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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi detectar a presenga de anticorpos contra Leishmania spp., Neospora
caninum ¢ Toxoplasma gondii em cées atendidos no Hospital Veterinario, da Universidade Estadual de
Londrina. Amostras de 112 animais foram obtidas por venopung¢ao jugular ou cefalica com posterior
obtenc@o dos soros. Estas foram submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta para detecgao
de anticorpos da classe 1gG anti-Leishmania spp, anti-N. caninum e anti-T. gondii. Dos 112 soros
examinados, 13 (11,61%), 25 (22,32%) e 57 (50,89%) foram positivos para Leishmania spp., N.
caninum e T. gondii, respectivamente. A co-presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. ¢ N. caninum
foi observada em 6 (5,36%) amostras, anticorpos anti-Leishmania spp. ¢ anti-7. gondii em 8§ (7,14%),
e anticorpos anti-N. caninum ¢ anti-T. gondii em 18 (16,07%) amostras. A co-presenca de anticorpos
anti- Leishmania spp., anti-N. caninum ¢ anti-1. gondii foi observada em 5 (4,46%) caes. Verificou-se
uma maior prevaléncia de Leishmania nos animais positivos para Toxoplasma e Neospora, embora
estes resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos (p<0.06). Os caes sdo importantes no
ciclo epidemiologico das enfermidades em estudo, sendo estas doengas importantes do ponto de vista
de satde animal, ou de satde publica. A regido norte do estado do Parana ¢ uma area endémica para
leishmaniose tegumentar humana, portanto, estudos devem ser realizados para desvendar o real papel
dos caes como reservatdrios da Leishmania para seres humanos no estado.
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Abstract

The aim of this study was to detect the presence of IgG antibodies anti-Leishmania spp., Toxoplasma
gondii and Neospora caninum in dogs from a Veterinary Hospital from Universidade Estadual de
Londrina. Blood samples from 112 animals were obtained by jugular venipuncture to obtain sera. The
samples were tested by indirect immunofluorescence to detect antibodies anti-Leishmania spp., anti-N.
caninum and anti-7. gondii. Thirteen (11.61%), 25 (22.32%), and 57 (50.89%) samples were positive
for Leishmania spp., N. caninum, and T. gondii, respectively. The co-presence of anti-Leishmania spp.
and N. caninum was observed in 6 (5.36%), anti-Leishmania spp. and anti-T. gondii in 8 (14.7%), and
anti-N. caninum and anti-T. gondii in 18 (16.07%) samples. The co-presence of anti-Leishmania spp.,
anti-N. caninum and anti-7. gondii was observed in 5 (4.46%) dogs. There was a higher prevalence of
Leishmania in Toxoplasma and Neospora positive animals, however, these results were not statistically
significant (range p = 0.052 p = 0.06). The dogs have an important role in the epidemiological cycle
of these diseases, which are important in animal and public health. The northern state of Parana is an
endemic area for human cutaneous leishmaniasis, therefore, studies should be conducted to uncover the
real role of dogs as reservoirs of Leishmania to humans in the state.

Key words: Serological reaction, leishmaniasis, toxoplasmosis, neosporosis and dog population hospital

Introducio

Os cdes podem ser naturalmente infectados por
protozoarios e algumas espécies apresentam carater
zoonotico, constituindo sérios problemas de satde
publica. Dentre elas destacam-se a leishmaniose ¢ a
toxoplasmose (GUIMARAES et al., 2009).

A leishmaniose ¢ uma enfermidade causada
pelo protozodrio Leishmania e seu ciclo biologico
ocorre no inseto vetor e no interior de células do
sistema mononuclear fagocitario dos hospedeiros
vertebrados, onde o c8o assume um papel
importante (SLAPPENDEL; FERRER, 1998;
MAURICIO et al., 1999). De acordo com a espécie
envolvida e a apresentacdo clinica, a doenca pode
ser classificada como visceral, tegumentar € muco-
cutanea (LAINSON; SHAW, 1987).

No Estado do Parana, a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) apresenta carater endémico em
humanos (SILVEIRA et al., 1999), com notificacao
em?276dos399 municipios, principalmente nonorte e
oeste do estado (LIMA; MINELLI; COMUNELLO,
2002). Casos autdctones de leishmaniose visceral
(LV) nado sdo descritos no Estado, porém caes e
humanos com sinais clinicos compativeis com LV
vém sendo observados (THOMAZ-SOCCOL et
al., 2009). O papel do cdo na transmissao da LV ¢
bem conhecido, sendo estes animais considerados o

principal reservatorio da infecg@o para os humanos
(ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006). Dentro da
cadeia epidemiologica da leishmaniose cutdnea o
papel do cdo ¢ ainda objeto de estudo, no entanto,
observa-se que nas areas endémicas os caes também
apresentam infecc¢ao pelo protozoario (FALQUETO
et al., 1986; PITTNER et al., 2009).

O Toxoplasma gondii e o Neospora caninum
sdo protozoarios intracelulares obrigatdrios que
apresentam distribuicdo cosmopolita e estdo
intimamente relacionados a distirbios neurologicos,
gastrintestinais, respiratorios, oculares, musculares
e as alteragcdes imunolodgicas em caes (MINEO et

al., 2001).

O cdo ¢ considerado um hospedeiro intermediario
do T gondii e a possibilidade de transmitir o parasita
¢ restrita (GARCIA et al., 1999). No entanto, a
presenca de caes infectados apresenta importancia
epidemioldgica uma vez que pode indicar a presenga
do agente na regido e ser um risco potencial de
infec¢ao em humanos (LANGONI et al., 2006).

O N. caninum tem como hospedeiros definitivos
os caes domésticos, os coiotes ¢ dingos australianos,
que sdo responsaveis pela eliminacdo de oocistos
nas fezes. Como hospedeiros intermediarios
naturais estdo os bovinos, equinos, caprinos, ovinos,

cervos entre outros animais (DUBEY; SCHARES,
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2011). Cabe ressaltar que o primeiro isolamento de
N. caninum no Brasil foi realizado em um c@o com
sinais neuroldgicos (GONDIM et al., 2001). Além
disso, o N. caninum ¢ considerado um importante
agente causador de abortamento em bovinos
(DUBEY, 2003).

Considerando-se a importancia dos agentes
etiologicos para os cdes, o presente estudo teve
como objetivo verificar a ocorréncia e possivel
co-existéncia de anticorpos anti-Leishmania spp.,
anti-Neospora caninum e anti- Toxoplasma gondii
em cdes atendidos na rotina da clinica médica do
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Londrina (UEL).

Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado no Comité de Etica e
Experimentagdo Animal e obteve parecer favoravel
(n°60/08) para a realizacdo da pesquisa.

Area de estudo

A cidade de Londrina (23°18°36”S/51°09°46”W)
esta localizada na regido norte do Estado do Parana,
regidao sul do Brasil. Encontra-se a 610 metros
de altitude acima do nivel do mar e possui clima
subtropical, com chuvas o ano todo e tendéncia a
concentracao de chuvas no verdo. Possui temperatura
média anual acima dos 21°C e populagdo humana
estimada de 506.701 habitantes (IBGE, 2011). A
populagao de caes foi estimada em 127.677 animais.

Amostragem dos cdes

No periodo de janeiro a dezembro de 2009
foram coletadas amostras biologicas de 112 caes.
Estas amostras eram coletadas independe do motivo
da consulta clinica e, sendo assim os animais
apresentavam ragas ¢ idades distintas.

Amostras biologicas de sangue e obtengdo de soro

Amostras de sangue foram obtidas através
da venopungdo da veia cefalica ou jugular dos
animais e acondicionadas em tubos de ensaio
para posterior encaminhamento ao laboratério
de Protozoologia Veterindria da UEL. Apoés a
obtengdo do soro, o mesmo foi acondicionado em
microtubo de polietileno e armazenado a — 15°C até

0 processamento das amostras.

Imunofluorescéncia indireta (IF1)

As determinagdes dos titulos dos anticorpos
anti-IgG contra Leishmania spp., N. caninum, e
T. gondii foram realizadas por meio da técnica
de imunofluorescéncia indireta (IFI) de acordo
com Marzochi et al. (1980), Conrad et al. (1993)
e Camargo (1974), respectivamente. As laminas
para pesquisa de anticorpos contra-Leishmania
foram preparadas com formas promastigotas de L.
amazonensis e foram consideradas positivas quando
os titulos foram maior ou igual a 40. As laminas de
IFI para N. caninum e T. gondii foram preparadas
com as cepas NC-1 e RH, respectivamente ¢ as
amostras foram consideradas positivas quando os
titulos foram maior ou igual a 25 para N. caninum
e maior ou igual a 16 para T gondii. O conjugado
anti-IgG de cdo (FITC — Sigma) foi padronizado
para cada reacdo. Amostras controles positivo e
negativo foram incluidas em todos os testes. As
amostras consideradas positivas foram diluidas
sequencialmente na base dois (Leishmania spp. e N.
caninum) ou base quatro (1" gondii) até tornarem-se
negativas.

Analise Estatistica

A andlise de associacdo entre os grupos foi
testada pela analise de X° com significancia
estatistica determinada de p < 0,05.
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Resultados

Das 112 amostras de soro canino analisadas,
57  (50,89%)
anti-Toxoplasma gondii, 25 animais (22,32%)

cdes apresentaram anticorpos
apresentaram anticorpos anti-Neospora caninum
e 13 amostras (11,61%) foram reagentes para

anticorpos anti-Leishmania spp.

A analise de associacdes entre Leishmania e
Neospora ¢ entre Leishmania ¢ Toxoplasma nao
foram significativas no teste de X?, mostrando
p= 0,06. A associagdo de Leishmania quando
comparada junto com Neospora e Toxoplasma
ndo foi significativa, porém revelou p= 0,052,
mostrando uma proximidade a significancia que ¢
p <0,05 (Tabela 1).

A TFI revelou 44 (39,29%) caes negativos

para os trés agentes etioldgicos pesquisados e, ao
analisar a presenga de positividade para apenas uma
das enfermidades foi constatado que 36 (32,14%)
animais eram positivos somente para o protozoario
T. gondii, seis (5,36%) caes apresentaram anticorpos
apenas contra o N. caninum € quatro amostras
(3,57%) foram exclusivamente positivas para
Leishmania spp. As associagdes entre a presenca
de anticorpos anti-Leishmania spp., anti-Neospora
caninum e anti-Toxoplasma gondii encontram-se na
Tabela 2.

A correlagdo dos titulos de anticorpos para cada
parasito com o niimero de animais avaliados pode
ser observada na Tabela 3. A variagdo entre os
titulos de anticorpos avaliados foi de 20 a 320 para
Leishmania spp., 25 a 400 para Neospora caninum
e 16 a 4096 para Toxoplasma gondii.

Tabela 1. Analise das reagdes de imunofluorescéncia indireta para Leishmania spp., Neospora caninum e Toxoplasma
gondii realizadas em soros de caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina.

P! OR
N. caninum
+(%) -
Leishmania Total(%)
+ (%) 06 (46,1) 07 13 (11,6) 0,06 3,61 0,94<OR<13,9
- (%) 19 (22,5) 80 99 (88,4)
Total 25(22,3) 87 112 (100)
T. gondii
Leishmania + (%) -
+ (%) 8 (61,5) 5 0,06 1,63 0,44<OR<6,25
- (%) 49 (49,5) 50
57 (50,9) 55
T’ gondii e N. caninum
Leishmania + (%) -
+ (%) 5(38,4) 8
- (%) 13 (13,1) 86 0,052 4,13 0,99<OR<17,11
18 (16,1) 94

Qui-quadrado por Yates corrigido; OR: Razdo de Chances.
Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Tabela 2. Resultado das associa¢des entre a presenga de anticorpos para Leishmania spp., Neospora caninum
e Toxoplasma gondii por meio da reagdo de imunofluorescéncia indireta de soros de caes atendidos no Hospital

Veterinario da Universidade Estadual de Londrina.

Leishmania T. gondii

N. caninum

Anticorpos em soros de caes

Animais %

Neg Neg Neg 44 39,29
Neg Neg Pos 6 5,36
Neg Pos Neg 36 30,36
Neg Pos Pos 13 11,61
Pos Neg Neg 4 3,57
Pos Neg Pos 1 0,89
Pos Pos Neg 3 2,68
Pos Pos Pos 5 4,46

112 100

Neg=negativo, Pos=positive.
Fonte: Elaborago dos autores.

Tabela 3. Resultado da correlacdo entre o numero de animais (N) e os titulos de anticorpos para Leishmania spp.,
Neospora caninum e Toxoplasmas gondii, obtidos por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta de caes atendidos
no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina.

Titulo Leishmania 20 40 80 160 320
N= 19 2 2 2 7
Titulo Neospora 25 50 100 200 400
N= 17 3 3 0 2
Titulo Toxoplasma 16 64 256 1024 4096
N= 23 17 12 4 1

O titulo de 20 ¢ considerado negativo para Leishmania.
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Discussao

A cidade de Londrina ¢ constituida por areas
urbanas de bosque com residuos preservados da
floresta original que cobria a cidade ha cerca de
60 anos atras. A presenca de vetores e de animais
silvestres nessa regido estabelece um contato
estreito com o homem e assim, parece criar um
ambiente favoravel a manuten¢do ¢ disseminacdo
deste agente. Nosso trabalho revelou que 11,6%
dos caes avaliados apresentou anticorpos para
Leishmania spp., demonstrando a presenga do
parasito na area do presente estudo. Contudo, no que
diz respeito a leishmaniose tegumentar, ainda nao
estd claro a importancia do papel epidemiologico

do cdo (DANTAS-TORRES, 2007; CASTRO
et al.,, 2007). Santos et al. (2005) destacaram que
a presenca das formas clinica ou subclinica dessa
doenga na populagdo canina associada a infecg¢ao
humana sugere a participagdo dos cdes como fonte
de infecc¢do na dissemina¢do da doenga.

Costa (2010) pesquisando anticorpos anti-
Leishmania em caes de areas urbanas do mesmo
municipio do presente estudo, porém trabalhando
com caes em locais de reciclagem e mata adjacente
encontrou uma soroprevaléncia de 9,6%, resultado
este semelhante aos nossos. Sendo assim, podemos
sugerir que a presenca do vetor parece estar
distribuida de forma homogénea pela cidade.
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No que diz respeito a leishmaniose tegumentar,
Silva-Filho (2008) encontrou uma soropositividade
de 8,3% em cies de assentamentos rurais das cidades
de Arapongas ¢ Alvorada do Sul, ambos localizados
na regido norte do Estado do Parana. Entretanto,
Reis et al. (2011) estudando a leishmaniose por
L. (V) braziliensis em caes no municipio de Bela
Vista do Paraiso encontraram uma soroprevaléncia
de 45,4%. Os autores salientaram que a alta
prevaléncia foi devido ao ecossistema da regido
e por tratar-se de uma area endémica para LT em
humanos. Neste mesmo trabalho foi avaliada a
fauna de flebotomineos e a espécie predominante foi
a Lutzomyia whitmani, confirmando a importancia
desta espécie na transmissao do agente.

Ainda, Pittner et al. (2009) investigaram a
infeccdo por L. (V) braziliensis na cidade de
Maringa e detectaram a ocorréncia de 24% dos
animais positivos ao parasita. Lonardoni et al.
(2006) estudando a LT em caes do municipio de
Mariluz detectaram 19% dos animais soropositivos.
Zanzarini et al. (2005), em um levantamento
epidemiologico da
regido norte do Estado do Parana, observaram
soropositividade em 55,2% dos caes avaliados. Em
estudo realizado na mesma regido, Silveira et al.
(1996) relataram titulos significativos de anticorpos
contra o protozodrio em 18,2% dos caes avaliados.
Esses indices elevados foram discrepantes do
observado no presente estudo uma vez que todos os

realizado em municipios

autores supracitados realizaram seus experimentos
em areas endémicas para o parasito.

A presenca de anticorpos anti-Leishmania spp
e anti- N caninum foi observado em seis (5,4%)
amostras. A infeccao e co-infec¢do por leishmaniose
e neosporose ja foram descritas no Brasil e no
mundo (TARANTINO et al., 2001; ANDREOTTI
et al., 2005). Tarantino et al. (2001) relataram a
co-infecg¢do por Leishmania infantum e Neospora
caninum em um cdo jovem na Italia. Cringoli et
al. (2002) descreveram a presenga de anticorpos
anti-Leishmania spp. € anti-N. caninum em caes e,
sugerem que a infec¢do por um destes protozoarios

aumenta a susceptibilidade de infec¢@o para o outro.
Dados estes que corroboram com o presente estudo
onde foi observada maior ocorréncia de anticorpos
contra Leishmania nos caes soropositivos para
Toxoplasma e Neospora, no entanto, esta associagcao
nao foi estatisticamente significativa.

A soropositividade encontrada nos cédes para o
N. caninum foi de 22,32% (25/112), concordando
com estudos prévios. Fridlund-Plugge et al. (2008)
revelaram uma soropositividade de 18,17% de
cdes urbanos, periurbanos e rurais do municipio
de Curitiba. Ainda, estudos realizados em areas
rurais do Estado demonstraram uma prevaléncia de
anticorpos anti-N. caninum de 29,1%, como descrito
por Romanelli et al. em 2007 em caes do municipio
de Guarapuava, e de 21,6% como referido por Souza
et al. em 2002 em caes da regido norte do Estado.

Estudos pretéritos demonstram soropositividades
distintas para Neospora entre cdes no Brasil, uma
vez que Lopes et al. (2011) descreveram 3,2% de
positividade em cdes do municipio de Teresina,
Piaui; Cunha Filho et al. (2008) observaram 15,6%
de cées soropositivos em Pelotas — Rio Grande do
Sul; Bresciani et al. (2007) detectaram 15,7% dos
cdes avaliados no municipio de Aragatuba — Séo
Paulo; Azevedo et al. (2005) detectaram a presenca
de anticorpos contra o N. caninum em 8,4% dos
caes de Campina Grande — Paraiba; Mineo et al.
(2004) demonstraram soropositividade de 9,2%
em cdes de Uberlandia — Minas Gerais; Gennari et
al. (2002) detectaram anticorpos no soro de 10% e
25% em caes domiciliados e errantes do municipio
de Sao Paulo — S@o Paulo; Varandas et al. (2001)
encontraram uma ocorréncia de 8,4% de anticorpos
contra o Neospora nos caes avaliados do municipio
de Jaboticabal — Sdo Paulo.

Cabe salientar que no presente estudo a
titulacdo encontrada nos cdes reagentes para
Neospora caninum foi de titulo 25, 50, 100 e 400,
respectivamente em 17, trés, trés e dois caes. Na
literatura ¢ salientado que a doenga clinica esta
associada a titulos > 1:800 (BARBER; TREES,
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1996), valores estes ndo observados no presente
trabalho.

A presenca de anticorpos contra o 7. gondii foi
observada em 50,89% (57/112) dos caes avaliados,
resultado este semelhantes aos descritos por
Bresciani et al. (2007) que detectaram positividade
em23,1% dos caes do municipio de Aragatuba; Souza
et al. (2003) que observaram prevaléncia de 19,7%
em caes da cidade de Sao Paulo; Moura et al. (2009)
constataram 26% de cdes positivos no municipio de
Lages; Azevedo et al. (2005) relataram positividade
em 45,1% em caes da cidade de Campina Grande;
Mineo et al. (2004) observaram 30,3% dos caes
reagentes no municipio de Uberlandia ¢ Grosz
et al. (2002) que observaram uma prevaléncia
de 35% em Cuiaba no Mato Grosso. No entanto,
nossa prevaléncia foi inferior a relatada por Garcia
et al. (1999) que descrevem uma prevaléncia de
84,9% de caes positivos para 7. gondii na cidade
de Jaguapitd — Parana. Outro estudo no Estado do
Parana realizado por Souza et al. (2003) relataram
34,3% dos caes sendo soropositivos ao 7. gondii.

No nosso estudo, a titulagdo para os niveis de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi de 16 (23/57
cdes), 64 (17/57 caes), 256 (12/57 cées), 1024 (4/57
cées) e 4096 (1/57 caes). Observa-se que somente
cinco dos 57 cdes positivos para anticorpos de 7.
gondii apresentaram titulos maiores que 1:1024.
Garcia et al. (1999) descreveram que cdes com
titulos acima de 1024 podem corresponder a fase
aguda da toxoplasmose, no entanto, nenhum dos
cdes apresentou sinais clinicos condizentes com
este protozoario.

Caes geralmente tornam-se infectados com o
T. gondii através da ingestdo de alimentos ou agua
contaminada com oocistos esporulados ou pela
ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos
teciduais. Isso reflete que o parasita esta presente
em nosso ambiente significando um potencial de
risco aos humanos frente a infecio (CABRAL et al.,
1998).

Foi observado que nove caes com titulos de
anticorpos anti-Leishmania spp. apresentaram co-
infec¢do por Neospora caninum e/ou Toxoplasma
gondii. A presenca de co-infecgdo associada a
leishmaniose visceral € descrita na literatura mundial
e, alguns autores acreditam que por tratar-se de uma
doenga de carater imunossupressor, pode favorecer o
estabelecimento de outras doengas oportunistas. No
que tange a leishmaniose tegumentar, pouco se sabe a
respeito de sua associagdo com outras enfermidades
e, por nao ter sido realizado o sequenciamento das
amostras nao podemos estabelecer esta relacao.

Os cdes possuem papel fundamental no ciclo
epidemiologico das enfermidades em estudo, sendo
estas doencas de grande impacto na satde publica.
A regido norte do Estado do Parana ¢ uma érea
endémica para a leishmaniose tegumentar humana,
portanto,
desvendar o real papel dos caes como reservatorios
da Leishmania para seres humanos, bem como,
possiveis associacdes com o 7. gondii € o N.
caninum. Outros estudos sobre os protozoarios sao
necessarios para elucidar a co-infec¢ao dos agentes.

estudos devem ser realizados para
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