimentarem de restos de abortos infectados, bem como ingerirem oocistos presentes
em fezes.

Varandas et al. (2001), correlacionando 295 soros de caes anti-Neospora caninum e
anti-toxoplasma gondii encontrou para a dilui¢do 50, 25 (8,48%) caes com anticorpos anti-
Neospora caninum. E neste mesmo estudo, do total de 58 (19,66%) cdes que apresentavam
sintomatologia nervosa, foram detectados anticorpos anti-Neospora caninum em 4 (1,36%)
caes. Apesar da literatura atribuir a ambos coccidios a etiologia de distirbios neurolégicos em
caes, os resultados obtidos ndo revelaram correlag@o significativa entre sorologia positiva e a
presenca de neuropatias nos animais examinados.

Fernandes et al. (2004), ao testarem 450 cdes em Uberlandia —-MG, sendo 300
animais da drea urbana, 58 animais peri urbana e 92 animais da &area rural, obtiveram 94
(20,89%) animais com niveis de anticorpos para Neosporose canina sendo 63 (14%) animais
da area urbana, 11(10,7%) animais da area peri urbana e 20(21,7%) animais da area rural. Os

titulos encontrados em 20 caes foi 50, em 41 caes variacao de 100 a 800 e dois caes tiveram
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titulo de 3200. Observou-se também que o nivel dos anticorpos aumentou com o aumento da
idade mas o mais importante foi a maior prevaléncia de anticorpos em caes da area rural.
Souza et al (2002), encontraram 21,6% de cdes da area rural no norte do estado do Parana
com titulos positivos para neospora caninum. Barber et al. (1997) que observaram no Uruguai
resultado similar com 20% dos cdes também em &rea rural. A ocorréncia de anticorpos anti-
Neospora caninum em 10,7% dos cdes de dreas urbanas foi maior que resultados obtidos em
estudos similares nos Estados Unidos por Lindsay; et al (1990) e no Japao Sawada; et al
(1998), com valores de 2% e 7% respectivamente. Por outro lado, em cdes da cidade de Sao
Paulo, Gennari; et al (2002) observou a ocorréncia de anti corpos anti-Neospora caninum em
10% de caes domiciliados e 25% em caes de rua, usando o teste de aglutinacio como método
diagnostico. Canon-Franco; (2002) descreveu a ocorréncia de anticorpos anti-Neospora
caninum em 13 (8,3%) caes de 157 animais testados em Monte Negro — Rondonia. Resultado
menor do que os observados e descritos nestes estudos.

Jesus et al. (2006), estudando 165 caes domiciliados e 250 caes errantes de Salvador
e Lauro de Freitas na Bahia nos anos de 1994 a 2001 pela técnica RIFI com diluicdo de
escolha de 50, detectaram dos cdes domiciliados 22 (13,3%) animais com anticorpos anti-
Neospora caninum e dos caes errantes 28 (11,2%) animais com anticorpos anti-Neospora
caninum. Neste trabalho houve similaridade na prevaléncia de anticorpos anti-Neospora
caninum nos cades domiciliados e nos cées errantes. A possibilidade de transmissdo horizontal
entre cdes errantes e rurais pode ser maior devido a facilidade de ingestdo de roedores,
passaros e outros animais que podem servir como reservatorios do Neospora caninum e desta
forma, funcionar como fonte de infeccdo para os cdes. Outro possivel fator seria que caes
errantes ou rurais seriam expostos mais freqiilentemente a ambientes contaminados com
oocistos eliminados por caes infectados. Por outro lado, a transmissao vertical e a conseqiiente

criacdo de animais assintomdticos podem ser responsdveis pela manuten¢do do nivel de
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infec¢do por este coccidio nas populagdes caninas, o que poderia justificar a paridade entre os
dados de soroprevaléncia encontrado nos caes domiciliados e errantes, nos trabalhos
consultados. No presente estudo com apenas dois cdes apresentando-se reagentes (0,66%)
numa populagdo estudada de 300 animais, mostra que na populagcdo canina urbana errante da

cidade de Avaré (SP) a infeccao pelo Neospora caninum praticamente € rara.



49

6. Conclusoes

1. Embora o percentual de reagentes seja inferior a maioria dos trabalhos de

referéncia, a infeccao leptospirica estd presente na populagcdo canina errante de Avaré
e a disseminacdo seria maior se nao fosse a retirada dos caes das ruas, albergando-os e

vacinando-os

2. Os reagentes para Toxoplasma gondii compuseram 26% dos animais estudados e

mesmo considerando-se que os titulos ndo foram tdo elevados, superam em muito os 9,3%

encontrados como reagentes para leptospirose.

3. Apenas dois animais (0,66%) apresentaram-se reagentes para Neosporose canina

sendo um animal na diluicdo 25 e o segundo animal na diluicdo 100, o que indica, que a

neosporose nao € uma enfermidade presente na papulacdo canina urbana de Avaré.
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8. ANEXOS

Soluc¢do Tampao Borato 8,7

Tabela 1 — Reagentes utilizados para prova diagndstica da Toxoplasmose
REAGENTES 200ml 500ml 1000ml
Cloreto de sodio 1,4¢ 3,51g 7,02g
Acido bérico 0,62g 1,55¢ 3,09
Albumina bovina 0,80g 2,00g 4,00g
Hidréxido de sédio 1N 4,8ml 12ml 24ml
Agua deionizada estéril ou ultra-pura 195,2ml 488ml 976ml

Hidroxido de sodio 1N

0,4¢g hidréxido de sédio para 10ml de 4gua deionizada estéril ou ultra-pura

Solucdo Salina Tamponada de Fosfatos (SST 0,01M pH 7,2)

| 1 litro 2 litros | 3 litros | 5 litros
NaCl 8,183¢g 16,366g 24,549¢ 40,915¢g
Na,HPO, 1,052¢g 2,103g 3,155¢g 5,258¢g
NaH,PO, . H,O 0,358¢g 0,716g 1,074g 1,790g
SST 0,01M pH 7,2 + 2ME
Para 10ml:
SST 0,01M pH7,2 10000ul
2-mercaptoetanol 140ul

Tabela 2 - Reagentes utilizados no teste de toxoplasmose
2-mercaptoetanol 99% C,HsOS (M = 78,10g/mol) Reagen”
Formaldeido CHO (M = 30,03g/mol) Synth®
Cloreto de sodio NaCl (M = 58,44g/mol) Nuclear®
Acido bérico H;BO; (M = 61,83g/mol) DinAmica®
Hidréxido de sédio NaOH (M = 40,00g/mol) Synth®
Fosfato de sédio dibasico anidro NaH,PO, - H,O (M = 141,96g/mol) Chemco®
Fosfato de s6dio monobasico Na,HPO, (M = 137,99g/mol) Chemco®
Agua deionizada Deionizador Permution Permution”®
Albumina bovina Fra¢do V segundo Cohn — 100g (C6d. 1870) Inlab®
Fonte: Desmonts e Remington (1980)
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RESUMO

Pesquisa de Anticorpos Anti Leptospira spp, Toxoplasma gondii € Neospora caninum Em

Caes Recolhidos Das Ruas E Albergados Em Canil Privado Em Avaré (SP).

O objetivo deste estudo foi investigar o perfil sorolégico de 300 caes sem ragas definidas, de
diferentes faixas etdrias e sexo para Leptospira spp, Toxoplasma gondii e Neospora caninum,
expostos aos antigenos na cidade de Avaré (SP). Os cdes estavam vivendo nas ruas e
posteriormente foram levados a um canil privado com alimentagdo, vermifugacdo e
assisténcia veterindria desde 2003, onde as amostras de soro foram obtidas. Pela proximidade
com o homem, esses cdes foram testados para trés importantes doencas: leptospirose,
toxoplasmose e neosporose caninas. O método diagndstico utilizado para leptospirose foi a
Prova de Soroaglutinacio Microscépica (SAM). Os resultados indicaram a prevaléncia de
9,33% e o sorovar reagente de maior freqiiéncia foi o bratislava (35,7%), cynopteri 17,9%,
autumnalis 14,3%, copenhageni 10,7%, com igual propor¢cdo de 7,1% para os sorovares:
icterohaemorrhagiae, canicola, hardjo e ndo reacdo para os sorovares : australis, djasiman,
gryppotyphosa, pomona e pyrogenes. Foi utilizado o Método de Aglutinagdo Direta (MAD-
AF) para o diagndstico da toxoplasmose com 26% dos animais reagentes a toxoplasmose com
titulos variando entre 16 e 256, os respectivos nimeros sdo: 16 (3,33%), 64 (13,66%) e 256
(9%). Para o diagndstico da neosporose canina utilizado Reag¢do de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), somente 2 dos 300 cdes testados mostraram anticorpos para Neospora

caninum (0,66%) com dilui¢des de 1:25 e 1:100.

Palavras-chave: Zoonoses, caes, prevaléncia.
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ABSTRACT

Research about antibodies anti-Leptospira spp, Toxoplasma gondii and Neospora caninum in

dogs from streets and it’s in a private kennel in Avaré (SP).

The aim of this study was to investigate the serological profile of 300 mongrel dogs from
various ages and sex, to Leptospira spp, Toxoplasma gondii and Neospora caninum antigen
exposure in the city of Avaré Sao Paulo. The dogs were living on the streets, and afterwards
directed to a private kennel with food, vaccine, vermifuge and veterinarian assistance since
2003 which the serum samples were obtained from. Because of the man proximity, these dogs
were tested to three important diseases: leptospirosis, toxoplasmosis and neosporosis. The
diagnostic method run for leptospirosis was the Microscopic Aglutination Test (MAT). The
results indicated a prevalence of 9,33%, and most frequent reactant serovars were bratislava
(35,7%), cynopteri (17,9%), autumnalis (14,3%), copenhageni (10,7%), and 71% to all the
following serovars: icterohaemorrhagiae, canicola e hardjo. It was no response to the
serovars australis, djasiman, grippotyphosa, pomona and pyrogenes. It was used the Modified
Agglutination test (MAT) for diagnosis of toxoplasmosis and 26% of animals were positive,
with titers varying between 16 and 256, the respective figures being 16 (3,33%), 64 (13,66%)
and 256 (9%). Neosporosis was diagnosed by the Immunofluorescence antibody test (IFAT)
with results only two of the 300 dogs tested demonstrated Neospora caninum antibodies

(0,66%), with positivity at 1:25 and 1:100 dilution.

Key — words: Zoonosis, dogs, prevalence
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RESUMEN
Pesquisa de Anticuerpos Anti-Leptospira spp, Toxoplasma gondii y Neospora caninum en

canes sacados de las calles y albergados en canil privado de Avaré (SP).

El objetivo del presente trabajo fue investigar el perfil sorolégico de 300 canes sin razas
definidas, independientes de edad y sexo para Leptospirosis spp, Toxoplasma gondii y
Neospora caninum expuestos al antigeno en la ciudad de Avaré (SP). Los canes estavan
viviendo en las calles y despues albergados en un canil mantenido por la iniciativa privada,
recibiendo alimentacién, vacunacién, vermifugacién y asistencia veterinaria desde 2003
donde las amuestras fueron obtenidas. Por ser animales que estaban proximos de los hombres
se testd tres enfermedades de relevante importancia: leptospirosis, toxoplasmosis y
neosporosis caninas. Fue utilizado la prueba de sueroglutinacién microscopica (SAM) para
diagnéstico de leptospirosis. Los resultados indicaron la prevalencia de 9,33% y el suerovar
con mayor incidencia para  bratislava 35,7%, cynopteri 17,9%, autumnalis 14,3%,
copenhageni 10,7% con igual proporcion de 7,1% para los suerovares: icterohaemorrhagiae,
canicola, hardjo y no reaccion para los suerovares: australis, djasiman, gryppotyphosa,
pomona y pyrogenes. Para el diagndstico de la Toxoplasmose fue utilizado el Método de
Aglutinacion Directa (MAD-AF) obteniéndose 26% de los animales reagentes a la
toxoplasmosis con titulacién variando entre 16 y 256, los respectivo nimeros: 16 (3,33%), 64
(13,66%) y 256 (9%). Para el diagndstico de la Neosporosis se utilizé la Reaccién de
Imunofluorescencia Indireta (RIFI), solamente 2 de los 300 canes testados apresentaron
anticuerpos para neosporosis (0,66%), siendo la diluicién 1:25 y el otro perro la diluicién

1:100.

Palabras-Clave: Zoonosis, canes, prevalécia
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INTRODUCAO

Este trabalho € sobre uma pesquisa de anticorpos anti-Leptospira sp, anti-Toxoplasma gondii,
e anti-Neospora caninum, agentes causadores da leptospirose, doencga infecto-contagiosa
aguda, zoonoética, cosmopolita, que acomete varias espécies de animais domésticos, silvestres
e roedores. Entre os domésticos, em areas urbanas, os cdes assumem o papel de importantes
fontes de infec¢do para os seres humanos (CORREA & CORREA 1992a, GREENE et al.
1998, FAINE et al. 1999, MICHEL et al. 2002, SARKAR et al. 2002, BHARTTI et al. 2003,
SILVA et al. 2004, ASLANTAS et al. 2005, LILENBAUM et al. 2005, LOPES et al. 2005),
toxoplasmose com a maioria dos animais infectados por T.gondii resistentes a infec¢do, ndo
apresentando sintomas clinicos, tornando-se portadores inaparentes de modo que a
toxoplasmose-infeccdo é muito difundida (CORREA & CORREA 1992b) e uma das mais
comuns no homem, em todo o mundo (DUBEY et al. 1998, SAFADI 2000, TENTER et al.
2000). A toxoplasmose-doenga, com a presenca de sintomas clinicos € mais rara, apesar de
sua distribuicio mundial. A infeccdo pelo T.gondii constitui uma das zoonoses mais
difundidas no mundo. (DUBEY et al. 1998, KAWAZOE 2000). E neosporose, doenca
causadora principalmente de abortamentos endémicos e epidémicos, perdas neonatais em
bovinos, tem o cdo como hospedeiro definitivo do agente causador o Neospora caninum e
que foi por muito tempo confundida com a toxoplasmose (MCALLISTER et al. 1998).
Realizou-se uma pesquisa para a presenga de anticorpos das trés doengas citadas na populacdo
canina do municipio de Avaré (SP) em 300 cdes origindrios das ruas da cidade e albergados

em canil privado “Abrigo Picolina”.
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MATERIAIS E METODOS

Para que se procedesse o presente estudo, foram utilizados 300 caes oriundos das ruas de
Avaré (SP) e estdo albergados em um canil privado, “Abrigo Picolina”, desde 2003 ano de sua
formacgao. Recebem alimentagdo industrializada (rag¢do), atendimento veterindrio voluntario
com medica¢do necessaria, vacinacdo anual com:Duramune® Max 5-CvK/4L Fort Dodge,
vacina contra Cinomose, Hepatite, Adenovirus Tipo 2, Parainfluenza, Parvovirose,
Coronavirose e Leptospirose e Rai — Vac® I Fort Dodge, vacina inativada contra a Raiva
canina. Procedeu-se a colheita de sangue dos 300 animais que sd@o 180 fémeas e 120 machos
todos castrados e mantidos em canis com capacidade para 5 caes cada, divididos em tamanho
dos caes e faixa etdria aproximada. Foram colhidos 5 ml de sangue em seringa de 5 ml
descartavel, pela puncdo das veias cefélica ou jugular e encaminhados a um laboratério
veterindrio da cidade de Avaré onde procedeu-se a centrifugacdo a 1.613g durante 10
minutos. O soro foi acondicionado em microtubos de pléstico (eppendorf) de 1,5 ml e
mantido em freezer a —20°C, até o momento da realizacdo dos testes nos laboratérios das
disciplinas de Zoonose e de Planejamento de Saude Animal e Saide Publica da FMVZ —
Unesp/Campus de Botucatu — SP. O método diagndstico utilizado para leptospirose foi a
Prova de Soro Aglutinagdo Microscépica (SAM), os sorovares testados para leptospirose
canina foram : AUS= australis; BRAT= bratslava; AUT=autmnalis; CAN= canicola; CYN=
cynopteri;, DJA= djasman; GRY= gryppotifosa, COP= copenhageni; 1CT =
icterohaemorrhagiae; POM= pomona; PYR= pyrogenes; HAR= hardjo; para o diagndstico da
toxoplasmose utilizou-se 0 Método de Aglutinacdo Direta (Protocolo MAD-AF) e a Reacgdo

de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para o diagndstico da neosporose.



66

RESULTADOS E DISCUSSAO

A resposta soroldgica de aglutininas anti-leptospira em 300 caes errantes e posteriormente
domiciliados em canil privado, advindos das ruas de Avaré-SP, foi de 9,33% (28/300)
apresentando maior importancia os sorovares bratislava com 35,7% (10/28) de incidéncia,
seguido pelo sorovar cynopteri com 17,9% (5/28), autumnalis 14,3% (4/28), copenhageni
10,7% (3/28), icterohaemorrhagiae, canicola e hardjo com 7,1% (2/28) para cada sorovar. O
ndmero de cdes ndo reagentes foi 272 (90,67%).A comparagdo com outros estudos realizados
torna-se relativamente dificil, devido as varidveis geograficas como: clima, solo, estacao do
ano, diferentes sorovares, titulo e tipo de dados epidemioldgicos coletados. MODOLO et al.
(2000), utilizaram-se desses mesmos sorovares testados em 775 amostras de cées da cidade de
Botucatu e obteve 119 soros reagentes sendo os sorovares canicola (40,3%) e pyrogenes
(34,5%) os de maior importancia. SILVA et al. (2004) também em uma campanha de
vacina¢do anual da cidade de Botucatu testou 1000 cdes no ano de 2001, utilizando 24
sorovares, obtendo maior importincia os sorovares castellonis (28,68%), autumnalis
(19,12%), pyrogenes (17,65%), icterohaemorrhagiae (11,03%) e canicola (9,56%). SANTA
ROSA et al. (1980) em um trabalho com 1428 cdes da cidade de Sdo Paulo colhidos com
intervalo de 12 meses até 1977 obteve o sorovar canicola (50,7%) como o de maior
importancia, seguido do icterohaemorrhagiae (25,5%), grippotyphosa (6,7%) e ballum
(4,4%). O porcentagem de animais com titulagdo para Toxoplasmose dos 300 caes advindos
das ruas de Avaré e agora domiciliados em canil privado foi de 26%. Sendo que um animal
apresentou titulo 156 o que em porcentagem sinaliza 0%, 10 animais apresentaram titulo 16
(3%); 26 animais titulo 256 (9%) e outros 41 animais titulo 64 (14%). GARCIA et al. (1999)

Estudando a prevaléncia do Toxoplasma gondii em 189 cades de 40 diferentes propriedades
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rurais em Jaguapitd no estado do Parand encontraram 159 (84,1%) animais com soros
reagentes, sendo o titulo 64 (38,4%) o mais freqiiente com 61 animais, seguidos pelos titulos
16 (31,4%) 50 animais, titulo 256 (22%) 35 animais, titulo 1024 (6,3%) 10 animais e titulo
4096 (1,9%) 3 animais. A soropositividade foi menor nos animais com menos de 8 meses de
idade e o Toxoplasma gondii estd amplamente distribuido na populacdo canina da regido.
LANGONI et al. (2006) também em pesquisa anti-Toxoplasma gondii com cades de campanha
de vacinacdo anual coletaram 780 amostras de sangue encontrando 258 (33,1%) amostras
soro-positivas sendo 134 amostras o titulo 16 (52,6%) de maior freqii€ncia, seguidos pelos
titulos 64 (42,4%) em 110 amostras e o titulo 256 (50,5%) em 14 amostras. Ndo houve
diferenca significativa em machos e fémeas testados e a infecc@o foi considerada maior com o
aumento da idade dos animais.VARANDAS et al. (2001). Testaram 295 amostras de soro
anti-Toxoplasma gondii e também anti-Neospora caninum. Amostras essas coletadas de julho
de 1999 a setembro de 2000 na zona rural e urbana no nordeste do estado de Sdo Paulo. O
titulo igual ou maior que 16 foi considerado soro-positivo, 151 (51,19%) animais
apresentaram titulo para Toxoplasma gondii e 17 (5,76%) animais apresentaram titulos para
ambos os coccidios mostrando que Toxoplasma gondii assim como o Neospora caninum estao
disseminados na populacdo canina da regido nordeste do estado de Sdo Paulo, inclusive com
ocorréncia simultanea. O presente estudo mostrou um insignificante resultado de diluicao para
Neosporose canina apresentando em apenas dois caes a diluicdo de 1/25 e 1/100 dos 300
animais testados. Embora ndo se conheca a procedéncia desses animais antes de serem
acolhidos no abrigo, pode-se pensar que niao tenham vindo da zona rural onde a prevaléncia
do Neospora caninum é maior por poderem os cdes se alimentar de restos de abortos
infectados, bem como ingerirem oocistos presentes em fezes. Confirmando essa afirmacao,
FERNANDES et al. (2004) ao testarem 450 cdes em Uberlandia -MG, sendo 300 animais da

drea urbana, 58 animais peri urbana e 92 animais da drea rural, obtiveram 94 (20,89%)
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animais com niveis de anticorpos para Neosporose canina sendo 63 (14%) animais da area
urbana, 11(10,7%) animais da area peri urbana e 20(21,7%) animais da area rural. Os titulos
encontrados em 20 caes foi 50, em 41 caes variacdo de 100 a 800 e dois caes tiveram titulo de
3200. Observou-se também que o nivel dos anticorpos aumentou com o aumento da idade
mas o mais importante foi a maior prevaléncia de anticorpos em caes da drea rural. BARBER
et al. (1997) que observou no Uruguai resultado similar com 20% dos caes também em area
rural. A ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em 10,7% dos caes de areas urbanas
foi maior que resultados obtidos em estudos similares nos Estados Unidos por LINDSAY et

al. (1990) e no Japao SAWADA et al. (1998), com valores de 2% e 7% respectivamente.
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CONCLUSOES

A frequéncia de aglutininas anti-Leptospira spp nos soros dos 300 caes testados advindos das
ruas de Avaré e ha 4 anos domiciliados em canil privado foi de 28 (9,33%), o sorovar
bratislava foi o de maior percentual 35,7% (10), seguido pelos sorovares: cynopteri 17,9%
(5), autumnalis 14,3% (4), copenhageni 10,7% (3), icterohaemorrhagiae, canicola e hardjo
7,1% (2) cada. Portanto, embora o percentual de reagentes seja inferior a maioria dos
trabalhos de referéncia, a infeccao leptospirica estd presente na populacdo canina errante de
Avaré e a disseminagdo seria maior se ndo fosse a retirada dos cades das ruas, albergando-os e
vacinando-os. A percentual de animais com titulacdo para Toxoplasmose foi de 26% (78),
titulo 16 foi observado em 10 animais (3,33%), 64 em 41 animais (13,66%), e 256 em 27
animais (9%), ndo reagentes representaram 74% (222). Os reagentes para Toxoplasma gondii
compuseram 26% dos animais e mesmo considerando-se que os titulos ndo foram tao
elevados, superam em muito os 9,3% encontrados como reagentes para leptospirose. Apenas
dois animais (0,66%) apresentaram-se soro-reagentes para Neosporose canina sendo um
animal na dilui¢do 25 e o segundo animal na diluicao 100, o que indica, que a neosporose €

uma enfermidade rara na populacio canina urbana de Avaré.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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