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RESUMO

A neosporose canina vem sendo descrita desde 1984 quando ocorreram os primeiros relatos de
cées afetados pela doenga, cujos sinais eram semelhantes aos de encefalite e miosite. A descoberta
do cdo como hospedeiro definitivo veio em 1998 com a constatagdo de que estes animais sdo
capazes de desenvolver a fase sexual do parasito e eliminar oocistos pelas fezes no ambiente.
Este ¢ um fator importante na cadeia epidemiologica, pois ressalta a importancia destes animais
na transmissao horizontal do parasito. O objetivo deste trabalho foi determinar, por meio do teste
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), a presenga de anticorpos anti-Neospora caninum em caes da
cidade de Goiania (GO), capturados pelo Centro de Zoonoses de Goiania e domiciliados e atendidos
em hospitais veterindrios. Do total de cdes examinados, 32,9 % (65/197) mostraram-se positivos
no teste de IFI, com titulos de 1:50. Entre os 72 animais provenientes do Centro de Zoonoses
de Goiania, 36,1 % (26/72) apresentaram resultados positivos e entre os 125 cdes domiciliados
atendidos por hospitais veterinarios, 31,2 % (39/125) foram positivos para N. caninum.

DESCRITORES: Caes. Neospora caninum. Diagnostico.
INTRODUCAO

A neosporose ¢ uma enfermidade parasitaria causada pelo protozoario
Neospora caninum, que vem sendo estudada em varios paises, incluindo o Brasil.
A enfermidade esta associada a distirbios neurologicos em cées, além de ser uma
importante causa de abortos em bovinos (Dubey et al., 1996).

N. caninum foi identificado pela primeira vez na Noruega, por Bjerkas et al.
(1984), a0 descreverem um parasito similar ao 7oxoplasma gondii em cées jovens que
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apresentavam uma sindrome caracterizada por encefalomielite e miosite. Porém, o
novo género foi proposto somente quando o protozodario foi identificado em caes que
apresentavam sinais neuromusculares, como paresia de membros posteriores, depois
de cinco a oito semanas apos o nascimento, em conseqiiéncia de poliradiculoneurite
e polimiosite granulomatosa. A nova espécie foi denominada de Neospora caninum,
pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae (Dubey et al., 1988a).

Confirmou-se, posteriormente, que 7. gondii e N. caninum ndo eram
da mesma espécie, visto que apresentavam aspectos distintos quanto a estrutura,
imunogenicidade e patogenicidade ao hospedeiro (Bjerkéds & Dubey, 1991).

Os caes (Canis familiaris) (Dubey et al., 1988a) e coiotes (Canis latrans)
(Gondim et al., 2004) foram descritos como hospedeiros definitivos de N. caninum
por serem capazes de eliminar oocistos pelas fezes e infectar os hospedeiros
intermediarios que podem ser os bovinos, ovinos, caprinos, cervideos, eqiinos,
bubalinos, raposas e felinos, os quais estdo sujeitos a infec¢do ao consumir agua ou
alimentos contaminados (McAllister et al., 1998).

Os caes infectam-se quando ingerem tecidos contendo cistos parasitarios.
Os cistos contém bradizoitos e sdo observados principalmente em tecido nervoso,
cérebro, medula espinhal, nervos, musculo cardiaco, esquelético, ocular, figado
(Dubey, 1999; Anderson et al., 2000) e placenta de bovinos infectados (Dijkstra et
al., 2001). Nos cistos, os bradizoitos conservam sua capacidade infectante durante
periodos de tempo prolongados (Lindsay & Dubey, 1990). A transmissdo vertical
em caes também ocorre, porém em baixa freqiiéncia. Sendo a transmissao horizontal
mais freqiiente, justificam-se as elevadas taxas de soroprevaléncia encontradas em
populagdes caninas (Barber & Trees, 1998).

Em cées, a maioria dos casos clinicos ocorre em filhotes infectados
congenitamente (Dubey et al., 1990). Caracterizam-se por uma paralisia ascendente,
com os membros posteriores geralmente mais afetados, podendo ter hiperextensao
rigida ou flacida, provavelmente decorrente de poliradiculoneurite e miosite
causadas pela infeccao (Dubey et al., 1988b). Podem ainda apresentar dificuldade
de degluticao, paralisia da mandibula, cegueira, convulsdes, incontinéncia urinaria
e fecal, flacidez e atrofia muscular e falha cardiaca (Lindsay et al., 1999).

Em caes adultos a apresenta¢do ¢ mais variada e, além do quadro
neuromuscular, podem ocorrer dermatite piogranulomatosa, miocardite e
pneumonia. Os caes podem sobreviver durante meses com paralisia progressiva,
meningoencefalite, insuficiéncia cardiaca, complicagdes pulmonares e, muitas
vezes, 0s animais precisam ser submetidos a eutandsia (Barber, 1998).

As infecgdes clinicas e subclinicas de N. caninum em caes sao importantes
epidemiologicamente por ser o cdo doméstico o principal hospedeiro do parasito
capaz de eliminar oocistos no ambiente. Esse ¢ um fator de risco para a ocorréncia
de abortos associados a N. caninum em bovinos (Pare et al., 1998).

Anticorpos para N. caninum t€m sido encontrados em caes naturalmente
infectados nos EUA, Europa, Canada, Australia, Africa do Sul e Costa Rica (Barber,
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1998). Estudos de prevaléncia da infeccdo por este agente em cées foram realizados
em varios paises. Sanchez et al. (2003) demonstraram a prevaléncia de 20% para
soros de cdes de area urbana em regides do México. No Japdo, Sawada et al. (1998)
encontraram 31% de positividade em cées de area rural e 7% em caes urbanos.
Wouda et al. (1999) verificaram resultados similares na Holanda, onde 23,6% de
caes de fazenda eram positivos, mas somente 5% dos cées de cidade apresentavam
positividade para N. caninum. Ortuno et al. (2002), em estudo feito na Espanha
usando teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), encontraram a prevaléncia de
12,2% de animais positivos.

No Brasil, o primeiro isolado de N. caninum, nomeado Nc-Bahia, foi
descrito na Bahia em um c@o da raga Collie, macho, de 7 anos de idade, que
apresentava incoordenag@o e paralisia dos membros posteriores (Gondim et al.,
2001). Depois disso anticorpos anti-Neospora caninum foram relatados por varios
outros autores. Fernandes et al. (2004) e Mineo et al. (2001), em estudo feito com
cées, relataram o achado de 10,7% ¢ 6,7%, respectivamente, de cdes positivos em
area urbana de Uberlandia (MG). Souza et al. (2002) encontraram soropositividade
em 21,6% de 134 cdes de propriedades leiteiras do estado do Parana. Gennari et
al. (2002), analisando soros de cdes domiciliados e errantes em Sao Paulo (SP),
encontraram, respectivamente, indices de 9,8% e 24,7% de soropositivos.

Anticorpos anti-Neospora caninum também foram encontrados em caes por
Bello et al. (1999), que detectaram um indice de 35% em cées de rua em Sio Paulo.

O diagnostico da neosporose canina ¢ baseado na sorologia, sendo a
Imunofluorescéncia Indireta (IFT) a técnica mais utilizada. Os titulos variam muito,
podendo se apresentar negativos mesmo em cées que estejam excretando oocistos
(McAllister et al., 1998), mas ainda assim ¢ uma técnica de referéncia (Bjorkman
e Uglla, 1999).

Como nao havia registro da infec¢do no estado de Goias, este trabalho
teve como objetivo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caes
errantes ¢ cdes domiciliados da cidade de Goiania (GO), por meio da técnica de
Imunofiuorescéncia Indireta (IFI).

MATERIAL E METODOS

No periodo de margo a agosto de 2005, foram colhidas amostras de sangue
venoso sem anticoagulante de 197 animais assim distribuidos quanto a sua origem: 72
provenientes do Centro de Zoonoses e 125 de hospitais veterinarios. No estudo foram
utilizados soros de animais de diversas ragas, no entanto a maioria era constituida de
caes sem raga definida (SRD), entre os quais havia 97 machos ¢ 100 fémeas.

As amostras de sangue venoso foram colhidas em tubos tipo Vacutainer ®,
para obtengdo do soro, que foi separado por centrifugac@o, identificado e mantido a
-20°C até o momento do exame.
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A deteccdo de anticorpos foi feita utilizando-se a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFT) de acordo com Alvares-Garcia et al. (2002). A
dilui¢do dos soros se deu na propor¢do de 1:50. Em seguida foram adicionados
a lamina previamente fixada com taquizoitos da amostra NC-1 de N. caninum,
cultivados em células Vero e utilizados como antigeno.

Para o inicio do procedimento, 7 pL de uma suspensdo de 107 de
taquizoitos fixados em formalina 10% foram depositados em cada area dos 18
circulos demarcados na 1dmina de imunofluorescéncia. Apds a secagem da lamina
ao ar, fixou-se com acetona durante 20 minutos a -20°C.

Depois da fixagao, foram acrescentados 10 pL/circulo do soro a ser
pesquisado, diluidos em PBS (1:50). As 1aminas foram incubadas por 40 minutos a
37°C em uma camara umida. Posteriormente, foram lavadas duas vezes com PBS
(pH 7,2) e duas vezes com agua destilada (cinco minutos cada vez). Depois de
secas, foi adicionado o conjugado (anti-IgG canina, Sigma ®) na dilui¢do de 1:32
em PBS-azul de Evans (0,2%) e as laminas foram, ento, incubadas em estufa a
37°C, em camara umida, durante meia hora. Novamente as laminas foram lavadas
duas vezes com PBS e agua destilada, durante cinco minutos cada vez. Logo ap6s a
secagem das laminas, em temperatura ambiente, procedeu-se a sua montagem com
glicerina tamponada e laminula. As laminas foram examinadas em microscopio
equipado com luz fluorescente, objetiva de 40x (Olympus PX 41).

Em todas as laminas examinadas foram adicionados controles positivos
e negativos, constituidos por amostras de soro de cdes previamente examinados
por IFI, provenientes do Centro de Parasitologia Veterinaria da UFG. A reagéo
foi considerada positiva quando se observou fluorescéncia em toda a parede do
taquizoito, em uma dilui¢do do soro igual a 1:50.

Analise estatistica

As relagdes com o sexo e a procedéncia dos animais foram analisadas pelo
teste qui quadrado (x?), utilizando o programa estatistico Epi Info v.3.3 (Centers for
disease control and prevention, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 197 soros caninos examinados por IFI, 32,9 % (65/197) foram
positivos, com titulos de 1:50. Quando os resultados da sorologia foram relacionados
com sexo e procedéncia dos animais, os machos apresentaram soroprevaléncia de
39,1 % (38/97), ao passo que entre as fémeas 27 % (27/100) eram soropositivas
(Tabela 1), portanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relagdo
ao sexo dos animais.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da variavel procedéncia
dos animais. Entre os provenientes do Centro de Zoonoses de Goiania, 36,1%
(26/72) apresentaram resultados positivos e dentre os caes atendidos em hospitais
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veterindrios, 31,2% (39/125) foram positivos para N. caninum. Tais indices revelam
a inexisténcia de diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos.

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum por reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta, no periodo de margo a agosto de 2005, de
acordo com o sexo, em caes da cidade de Goiania (GO)

Cies Positivos Negativos Total (%)
Machos 38 59 97 39,1
Fémeas 27 73 100 27,0
Total de caes 65 132 197 329

X?=3.296.p> 0,05

Tabela 2. Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum, por reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta, no periodo de margo a agosto de 2005, de
acordo com a procedéncia de caes da cidade de Goiania (GO)

Caes Positivos Negativos Total de caes (%)
Centro de Zoonoses 26 46 72 36,1
Hospitais veterinarios 39 86 125 31,2
Total 65 132 197 32,9

X2 =0,496. p> 0,05

Muitos estudos foram feitos para a determinagdo da prevaléncia de
anticorpos anti-Neospora caninum em caes no Brasil. A prevaléncia encontrada no
presente trabalho foi de 32,9 % (65/197). Estes valores superam os observados por
Mineo et al. (2001) e Fernandes et al. (2004), que registraram, respectivamente,
prevaléncia de 10,7 % e 6,7 % para caes urbanos domiciliados e cdes atendidos em
hospital veterinario de Uberlandia (MG). Também se mostram superiores quando
comparados aos resultados de Souza et al. (2002), que encontraram soropositividade
em 21,6 % de 134 cies em propriedades leiteiras no estado do Parana, ¢ Gennari
et al. (2002) que, analisando soros de cdes domiciliados e errantes, encontraram,
respectivamente, indices de 9,8 % ¢ 24,7 % de soropositivos em Sao Paulo (SP).

No Parana, Guimaraes Junior etal. (2004) e Romanelli etal. (2007) descrevem
aprevalénciade 21,6 % e 29,1 %, respectivamente, de cdes positivos em area rural. Em
Aracaju (SE), estudando a prevaléncia de infecgdo por N. caninum em caes errantes
e domiciliados em abrigos de uma associa¢@o de protecdo animal, Melo et al. (2003)
observaram uma prevaléncia de 68,37 % de caes soropositivos para N. caninum.

Do total de caes procedentes do Centro de Zoonoses, 36,1 % foram positivos;
em hospitais veterinarios a positividade foi de 31,2 %. Estes resultados sdo inferiores
aqueles obtidos em estudo feito por Teixeira et al. (2006), que encontraram uma taxa
de 45 % de positividade entre os cées capturados pelo Centro de Zoonoses de Séo Luis
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(MA). Mas se mostra similar aos resultados apresentados por Bello et al. (1999), que
detectaram um indice de positividade de 35% em cdes de rua em Sao Paulo (SP).

Com relacdo a variavel sexo, ndo se verificou diferenca estatisticamente
significativa neste trabalho. Este fato, também observado por Souza et al. (2002),
Teixeira et al. (2006) e Varandas et al. (2001), sugere que machos e fémeas da
espécie canina estdo submetidos as mesmas condig¢des de risco. Também néo foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa com relacdo a procedéncia do
animal, o que indica que tanto os cdes de Centros de Zoonoses quanto os cées
domiciliados podem adquirir a infecgéo por Neospora caninum.

A maioria dos relatos sorologicos relacionados a neosporose canina
refere-se a cdes assintomaticos. Casos de neosporose congénita sdo muitas
vezes subdiagnosticados. Alguns autores recomendam até mesmo que cadelas
soropositivas sejam castradas ou impossibilitadas de se reproduzirem, uma vez
que pode ocorrer a transmissdo vertical (Barber & Trees, 1998). Em clinicas
e hospitais veterinarios, o diagnostico da neosporose ainda néo ¢é utilizado
rotineiramente, portanto a enfermidade pode ndo estar sendo detectada
ou mesmo sendo confundida com outras enfermidades que cursam com
sintomatologia nervosa.

Os resultados deste trabalho evidenciam, pela primeira vez, a prevaléncia
de anticorpos anti-Neospora caninum em amostras de sangue da populacgo canina
da cidade de Goiania (GO).

CONCLUSAO

Anticorpos anti-N. caninum estdo presentes em parcela significativa
dos cdes de Goiania. Portanto, o diagnostico soroldgico da neosporose canina €
importante para a detec¢do da enfermidade para se conhecer melhor a epidemiologia
da doenga e, dessa maneira, determinar a importancia da transmissdo horizontal
deste parasito para outros hospedeiros.

Sugere-se que a Neosporose canina seja incluida no diagndstico diferencial
das doencas neuroldgicas em cdes dessa regido e que outros estudos sejam
desenvolvidos em cdes da area rural de Goiania, visto que estudos epidemiologicos
realizados demonstram uma relagdo positiva entre neosporose em cées € bovinos
(Wouda et al., 1999; Sawada et al., 1998).

ABSTRACT
Prevalence of Neospora caninum in dogs from Goiania, Brazil
Neospora caninum is a coccidium from Sarcocystidae family and Apicomplexa

phylum that causes neurological disorders in dogs and, since 1989, described as an
abortion agent in bovine cattle. Dogs and coyotes had their role on the horizontal
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transmission proved, and they were classified as definitive hosts. The objective
of this study was to determinate, through indirect immunofluorescence (IFI) the
presence of anti-Neospora caninum antibodies in dogs of the city of Goiania-Go,
from the Zoonosis center, the Federal University of Goias (UFG) Veterinary
Hospital and from private clinics. From the total of examined dogs, 32.97 %
(65/197) were positive, with titers higher than 1:50. Among the 72 animals from
the zoonosis center of Goiania, 36.1 % (26/72) showed positive results and among
the 125 dogs from the UFG veterinary hospital and private clinics, 31.2 % (39/125)
were positive to N. caninum.

KEY WORDS: Dogs. Neospora caninum. Diagnosis.
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