Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum e anti-Toxoplasma gondii em caes
da regiao nordeste do Estado de Sao Paulo. Correlagao com neuropatias
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Resumo: Investigou-se a presenca de anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii em 295 soros colhidos de cées
oriundos da regido Nordeste do Estado de S&o Paulo, com o objetivo de correlacionar a presencga de anticorpos com
eventuais distdrbios clinicos. Todas as amostras de soros foram examinadas pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para ambos protozoarios. As reagdes com reciprocas de titulos igual ou maior que 50 (N. caninum) e 16
(T. gondii) foram consideradas positivas. Diluigbes sequenciais foram efetuadas até a obtencdo do titulo soroldgico
final. Os resultados revelaram que 25 (8,48%) e 151 (51,19%) dos cdes examinados apresentavam anticorpos anti-N.
caninum e anti- T. gondii, respectivamente. Anticorpos para ambos os coccidios foram detectados em 17 animais
(5,76%). Dos 58 cées (19,66%) que apresentavam sintomatologia nervosa, foram detectados anticorpos em 04 (1,36%)
para N. caninum e em 24 (8,14%) para T. gondii. Apesar da literatura atribuir a ambos coccidios a etiologia de distdrbios
neuroldgicos em cées, os resultados obtidos ndo revelaram correlagéo significativa (P>0,05) entre sorologia positiva e
a presenca de neuropatias nos animais examinados. Experimentos especialmente delineados necessitam ser
conduzidos, principalmente com N. caninum, para elucidar essa eventual e importante correlacao.
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Abstract: Two hundred and ninety five samples of canine sera, of dogs from northeast of Sao Paulo State were tested
using an immunofluorescent antibody technique (RIFI-IgG) for the presence of Neospora caninum and Toxoplasma
gondii antibodies. The relationship between antibodies and casual clinical problems also were investigated. The reactions
with title = 50 (N. caninum) and = 16 (T. gondii) were considered positive. A total of 25 (8,48%) of tested samples were
reactive and 270 (91,52%) non-reactive to N. caninum, while 151 (51,19%) of the samples were reactive and 144
(48,81%) were non-reactive to T. gondii. Dogs with serum that reacted positively to both protozons parasites were seen
in 17 animals (5,76%). From 58 dogs (19,66%), that showed nervous sintomatology, were detected antibodies in 04
(1,36%) to N. caninum and in 24 (8,14%) to T. gondii. Statistical differences (P<0,05) between normal dogs and dogs with
nervous sintomatology were not observed, despite of some papers have associated nervous signals with these parasites.
More experiments should be conduced to show the relationship between N. caninum and clinical problem.
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1 Introdugao O parasito pode ser isolado de tecidos de animais
infectados através da inoculagdo em cultivo celular ou
em animais de laboratério (DUBEY et al., 1988b). A
forma ultraestrutural do taquizoito pode estar alterada,
porém, mesmo com passagens continuas em cultivo
celular, os taquizoitos, quando inoculados em camun-

dongos, ndo perdem a sua infectividade (CONRAD et

Os protozoarios Neospora caninum, Filo Apicomplexa,
Familia Sarcocystidae (ELLIS et al., 1994; HOLMDAHL
etal., 1994) e Toxoplasma gondii podem ser diferencia-
dos por meio da deteccdo de diferentes antigenos,
empregando-se a imuno-histoquimica (IHQ), exames

sorolégicos e ainda pela espessura da parede cistica e
namero de roptrias do taquizoito (DUBEY et al., 1988 a;
BARR et al., 1991; SPEER et al., 1999). Em relacéo
aos oocistos, de acordo com LINDSAY et al. (1999b),
sdo necessarias mais investigacfes para que seja
possivel a diferenciacao.

A infec¢@o natural pelo N. caninum em caninos ja
foi relatada por Uggla et al. (1989) e a transmisséo
congénita foi confirmada em 1990 (DUBEY et al., 1990).
Porém, até o momento nao foi comprovada a transmis-
séo pela via lactogénica (COLE et al., 1995 a).

al., 1993).

O diagndstico da neosporose canina pode ser reali-
zado a partir de tecidos ou fluidos (soro, pleural e
peritoneal) de fetos abortados ou filhotes infectados
(DUBEY e LINDSAY, 1996). A identificac&o de taquizoitos
elou cistos do N. caninum, por meio de exames histolé-
gicos e imuno-histoquimica, tem sido relatada a partir
de cérebro, medula espinhal, coracéo, figado, pulmao,
rim, eséfago, e retina (DUBEY et al., 1988b; DUBEY et
al., 1990b; BARBER e TREES, 1996). Histologicamente,
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a encefalomielite generalizada é caracterizada por
necrose, infiltragdo perivascular de células mononuclea-
res, gliose e inflamacdo multifocal com infiltragéo de
células mononucleares. A miosite de musculatura
esquelética é caracterizada por necrose, infiltracdo de
células mononucleares, vasculites, sendo mais frequen-
temente observada em membros pélvicos (DUBEY e
LINDSAY, 1996).

Diversos testes sorolégicos sao utilizados para de-
teccao de anticorpos anti-N. caninum, como as técnicas
de reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio
imunoenzimatico (ELISA), e o teste modificado de
aglutinac&o (N-MAT). No Brasil, a deteccéo de anticorpos
em soros de cdes com ou sem sintomatologia nervosa
foi relatada por diversos autores, com prevaléncias
variando entre 14,77% a 35,57% (BELO et al., 1999,
REZENDE et al., 1999).

Apesar do N. caninum compatrtilhar diversos antige-
nos com o T. gondii, a RIFI é considerada uma técnica
especifica, sendo pouca ou nula a reatividade cruzada
com outros coccidios (YAMANE et al., 1993). Titulo maior
ou igual a 1:50 indica a exposi¢cao do hospedeiro ao
parasito, mas ndo a enfermidade. Praticamente todos
0s casos confirmados da neosporose exibiram titulos
maiores ou iguais a 1:800. Assim, um titulo de 1:800
ou, maior, é uma boa evidéncia da neosporose em cdo
com sinais clinicos (GIRALDI et al., 2001).

A alta prevaléncia de cées sororeagentes ao T.
gondii, com indices variando entre 21% a 91%, foi
demonstrada em estudos conduzidos por ISHIZUKA et
al. (1974), CHAPLIN et al. (1984), GERMANO et al. (1985)
e FREIRE et al. (1992).

Diversos autores desenvolveram estudos envolvendo
a sorologia de bovinos leiteiros com a epidemiologia da
infeccdo pelo N. caninum (THORNTON et al., 1991;
PARE et al., 1998). Mainar-Jaime et al. (1999) relataram
a combinacao entre a presencga de cées e a Soropositivi-
dade da neosporose em rebanhos, indicando que a
infeccdo por oocistos pode contribuir para o estabeleci-
mento do N. caninum em bovinos. Sawada et al. (1998)
e Wouda et al. (1999) observaram que caes criados em
propriedades leiteiras, apresentaram uma maior soropre-
valéncia que caes mantidos em &reas urbanas. Constata-
ram, ainda, uma forte correlac&o entre a soropositividade
de cdes de fazendas e a soropositividade em bovinos.
Assim, o reconhecimento do c&o como hospedeiro defi-
nitivo do N. caninum, permite aimplementacéo de medi-
das de controle eficazes contra a doenga (GIRALDI et
al., 2001).

Considerando que a neosporose apresenta relevante
papel na pecuaria mundial associada a grande importan-
cia dos caes como veiculadores do Neospora caninum,
0 presente trabalho teve como objetivo investigar a
presenca de anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii
em soros de cdes naturalmente infectados, com ou sem
sintomatologia nervosa.
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2 Material e Métodos
2.1 Colheita de soros

As amostras de soro foram obtidas no periodo de
julho de 1999 a setembro de 2000, totalizando 295
colheitas de sangue de cdes da zona rural e urbana
oriundos da regido Nordeste do Estado de Sdo Paulo.
Apés a retracdo do coagulo e centrifugacéo a 1000g
por 10 minutos, os soros foram tomados, identificados
e mantidos a temperatura de -18°C até a realizacdo
dos testes sorolégicos.

Para cada amostra foi confeccionada uma ficha com
dados semiolégicos e laboratoriais, na tentativa de
correlacionar a presenca de anticorpos anti-N. caninum
e disturbios clinicos neuroldgicos.

2.2 Exames soroloégicos

2.2.1 Reagao de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para detecgcao de anticorpo anti-N.
caninum

Todas as 295 amostras de soros dos cées foram
examinadas pela reacéo de imunofluorescéncia indireta
(RIF1), segundo Dubey et al. (1988a), com a utilizacdo
de taquizoitos de N. caninum fixados em laminas de
vidro (VMRD INC., WASHINGTON D.C.) e conjugado anti-
IgG canino (SIGMA CHEMICAL, F-7884). Inicialmente foi
realizada uma triagem dos soros dos cées na diluicdo
1:50. As amostras positivas foram novamente examina-
das, em dilui¢cdes seqglienciais, na base dois, até 1:800.
As reacgdes com titulo igual ou maior que 50 foram consi-
deradas positivas, 0s taquizoitos apresentaram fluores-
céncia periférica minima de 50% (PARE et al., 1995a).

2.2.2 Reagao de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para deteccao de anticorpo anti-T. gondii

Utilizou-se também a reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), preconizada por CAMARGO (1964), para
pesquisa de anticorpos anti- T. gondii, em todos 0s soros
colhidos. As amostras com titulo igual ou maior que 16
foram consideradas positivas. O titulo final de cada soro
positivo foi alcancado apos diluicdes sequiénciais na
base 4.

2.3. Andlise estatistica

Foi aplicado o teste de Qui-quadrado (c?), com nivel
de significaAncia de 5%, para avaliagdo epidemioldgica
dos resultados sorolégicos.

3 Resultados e Discusséao

Das 295 amostras de soro canino analisadas pela
RIFI, 25 (8,48%) apresentaram anticorpos anti-N. caninum
(Tabela 1). Tais resultados estao préximos aos relatados
por Lathe (1994), Sawada et al. (1998) e Cheadle et al.
(1999).
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Neospora caninum Toxopl. gondii
Reciproca do titulo Soros examinados Reciproca do titulo de Soros examinados
de anticorpos Sororreagentes N&o reagentes Total anticorpos Sororreagentes Nio reagentes Total
(%) (%) (%) (%)
270 (91,525) 270 (91,525) 144 (48,81%) 144 (48,81%)
50 13 (52%) 13 (4,41) 16 51 (33,78%) 51 (17,29%)
100 04 (16%) 04 (1,36%) 64 45 (29,80%) 45 (15,25%)
200 07 (28%) 07 (2,37%) 256 27 (17,88%) 27 (9,15%)
400 . . 1024 13 (8,61%) 13 (4,41%)
800 01 (4%) 01 (0,34%) 4096 15 (9,93%) 15 (5,09%)
Total 25 (8,48%) 270 (91,52%) 295 (100%) Total 151 (51,19%) 144 (48,81%) 295 (100%)

Na mesma regido nordeste do Estado de Sao Paulo,
Resende et al. (1999), através da RIFI, detectaram um
maior percentual de cées sororeagentes ao N. caninum
(21,92%). Tal discrepancia pode ser devido ao ponto
discriminativo utilizado pelos autores (25), o que provavel-
mente superestimou 0 nimero de animais sororrea-
gentes.

A andlise soroldgica (RIFI) para pesquisa de
anticorpos anti-T. gondii resultou em 151 (51,19%)
animais sororeagentes e, portanto, 144 (48,81%) nao
reagentes (Tabela 1). Esses resultados estéo de acordo
com os relatados por Guimaraes et al. (1992) e Duran
et al. (1995), que detectaram anticorpos anti-T. gondii
em 47,30% e 52,70% soros de cées, respectivamente.

Fato notdrio foi que 17 (5,76%) dos animais apresen-
taram titulos de anticorpos para ambos os coccidios.
Esse fato também foi relatado por Resende et al. (1999)
e Mineo et al. (2001) que obtiveram, respectivamente,
indices de 16.27% e 3.1%.

Considerando-se as diferentes idades e sexo dos
animais, ficou demostrado que ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) quanto a tais parametros (Tabela
2), sugerindo que machos e fémeas de qualquer idade
estdo sujeitos ao mesmo risco de infeccdo. Esses
achados estdo em conformidade com os obtidos por
Trees et al. (1993), Rasmussen e Jensen (1996) e
Cheadle et al. (1999), que, além do sexo e faixa etéria,
nao observaram diferenca significativa (P>0,05) quanto
araca e ao tipo alimentar.

N&o se verificou também diferenca significativa
(P>0,05) guando confrontados os resultados da sorolo-
gia para N. caninum e T. gondii com a presenca ou
auséncia de sintomatologia nervosa nos cées (Tabela
2). Porém, dos 58 (19,66%) caes que apresentavam
sintomatologia nervosa, em 04 (1,36%) foram detectados
anticorpos anti-N. caninum e em 24 (8,14%) anti-T.
gondii, sugerindo um possivel envolvimento de ambos
os coccidios nas neuropatias em caes. Pinheiro et al.

Soros Examinados

Parametros Neospora caninum Toxoplasma gondii
Positivo (%) Negativo (%) Total (%) Positivo (%) Negativo (%) Total (%)
Masculino 13 (4,41%) 126 (42,71%) 139 (47,12%) 72 (24,41%) 67 (22,71%) 139 (47,12%)
Sexo Feminino 12 (4,07%) 144 (48,81%) 156 (52,88%) 79 (26,78%) 77 (26,10%) 156 (52,88%)
Total (%) 25 (8,48%) 270 (91,52%) 295 (100%) 151 (51,19%) 144 (48,81%) 295 (100%)
<1 01 (0,34%) 35 (11,86%) 36 (12,20%) 13 (4,41%) 23 (7,80%) 36 (12,20%)
la7 18 (6,10%) 167 (56,61%) 185 (62,71%) 104 (35,25%) 81 (27,46%) 185 (62,71%)
Idade
>7 06 (2,04%) 68 (23,05%) 74 (25,09%) 34 (11,52%) 40 (13,56%) 74 (25,09%)
Total (%) 25 (8,48%) 270 (91,52%) 295 (100%) 151 (51,19%) 144 (48,81%) 295 (100%)
Auséncia 21 (71,12%) 216 (73,22%) 237 (80,34%) 127 (43,05%) 110 (37,29%) 237 (80,34%)
Sintomatologia
Presenga 04 (1,36%) 54 (18,30%) 58 (19,66%) 24 (8,14%) 34 (11,52%) 58 (19,66%)
nervosa
Total (%) 25 (8,48%) 270 (91,52%) 295 (100%) 151 (51,19%) 144 (48,81%) 295 (100%)
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(1999), observaram que, de 11 cdes com neuropatias,
4 apresentavam-se sororeagentes ao N. caninum, e
apenas 1 sororreagente ao T. gondii.

4 Conclusao

Os resultados soroldgicos dos 295 cdes examina-
dos permitem inferir que N. caninum e T. gondii estao
disseminados na populagéo canina da regido nordeste
do Estado de Sé&o Paulo, inclusive com ocorréncia
simultanea (16,27% dos animais examinados).
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