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RESUMO

BALTHAZAR, Lianna Maria de Carvalho Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer,
Topper e Uggla, 1988 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) em cées sororreagentes na Barra da
Tijuca, regido metropolitana do Rio de Janeiro, RJ. 2015, 85p. Tese (Ciéncias Veterinarias,
Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, 2015.

Um total de 402 amostras soroldgicas obtidas de cdes de um Centro de Tratamento
Intensivo (CTI Veterinario), num periodo de 18 meses, localizado na Barra da Tijuca, regido
metropolitana do Rio de Janeiro, foram utilizadas para determinar a presenga de animais
sororreagentes a N. caninum e determinar as variaveis que poderiam estar associadas a
presenca desse agente etiologico em cées da regido estudada. A presenca de animais
sororreagentes a RIFI para N. caninum foi de 8,46% (34/402) onde a idade foi fator de risco
de infeccdo, haja vista tratar-se de animais com idade que variaram de trés meses até 19 anos,
porém com a grande maioria acima de 10 anos, sendo que 0S animais que moravam em
apartamento tiveram duas vezes mais fator de protecdo. Porém, os animais de porte pequeno
foram os mais sororreagentes a infeccdo por N. caninum. Apesar de dois dos animais
apresentarem sinais neurolégicos ndo se pode correlaciond-los com a infeccdo por N.
caninum, por serem sororreagentes positivos; o que indica que animais com neuropatias
necessariamente ndo estejam vinculados a neosporose. Mediante os resultados encontrados
observa-se estreita relacdo entre a infeccao natural e a faixa etaria dos animais, porém ndo se
deve subestimar o sexo e alimentacdo na dispersdo de N. caninum entre 0s cées da regido
estudada, sendo esta, a primeira citacdo da presenca de N. caninum no estado do Rio de

Janeiro.

Palavras chave: Neospora caninum, RIFI, cdes, idade, CTIVeterinario.
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ABSTRACT

BALTHAZAR, Lianna Maria de Carvalho. Neospora caninum Neospora caninum Dubey,
Carpenter, Speer, Topper and Uggla, 1988 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) in seropositive
dogs at Barra da Tijuca in the Metropolitan Region of Rio de Janeiro, RJ. 2015, 85p. Thesis
(Veterinary Science, Animal Health). Instituto de Veterinaria. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, 2015.

A total of 402 serum samples obtained from dogs of a Veterinary Intensive Care Unit
(CTI Veterinario), over a period of 18 months, located in Barra da Tijuca, metropolitan region
of Rio de Janeiro, RJ., were used to determine the presence of animals seropositive to N.
caninum and determine the variables that could be associated with the presence of etiological
agent in dogs of the studied region. The presence of seropositive animals to IFAT for N.
caninum was 8.46% (34/402) where the age was infection risk factor, given that this in
animals with age ranging from three months to 19 years, but with the vast majority of over 10
years, and the animals that lived in the apartment were twice as protective factor. However,
the small animals were the most seropositive infection by N. caninum. Although two of the
animals show neurological sigs cannot correlate them with the infection by N. caninum
seropositive to be positive; indicating that animals with neuropathies necessarily are not
linked to neosporosis. By the results observed close relationship between natural infection and
the age of the animals, but one should not underestimate the gender and feed in the dispersal
of N. caninum among dogs of the studied region, which is the first mention of the presence N.

caninum in the State of Rio de Janeiro, Brazil.

Key words: Neospora caninum, IFAT, dogs, age, Veterinary Intensive Care.
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1 INTRODUCAO

Neosporose € uma doenca parasitaria de carater cosmopolita, possuindo como agente
etiolégico o protozoario Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988,
reconhecido como causador de aborto em bovinos, acarretando sérios prejuizos econdémicos
tanto para a pecudria leiteira quanto de corte, provocando perdas embrionarias, abortamento e
quadros de alteracfes nervosas e, por acarretar disturbios neurologicos em cées.

A doenga foi primeiramente observada na Noruega em cdes com meningo-encefalite e
miosite, no entanto, quando o material foi examinado ao microscépio Optico, foi constatada a
sua semelhanca com Toxoplasma gondii (Nicolle & Maceaux, 1908) Nicolle & Manceaux,
1909 que pode causar lesdes similares, porém, ndo reagiu imuno-histoquimicamente com
anticorpos anti-T. gondii.

Neospora caninum € um parasito intracelular obrigatorio, pertencente ao filo
Apicomplexa e a familia Sarcocystidae que tem carnivoros como hospedeiros definitivos e
uma ou mais espécies de possiveis presas como hospedeiros intermediarios, e assim, como no
ciclo de vida do T. gondii necessita de dois hospedeiros para se reproduzir. Ele infecta
canideos domeésticos e selvagens, e outros carnivoros podem ser infectados naturalmente pela
ingestdo de cistos presentes principalmente no sistema nervoso central, pela ingestdo de
placentas infectadas de bovinos e musculos infectados ou ainda ser infectado verticalmente
durante a vida intrauterina, além da possibilidade de infeccdo por via feco-oral de oocistos
disseminados por canideos infectados.

O cdo desempenha papel fundamental na epidemiologia da neosporose por ser o
hospedeiro definitivo deste protozoario, e vivendo em contato direto com o homem, podemos
pensar na neosporose como sendo uma questao de satde publica. A prevaléncia de anticorpos
para este protozoario em cdes tem sido avaliada em varios paises, inclusive no Brasil, com
indices que variam de 4,8% a 45%. As recomendacfes para a profilaxia e o controle da
infeccdo por este organismo tem sido direcionadas no sentido de evitar colocar em reproducéo
cadelas soropositivas que ja tenham apresentado sintomatologia compativel ou mesmo, que

tenham produzido filhotes infectados e doentes.



N&o se trata, pois, de um agente patolégico novo, mas sim, recentemente
diagnosticado (possivelmente tenha sido diagnosticado, até o final da década de 80, como
T. gondii devido & inespecificidade e similaridade dos sinais neurolégicos causados pelos dois
parasitos).

O presente trabalho teve como objetivos: (1) determinar a frequéncia dos portadores
de N. caninum em cées na regido metropolitana do Rio de Janeiro de origem de um CTI
Veterinario; (2) determinar as possiveis variaveis associadas a infeccdo por N. caninum em
caes criados em moradias localizadas em é&reas urbanas na Barra da Tijuca, regido

metropolitana da Cidade do Rio de Janeiro, RJ.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Bjerkas et al., 1984 na Noruega, observaram um protozoario semelhante a T. gondii
em cdes com doenca neuroldgica. Taquizoitos foram identificados no cérebro e musculos
onde a presenca de anticorpos anti-T. gondii ndo foi detectado no soro destes cédes que
também ndo responderam ao ensaio bioldgico em camundongos. A partir deste momento, um
novo género, Neospora, com a espécie tipo N. caninum foi proposto como agente causador de
doenca neurologica em cdes nos EUA por Dubey et al. (1988a). No mesmo ano, este
organismo foi isolado em cultivo celular a partir de cées naturalmente infectados (DUBEY et
al.,1988a) assim como, ocorreu 0 desenvolvimento do teste de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para deteccdo de N. caninum (DUBEY et al., 1988b). A partir dai, a neosporose passou
a ser incluida no diagnostico diferencial em cdes quando estes apresentavam paresia de
membros, encefalite e miosite (UGGLA et al., 1998).

Com o desenvolvimento do teste de imunoistoquimica onde se utiliza anticorpos
policlonais produzidos em coelhos (LINDSAY; DUBEY, 1989) foi facilitada a identificacdo
deste agente etiologico nos tecidos de vertebrados. Neste mesmo ano, ocorreu o
desenvolvimento de drogas anti-coccidicas, que passaram a ser utilizadas para inibicdo do
desenvolvimento de N. caninum em células de cultura, sendo entdo, identificado como
principal causador de abortos em bovinos em uma propriedade leiteira no Novo México por
Thilsted e Dubey (1989) como também foi apontado como principal causador de abortos na
Califérnia, EUA (ANDERSON et al., 1991).

O primeiro relato de isolamento de N. caninum em fetos bovinos abortados foi
assinalado por Conrad et al. (1993). Neste mesmo ano, foram encontradas diferencas

estruturais e histopatoldgicas entre T. gondii e Neospora spp. (DUBEY; LINDSAY, 1993).

Nos dois anos seguintes, Bjorkman et al.(1994) e Paré et al. (1995) desenvolveram a

técnica do ELISA para o diagndstico sorolégico da neosporose canina e bovina.



Dubey e Lindsay (1996) observaram que casos mais graves de neosporose canina
ocorriam em filhotes com infeccdo congénita, no entanto, animais de qualquer idade podem
desenvolver clinicamente a doenga. Os principais sinais observados foram alteracGes
neuromusculares, que podem levar o animal a Obito. A neosporose clinica em cées j& foi
relatada em varios paises, incluindo Estados Unidos, Canada, Japdo, Costa Rica, Uruguali,

Australia, Argentina, Nova Zelandia e Europa.

Filogeneticamente, N. caninum possui suas caracteristicas ultraestrutural e filogenia
préxima a de Hammondia heydorni (Tadros e Laarman, 1976) Dubey, 1977, além de terem o
cdo como hospedeiro definitivo e eliminar em suas fezes oocistos morfologicamente
semelhantes e ser heterdxeno obrigatorio, o que ndo acontece em relagdo a T. gondii que tem
felinos obrigatoriamente como hospedeiro definitivo e ser heteréxeno facultativo. Algumas
controversias aconteceram quanto a denominacdo de N. caninum, ja, que Melhorn e Heydorn
(2000) indicaram que esse protozoario deveria ser incluido em géneros pré-existentes:

Hammondia e Toxoplasma.

2.2 TAXONOMIA

Comparando as propostas de Cox (1981), Corliss (1994) e Cavalier-Smith, 1993
poder-se-a classifica-lo como:

Império: Eucariota Cavalier-Smith, 1993

Reino: Protozoa Owen, 1858

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Sporozoazida Leukart, 1879

Subclasse: Coccidiasina Leukart, 1879

Ordem: Eucoccidiorida Léger e Doboscq, 1910

Subordem: Eimeriorina Léger, 1911

Familia: Sarcocystidae Poche, 1913

Subfamilia: Toxoplasmatinae Bioca, 1958

Género: Neospora Dubey et al., 1988

Espécie: Neospora caninum Dubey et al., 1988



2.3 ASPECTOS BIOLOGICOS

Neospora caninum possui uma grande variedade de hospedeiros. Sua estrutura e ciclo
de vida sd@o muito semelhantes ao do T. gondii com duas principais diferencas: a neosporose é
primeiramente uma doenca de bovinos, onde os cdes e outros canideos sdo hospedeiros
definitivos deste coccidio, enquanto que a toxoplasmose € uma doenca principalmente de

humanos, ovinos, caprinos, e os felideos s&o seus Unicos hospedeiros definitivos.

2.3.1 Morfobiologia

Este coccidio apresenta trés formas infectantes (ATKINSON et al.,, 2000):.0s
taquizoitos, que é a forma de proliferacdo rapida, os cistos teciduais que se encontram cheios
de bradizoitos e os oocistos (DUBEY et al., 1988a; MCALLISTER et al., 1998).

Os cistos e 0s taquizoitos séo encontrados nos hospedeiros intermediarios, localizados
principalmente no sistema nervoso central (DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al., 1990;
MCALLISTER et al., 1998).

Os cistos se apresentaram redondos ou ovais, medindo até 107um, com uma parede
espessa medindo até 4um (DUBEY; LINDSAY, 1996; SPEER et al., 1999), em seu interior
sdo encontrados os bradizoitos que apresentam multiplicacdo lenta, e vdo dar origem a cistos
teciduais, que causam infeccéo latente no hospedeiro (JARDINE; DUBEY, 1992) mediram 6-
8x1-2um eram delgados contendo as mesmas organelas dos taquizoitos (DUBEY;
LINDSAY, 1996; SPEER et al., 1999). Como estdo localizados dentro do cisto tecidual
possuem uma maior resisténcia a acdo do suco gastrico. Os taquizoitos ovoides, redondos ou
em forma de meia lua, medindo aproximadamente 3-7x1-5um, de acordo com o estagio em
que se encontrem (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 2002; DUBEY, 2003). Estes
tém sido identificados em diversos tipos celulares, incluindo células nervosas, macrofagos,
fibroblastos, células endoteliais vasculares, midcitos, células epiteliais dos tdbulos renais e
hepatdcitos (BJERKAS et al., 1984; SPEER; DUBEY, 1989; DUBEY et al.,1988a; DUBEY,
1993; DUBEY; LINDSAY, 1996; GONDIM et al., 2001). Estes cistos sdo observados no
tecido nervoso, mas podem ser encontrados em tecido muscular de bovinos e cédes
naturalmente infectados com N. caninum (PETERS; SCHARES, 2001).

Os oocistos eram de forma esférica ou subesférica medindo 10-11um (McALLISTER

et al., 1998; LINDSAY et al., 1999b), de parede lisa e incolor com espessura 0,6 a 0,8um. No
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seu interior possui dois esporocistos elipsoidais mediram 7,4-9,4 x 5,6-6,4um (LINDSAY et
al., 1999b; DUBEY et al., 2002), cada um deles contendo em seu interior quatro esporozoitos,
com forma alongada e mediram 5,8-7,0x1,8-2,2um e com morfologia semelhante ao
bradizoito e taquizoito (DUBEY et al., 2002 Estes em condi¢cOes ambientais favoraveis
podem esporular dentro de 24 horas (LINDSAY et al., 1999a; DUBEY, 1999a). No entanto,
pouco se sabe acerca das caracteristicas bioldgicas dos oocistos de N. caninum e quanto

tempo 0s mesmos podem permanecer viaveis no solo e causar infec¢do nos animais.

2.3.2 Ciclo de vida do Neospora caninum

A pesar de ainda ndo ser totalmente elucidado, este parasito € um Apicomplexa que
necessita de dois hospedeiros, a semelhanca em parte ao do ciclo de vida de T. gondii. A fase
sexuada do parasito na mucosa intestinal do hospedeiro definitivo ainda ndo foi determinada.

McAllister et al. (1998) alimentaram quatro cdes com tecidos de camundongos
infectados experimentalmente com N. caninum na tentativa de comprovar que o hospedeiro
tipo deste organismo era um carnivoro. Durante um periodo de 30 dias, as fezes desses
animais foram examinadas, e, trés dos quatro cées eliminaram oocistos em suas fezes, que
esporularam apos trés dias e continham em seu interior dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada um. Os camundongos com genes nocauteados para expressao de interferon
gama (INFy) receberam os oocistos através de inoculacéo oral, e se tornaram infectados. Estes
achados, foram confirmados por Lindsay et al.(1999a) que conseguiram induzir apos
alimentarem dois cées com tecido nervoso de camundongos contendo cistos de N. caninum, a
eliminacdo de oocistos em suas fezes.

Neospora caninum tem como hospedeiros definitivos, identificados até o0 momento, o
cao (Canis domesticus), o coiote (Canis latrans), o dingo (Canis lupus dingo), e, o lobo
cinzento (Canis lupus), além de uma variedade de animais domésticos e silvestres como
hospedeiros intermediarios. Este protozoario apresenta trés estagios evolutivos infectantes,
sendo, os taquizoitos e bradizoitos, encontrados nos tecidos, e esporozoitos contidos nos
oocistos que sdo eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (McCALLISTER et al.,
1998; DUBEY, 2003; GONDIM et al., 2004). Eles desempenham também o papel de
hospedeiro intermediario, e se infectam quando se alimentam de placenta, membranas fetais
ou 6rgdos de fetos abortados e infectados com taquizoitos ou bradizoitos (McALLISTER et

al., 1998; LINDSAY et al., 1998; GONDIM et al., 2004), ingestdo de cistos (polizdicos
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repletos de bradizoitos) presentes principalmente no sistema nervoso central (DUBEY, 1999a)
ou ainda ser infectado verticalmente durante a vida intrauterina (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Os oocistos sdo eliminados ndo esporulados nas fezes e dependendo das condi¢cOes de
temperatura e aeracdo ambiental, possa esporular dentro de trés a sete dias, quando o
esporonte central se divide em dois esporocistos com quatro esporozoitos cada, caso em que
séo infecciosos (DUBEY; LINDSAY, 1996). Nesta fase, estes oocistos sdo semelhantes ao de
T. gondii. Ainda ndo se sabe se os cdes eliminam oocistos por mais de um periodo na vida.

Como é um parasito intracelular, € capaz de invadir células nucleadas, sendo que esta
penetracdo na célula do hospedeiro € realizada por invasdo ativa e pode ocorrer apos cinco
minutos de contato do taquizoito com a célula (HEMPHILL; GOTTSTEIS, 1996).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

2.4.1 Distribuicdo geografica da Neosporose em cées

Em cées, a neosporose clinica ja foi relatada em varios paises no mundo, incluindo
EUA, Canada, Japdo, Costa Rica, Uruguai, Australia, Argentina, Nova Zelandia e Europa. Os
casos mais graves de neosporose canina ocorreram em filhotes com infec¢do congénita
(DUBEY; LINDSAY, 1996), porem sabe-se que animais de qualquer idade podem
desenvolver clinicamente a doenca. Os principais sinais observados sdo alteragdes
neuromusculares, que pode levar o animal a 6bito. Ainda, de acordo com os autores acima, N.
caninum é transmitido com eficiéncia para bovinos, sendo que as principais vias de infeccéo
para estes animais é a transferéncia do parasito da mde para o feto, denominada de
transmissdo vertical ou congénita,assim como, a ingestdo de alimentos contaminados com
oocistos deste organismo denominado de transmissao horizontal ou pds-natal. Em fazendas, a
presenca de cdes, mostrou ser um “fator de risco” para a transmissdao horizontal do N.

caninum para bovinos.
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Figura 1. Ciclo de vida domeéstico e silvestre de Neospora caninum incluindo os animais cuja

participacdo no ciclo foi confirmada experimentalmente. (Cortesia: Dr. Luis F. P. Gondim).



Em termos epidemioldgicos, a presenca de cdes em fazendas, mostrou ser um fator de
risco para a transmissdo horizontal do N. caninum em bovinos (PARE et al., 1998; SAWADA
et al, 1998; WOUDA et al., 1999; DE SOUZA et al., 2012; DIJKSTRA et al., 2002;
GUIMARAES JR et al., 2006; CORBELLINI et al., 2006). Isso se deve ao fato de que
animais nessas areas possuirem maior facilidade de contato com carne e visceras infectadas,
enquanto os cdes domiciliados, criados em &rea urbana, sdo normalmente alimentados com
racdes comerciais. Mesmo assim, a frequéncia em cdes € varidvel (DUBEY; LINDSAY,
1996). Entretanto, ndo se tem certeza se os cdes eliminam nas fezes oocistos por mais de um
periodo na vida.

Caes de qualquer idade podem desenvolver sinais clinicos da neosporose (DUBEY,
2003) e, em muitos casos, sdo hospedeiros assintomaticos (PASQUALLI et al., 1998). A nivel
mundial, pode-se encontrar a infeccdo em cées, e 0 consumo de roedores, passaros e outros
animais (JESUS et al., 2006) podem servir de hospedeiro intermediario para este protozoario
(WOUDA et al., 1999), como também, carnes mal cozidas ou comida caseira (CANON-
FRANCO et al., 2003)e a ingestao direta dos oocistos esporulados.

De acordo com Gennari et al. (2002) e Fernandes et al. (2004) os animais com acesso
a rua ou contato com outras espécies animais podem ser mais propensos a infeccdo de N.
caninum, e, ainda de acordo com Fernandes et al. (2004) cdes de areas periurbanas
apresentaram soroprevaléncia mais alta do que os de areas urbanas.

Resultados sorologicos vém demonstrando que cées oriundos de propriedades rurais
apresentam maior soroprevaléncia quando comparados com caes de regides urbanas e Peri-
urbanas (SANCHEZ et al., 2003; FERNANDES et al., 2004). A forte associacio
epidemiologica entre a presenca de cdes soropositivos e a ocorréncia de neosporose bovina
indica que a transmissdo via oocistos contribui para manter a infeccdo nos rebanhos
(McALLISTER, 1998; SANCHEZ et al., 2003), contudo, o papel do cio na transmissdo e
manutencdo da doenca precisa ser mais estudado, devido a escassez de informacdes sobre a
frequéncia e intensidade de eliminacédo de oocistos no ambiente por essa espécie.

Sicupira et al. (2012) realizaram estudo onde se confirmou que cdes em areas urbanas,
rural ou peri-urbana no Nordeste do Brasil foram mais expostos a N. caninum. Foi constato
que as medidas de controle para prevenir a infeccdo dos cdes na regido deviam ser focadas

principalmente no controle de acesso a potenciais fontes de infec¢éo.



2.4.2 A importancia da vida selvagem na dispersao de Neospora caninum

De acordo com Fayer (1980) a vida selvagem é de grande importancia na transmissao
de algumas espécies de coccidios, onde algumas espécies desses organismos podem se
desenvolver tanto em animais domésticos como em silvestres; fincando assim, os animais
silvestres como possiveis reservatérios desses parasitos quando houver areas superpostas
comuns ou mesmo, em alguns casos houver hospedeiros transportes ou mesmo vetores que
sejam responsaveis por manter a infeccdo entre os dois grupos de animais.

Observa-se que além do cdo doméstico (C. lupus familiaris) como hospedeiro definitivo
dessa parasitose (MCALLISTER et al.,, 1998), outros canideos silvestres podem ser
responsaveis pela eliminacao de oocistos nas fezes como o coiote (C. I. latrans) (GONDIM et
al., 2004) e do lobo cinzento (C. I. lupus) (DUBEY et al., 2011) sem contar da possibilidade

de haver inameros hospedeiros intermediarios na vida selvagem (SOBRINO et al., 2008).

2.4.3 A neosporose como fator zoonotico

Em humanos, ainda ndo foi encontrada evidéncias de que este agente etiologico seja
responsavel por doenca em humanos e que consiga causar infeccdo (PETERSEM, 1999;
GRAHAM, 1999), no entanto, ja foi detectado anticorpos de N. caninum em pacientes
positivos para HIV (LOBATO, 2006), enquanto que a suspeita em casos de abortos em
humanos na Dinamarca estarem vinculados a sororrecdo a N. caninum, mas ndo foram
confirmadas (PETERSEM et al., 1999).

2.5. ASPECTOS CLINICOS DA NEOSPOROSE

Os casos mais graves da neosporose ocorrem em filhotes jovens, infectados
congenitamente, esses desenvolvem paralisia dos membros posteriores que avanga em uma
paralisia progressiva. Sinais neuroldgicos sao dependentes do local parasitado (JAKSON et
al., 1995). Os membros traseiros sdo 0s mais severamente afetados em relacdo aos dianteiros
e, muitas vezes com hiperextensao rigida (CUDDON et al., 1992; BARBER; TREES, 1996;

BARBER et al., 1995).
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Outras disfuncdes, de acordo com Hay et al. (1990) sdo dificuldade de engolir,
paralisia da mandibula; flacidez muscular, atrofia muscular e insuficiéncia cardiaca.

A causa da hiperextensdo dos membros posteriores ainda € desconhecida, mas
provavelmente é devida a uma combinacdo da paralisia do neurénio motor superior e miosite
que resulta em répida contratura fibrosa progressiva dos muasculos que pode provocar a
fixacdo das juntas.

A infeccdo por via transplacentaria em cées € bastante severa, caracterizando-se por
encefalite, poliarticulite, polimiosite e paralisia dos membros posteriores (LINDSAY et al.,
1999a. Isto ocorre porque o protozodrio se reproduz, principalmente, nas células dos nervos
cranianos e espinhais, 0 que leva a uma diminuicdo da condutividade das células parasitadas.
Além disso, a neosporose atinge preferencialmente animais com até 12 meses de idade,
acarretando paralisia do tipo ascendente nos membros posteriores, sem predilecdo por sexo ou
raca (RUEHLMANN et al., 1995). Foram observadas dificuldade de degluticdo, miocardite
associada a morte subita e pneumonia. Essa enfermidade pode ser localizada ou generalizada,
com todos os 6rgaos envolvidos (BARBER; TREES, 1996) inclusive a pele, com severa
dermatite (DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al., 1995; BOYD et al., 2005).

Neosporose cutanea foi descrita em cdes que apresentavam dermatite ulcerativa por
Perl et al. (1998) em lIsrael, Poli et al. (1998) na Italia, Hornok et al. (2006) na Hungria e, na
Australia por Mclnnes et al. (2006) que isolaram N. caninum de lesdo de pele em um céo.
Embora a neosporose cutanea seja mais comum em animais adultos, pode ocorrer em caes de
qualquer idade e a imunossupressao pode favorecer o aparecimento desta manifestacao clinica
da doenca (BOYD et al., 2005; McINNES et al., 2006). Ainda, de acordo com Dubey e
Lindsay (1996) enfermidades simultdneas ndo sdo comuns nos casos de neosporose, no
entanto, a imunossupressao natural ou iatrogénica pode exacerbar a infeccao.

Em 1990, Dubey et al., ja haviam relatado a ocorréncia de cistos de N. caninum em
retina de quatro cdes que adquiriram a doenca por via congénita.

Patitucci et al. (1997) sugeriram que a neosporose clinica em animais adultos pode
ocorrer em fungdo da reativacdo de uma infec¢do anterior, associada com imunossupressdo
causada por vacina¢do com virus atenuado. Durante a fase aguda da doenca o parasito pode
ser encontrado em varios 6rgdos (coracdo, pulmdes e figado) e, na fase crénica somente no
sistema nervoso central (BARBER et al., 1996). Os casos fatais foram relatados em animais
com oito a 15 anos de idade e, cadelas com infeccdo subclinica transmitiram para seus fetos

em sucessivas gestacoes.
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2.6 DIAGNOSTICO

Deve ser feito de uma forma completa, e sempre que possivel deve-se aliar exame
ante-mortem, sorologia e outros exames laboratoriais, observacdo dos sinais clinicos,
anamnese, e paralelamente analisar todo o histérico do cdo. O somatério destes estudos se

refletird num diagndstico verdadeiramente conclusivo.

2.6.1 Exame de fezes

Para auxiliar na identificacdo da eliminacdo dos oocistos pelo hospedeiro definitivo,
pode-se utilizar o exame de fezes. No entanto, o diagnostico parasitoldgico da neosporose no
cao ¢é extremamente dificil devido a falta de informacdes sobre a frequéncia e intensidade da
eliminagdo de oocistos no ambiente, além da dificuldade de se distinguir entre as formas de N.
caninum e H. heydorni eliminadas nas fezes do cdo (HILL et al., 2001) somente pelos
oocistos. Esta Gltima elimina nas fezes os oocistos na maioria das vezes em grande quantidade
(LOPES, 2013)*.

Para a pesquisa dos oocistos de N. caninum nas fezes dos hospedeiros definitivos, o
método mais utilizado é o da centrifugo flutuacdo com solucdo saturada de acUcar
(MCALLISTER et al., 1998; HILL et al., 2001; SCHARES et al., 2005).

2.6.2 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Devido a dificuldade na diferenciacdo entre N. caninum e H. heydorni, é necessario o
emprego da técnica da PCR, fundamental para a deteccdo do DNA do parasito e a
confirmacdo do diagndstico definitivo (HILL et al., 2001).

Basso et al. (2001) isolaram das fezes de um filhote de cdo com histérico de diarreia,
oocistos de N. caninum através da técnica de flutuacdo em solucdo de acgucar, sendo este, 0
primeiro isolamento em um cdo naturalmente infectado. Foram encontrados oocistos
pequenos, semelhantes tanto aos de Hammondia como os de Neospora, que posteriormente
foram confirmados nos EUA como sendo de N. caninum, através da PCR e inoculacdo em

gerbis da Mongolia.

*LOPES, C.W.G., 2013 Comunicagao pessoal.
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Mesmo sendo fundamental em pesquisas realizadas em varios paises como um método
importante para o diagnostico do N. caninum, a biologia molecular ainda ndo é empregada
como rotina dos laboratorios devido ao elevado custo. O diagndstico através da PCR se
tornou o método para deteccdo de patégenos em estudos clinicos e epidemioldgicos e, é hoje
considerado um dos mais especificos nos diagndsticos com boa sensibilidade (HURCOVA et
al., 2006).

2.6.3 Imunofluorescéncia (RIFI) e Elisa

Também podem ser diagnosticados através de provas soroldgicas, empregando-se a
reacdo de imunofluorescéncia indireta e o método ELISA, ambos de alta precisdo
(especificidade e sensibilidade). A identificacdo do anticorpo anti-N. caninum € um indicativo
de que o animal foi exposto ao parasito.

De acordo com Pare et al. (1995) as provas sorologicas que permitem o diagndéstico da
neosporose incluem o teste de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), testes
imunoenzimaticos (ELISA), reacdes de polimerase em cadeia (PCR) e testes de aglutinacédo
modificada para anticorpos de N. caninum (NAT).

Dubey et al. (1998a) relataram que os titulos de anticorpos em cdes com neosporose
clinica variaram de 1:50 até 1:3.200 no método da RIFI, e Reichel (1998) verificou titulos de
1:200 em cées clinicamente normais.

A RIFI foi o primeiro teste utilizado no diagndstico da neosporose (DUBEY et al.,
1988a). E 0 método de referéncia estabelecido para pesquisa de anticorpos contra N. caninum,
sendo considerado como padrdo para calibracio e comparacdo com novos testes
(BJORKMAN et al., 1999). Estudos realizados em diferentes espécies de hospedeiros tém
demonstrado que existe pouca reacdo cruzada com outros parasitos coccidios, e um titulo
igual ou maior a 25 indica exposicao do cdo com o agente (BJORKMAN; UGGLA, 1999).

Os cdes podem excretar oocistos e apresentarem lesGes compativeis com a infeccao,
porém, sem soro conversao detectavel, sendo assim, a sorologia negativa ndo confirma ser o
cao livre da infeccdo por N. caninum, talvez, a caracteristica da cepa possa influenciar a
soroconversdao (LINDSAY, 1999).

Testes hematoldgicos de rotina e a bioguimica do soro ndo sdo Uteis em suportar um
diagnéstico da neosporose, mas a atividade da creatinina-quinase pode ajudar na

diferenciacdo entre uma miosite e uma paresia puramente neuroldgica. O que se observa é que
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a sorologia ainda deve ser vista presuntiva porque a presenca de anticorpos ndo é diagnostica,

porque muitos cdes soropositivos permanecem saudaveis.

Recentemente, cistos foram observados entre miofibrilas esqueléticas em cdes, além
da miosite branda com infiltragdes linfohistiociticas (PETRERS et al., 2001). O isolamento
foi realizado apos a inoculacdo de fragmentos de cérebro de cdo em gerbis da Mongdlia, € a
confirmacéo foi feita através da imunoistoquimica (IHQ) e PCR.

Um exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) pode indicar uma condi¢do infecciosa
ou inflamatéria e a presenca de taquizoitos no sedimento suportard& um diagndstico de
encefalomielite protozoaria (DUBEY et al., 1988a; BARBER; TRESS, 1966) e a presenca de
anticorpos anti-N. caninum, como também, a utilizacdo de tecidos ou fluidos de fetos
abortados ou bezerros infectados, acompanhados de amostra do soro materno (DUBEY;
LINDSAY., 1996).

Lasri et al. (2004) realizaram teste para comparar trés técnicas de diagndstico
sorolégico para determinar a soroprevaléncia de N. caninum, utilizando o método ELISA
ligado a uma enzima imunoabsorvente, em trés populacdes de cdes na Bélgica. Cées
saudaveis, cdes criados em fazendas de gado e cdes urbanos com ou sem distdrbios
neuroldgicos. O teste ELISA foi comparado com outros dois, sendo eles, a RIFI e 0 C-ELISA.
Os resultados mostraram uma boa correlacdo entre a RIFI e a ELISA. Quando estes foram
comparados com o C-ELISA, foi observado indices de concordancia, positiva e negativa
moderado. Foi constatado que no ELISA e na RIFI foi encontrada uma alta prevaléncia em
caes de fazendas de gado, em relacéo as outras duas populacdes de cdes. O resultado do teste
mostrou que os sintomas neurolégicos normalmente ndo sdo associados com a infeccéo por N.
caninum. Os autores concluiram que o ELISA ligado a uma enzima imunoabsorvente poderia
substituir o IFAT para o rastreamento de grande nimero de soro de cées.

Atualmente a sorologia para anticorpos anti-N. caninum €é o teste diagndstico mais
empregado na identificacdo inicial de possiveis casos da doenca. Porém, a presenca de
anticorpos isoladamente ndo é conclusiva no diagnostico da neosporose, ja que a maioria dos
caes soropositivos permanece saudavel. O exame considerado mais especifico disponivel
atualmente € através da biologia molecular, que atua na deteccdo do DNA do protozoario nos
tecidos dos hospedeiros intermediarios e nas fezes dos hospedeiros definitivos (HILL et al.,
2001; GONDIM et al., 2005).
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.6.4. Histologia e imunoistoquimica (IHQ)

Através de exames histoldgicos e da IHQ, pode-se identificar taquizoitos e/ou cistos
do N. caninum através de amostras de cérebro, medula espinhal, coracdo, figado, musculo
esquelético, pulmdo, rim e placenta (SHIVAPRASAD et al., 1989; BARR et al., 1990;
THORNTON et al., 1991; LINDSAY et al., 1993).

Em amostras do sistema nervoso central o exame histopatolégico deve ser realizado,
se baseando na observacdo de lesdes sugestivas de neosporose e na presenca de taquizoitos ou
cistos teciduais.

No cérebro podem ser observados infiltrados celulares mononucleares, com ocasionais
focos de necrose (DUBEY et al.,, 2005). Miocardites, miosites e hepatite ndo supurativa
também podem estar presentes. A miosite da musculatura esquelética é caracterizada por
necrose, infiltracdo de células mononucleares e vasculite, sendo mais frequente observada em
membros pélvicos (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Apos exame histopatologico realizado em um filhote da raca boxer com neosporose,
Basso et al. (2001) encontraram encefalite multifocal ndo supurativa, com numerosas areas de
gliose focal associadas com malécia, e presenca de taquizoitos e cistos teciduais proximos a
essas areas.

A biopsia muscular é considerada um teste fundamental para o diagnostico da
neosporose, assim como, a distingcdo entre a espessura da parede dos oocistos, pode auxiliar
neste diagnodstico, uma vez, que N. caninum apresenta uma parede medindo >1um, enquanto
que T. Gondii apresenta parede medindo em torno de <0,5um (DUBEY et al., 1998,).

Neosporose foi diagnosticada por Martin et al. (2000) na Alemanha em filhotes de céo
da raca Minsterland com 11 semanas de idade, que apresentavam paralisia progressiva dos
membros posteriores. Exames fisiopatologicos e imuno-histologicos revelaram a
disseminacdo da infeccdo por N. caninum. Foram encontrados estadgios do coccidio no
cérebro, medula espinhal, retina, masculos, timo, coracdo, figado, rins, suprarrenais, estbmago
e pele.

Os taquizoitos de N. caninum podem ser visualizados em tecidos, fluidos ou amostras
citopatoldgicas e devem ser distinguidos de T. gondii, visto que, 0s taquizoitos de ambos 0s
protozoarios sdo similares estruturalmente a microscopia Optica. Entretanto, podem ser
diferenciados por suas roptrias, ja que estas sdao eletrodensas em N. caninum e eletrolucentes
em T. gondii (DUBEY; LAPPIN, 2006).
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2.7. FREQUENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora caninum EM CAES NO BRASIL

No Brasil, N. caninum foi diagnosticado a partir de 1999, em fetos abortados, e através
de levantamentos soroldgicos de bovinos e cdes de diferentes estados, e descrito em cées por
Gondim et al., em 2001 que isolaram pela primeira vez este protozoario de cdo que
possuia sinais indicativos da doenca.

Nos ultimos anos, em diversas regides no mundo, varios estudos vém sendo realizados
sobre a presenca de provaveis fatores de risco, associacdo entre soropositividade a N. caninum

como idade, raca, sexo ou origem do cdo e levantamentos de soroprevaléncia.

Varandas et al. (2001) investigaram a presenca de anticorpos anti-N. caninum e anti-T.
gondii utilizando 295 soros de cées oriundos da regido Nordeste do Estado de S&o Paulo, com
intuito de correlacionar a presenca de anticorpos com provaveis distarbios clinicos.

Todas as amostras foram examinadas pela reacdo da RIFI para ambos os protozoarios.
Foram consideradas positivas as reacdes com reciprocas de titulos, igual ou maior do que 50
(N. caninum) e de 16 (T. gondii). As dilui¢Bes sequenciais foram realizadas até que foi obtido
o titulo soroldgico final. Esses resultados puderam revelar que 25 (8,48%) e 151 (51,19%) dos
soros examinados apresentaram anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii, respectivamente.
Em 17 soros (5,76%) foram detectados anticorpos para ambos 0s coccidios. Nos soros de 58
caes (19,66%) que apresentaram sintomatologia nervosa, foram detectados anticorpos em 04
(1,36%) para N. caninum e em 24 (8,14%) para T. gondii. Os  resultados  obtidos néo
revelaram correlacéo significativa (P>0,05) entre a sorologia e a presenga de neuropatias nos

animais examinados.

Gennari et al. (2002) observaram soroprevaléncia de 40,1% em cées de rua (25/61) e
de 20%, em cdes com domicilio fixo, assim como, observou que 0s animais com acesso a rua
ou contato com outras espécies animais podem ser mais frequentemente infectados com N.

caninum, o mesmo observado por Fernandes et al. (2004).

No intuito de verificar a frequéncia de cdes reagentes para N. caninum em S&o Luis,
Maranhdo, Brasil, Teixeira et al. (2006) coletaram amostras de sangue, por puncao da veia
radial, de 100 cdes adultos (53 machos e 47 fémeas), sem raca definida, capturados pelo
Centro de Controle de Zoonoses em Sao Luis, MA. Foi realizado o teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI) para deteccdo de anticorpos para N. caninum.
Consideraram-se positivas as amostras reativas no ponto de corte 1:50, conforme técnica

descrita por Dubey et al. (1988a). Do total de amostras séricas, 45 foram positivas, sendo 60%
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de machos e 40% de fémeas. Nao houve diferenca de frequéncia quanto ao sexo. Os titulos de
anticorpos para N. caninum variaram de 1:50 a 1:800. Observou-se elevada frequéncia de cées
soropositivos (31,1%), com titulo de 1:50. Este foi o primeiro registro no estado do
Maranh&o. Essas observacOes poderiam explicar a alta prevaléncia detectada neste estudo,
desse modo, cées de rua poderiam desempenhar importante papel epidemioldgico na
disseminacdo de N. caninum. Neste mesmo ano, Jesus et al. nos municipios de Salvador e
Lauro de Freitas, na Bahia, Brasil, verificaram a frequéncia de anticorpos IgG anti- N.
caninum em 415 amostras séricas de cdes domiciliados e errantes, utilizando a RIFI (1:50).
Foi encontrado anticorpos da classe 1gG anti-N. caninum em 13,3% (22/125) dos animais
domiciliados e em 11,2% (28/250) dos animais errantes. Em relacdo a frequéncia de animais
soropositivos de machos e fémeas foram 8,0% (6/75), e 18,4% (14/76) em céaes domiciliados e
12,6% (17/135) e 9,6% (11/115) nos errantes respectivamente. Quanto a idade e sexo, raca e
frequéncia de soropositividade ao N. caninum ndo foi observada diferenga significativa entre

0s dois grupos estudados.

Até 0 ano de 2008, o estado de Goias ainda ndo havia registrado infecgdo por N.
caninum em seus cdes. Neste ano, Boaventura et al. realizaram estudo para determinar a
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em cées errantes capturados pelo Centro de
Zoonoses e domiciliados da cidade de Goiania utilizando a técnica da RIFI. Do total de cées
examinados, 32,9 % (65/197) mostraram-se positivos no teste de RIFI, 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 0s 125 cdes domiciliados atendidos por hospitais
veterinarios, 31,2 % (39/125) foram positivos para N. caninum.

Bresciani et al. (2008) realizaram trabalho sobre a ocorréncia de anticorpos contra N.
caninum e T. gondii e estudo de fatores de risco em cées de Aracgatuba, SP. Eles determinaram
a presenca desses coccidios atraves de uma amostra de 108 cdes em 63 domicilios e canis da
zona urbana por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para se verificar
possiveis associacdes entre a presenca de anticorpos contra os referidos coccidios e a variavel
raca, sexo, idade, dieta, ambiente, presenca de gatos e acesso as ruas. Também foi realizada
uma analise de fatores de risco com as variaveis mais associadas a infec¢éo por T. gondii e N.
caninum. Dos 63 locais amostrados, 28 (44,4%) foram soropositivos para T. gondii e 15
(23,8%) para N. caninum. Foi verificada associacdo entre cdes positivos para T. gondii e
criados em ambiente de terra ou gramado (p < 0,001), quando comparados aos mantidos em

ambiente cimentado. A presenga de um dos agentes ndo apresentou associagdo com a
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ocorréncia simultanea do outro coccidio (p = 0,84).

Em 2008, Moraes et al. estudaram a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum em céaes
da microrregido da Serra de Botucatu, Estado de S&o Paulo, e sua associacdo ao sexo, idade e
procedéncia quanto a zona urbana (exclusivamente cidade), rural (somente chécaras e sitios) e
peri-urbana (acesso a zona urbana e rural) dos cées estudados. Novecentos e sessenta e trés
caes foram selecionados aleatoriamente, com ou sem raga definida, de ambos 0s sexos e de
diferentes idades, sem apresentarem sintomatologia clinica. O trabalho foi realizado no
periodo de maio a setembro de 1998. Os soros foram avaliados por meio da RIFI utilizando
como antigeno a cepa padrdo NC-1 de N. caninum. Foram reagentes 245 animais (25,4%),
sendo 161 machos (27,5%) e, 84 fémeas (22,3%). Dos 223 animais da zona urbana (25,8%),
11 da zona rural (16,9%) e 11 da zona mista (33,3%) foram reagentes a prova da RIFI. Os 11
municipios estudados apresentaram cédes positivos com valores de ocorréncia entre 8,9 a
53,5%. Foi observado neste estudo que animais com até um ano de idade (16,2%)
apresentaram o percentual menor, quando comparados aqueles entre um a quatro anos
(28,4%) e, os superiores ha quatro anos (28,0%), sendo que estes dois grupos néo
apresentaram diferenca significativa entre si. Ficou evidenciada neste estudo a ampla
distribuicdo do agente na regiao.

Ainda em 2008, Fridlund-Plugge et al. detectaram anticorpos anti-N. caninum pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em cées errantes e domiciliados das areas
urbana, Peri-urbana e rurais de Curitiba, estado do Parana. Do total de 556 caes, 18,17% (101)
foram soropositivos para N. caninum (titulo de 1:50). A frequéncia de anticorpos foi de
12,71% nos cées urbanos, de 15,73% nos peri urbanos e de 25,38% nos cées rurais. Nos caes
rurais a frequéncia de anticorpos foi maior do que nos cées urbanos (P<0.05). N&o houve
diferenca significativa entre as frequéncias de anticorpos dos cdes urbanos e Peri urbanos
(p>0,05), e dos Peri urbanos e rurais (p>0,05). Os anticorpos anti N. caninum foram
detectados em 34 de 233 cdes domiciliados (14,59%) e em 17 de 126 caes errantes (13,49%).
N&o houve diferenca estatistica significativa entre o tipo de criacdo e a origem (p>0,05). Os
autores concluiram que N. caninum esta presente nos cédes urbanos e peri urbanos de Curitiba
e nas areas rurais do Estado do Parana.

Magalhédes et al. (2009) determinaram a frequéncia de cédes soropositivos para N.
caninum, no municipio de Ilhéus, BA, e a influéncia da procedéncia dos cdes com
soropositividade. Amostras de sangue de 161 animais foram coletadas, e testadas por meio da
reacdo de imunofluorescéncia indireta, empregando-se um ponto de corte de 1:50. Dezenove

(11,8%) cées soropositivos para o parasito foram detectados, sendo que, entre 0s positivos,
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21,9% eram errantes e 9,3% domiciliados (p = 0,1). Observou-se que 0s animais residentes
em &reas urbanas apresentaram uma maior soropositividade para o parasito quando
comparados com 0s animais da area periurbana (p=0,03). Os resultados sdo indicativos da
presenca de N. caninum na regido estudada.

Trabalho realizado por Caetano et al. (2012) objetivou verificar a prevaléncia de
anticorpos classe 1gG para N. caninum em cdes e os fatores de risco na area urbana do
municipio de Porto Alegre- RS, utilizando a RIFI e aplicacdo de questionario epidemioldgico
com os responsaveis pelos animai. Os animais foram divididos em trés grupos: animais
domiciliados, errantes e de criatérios comerciais. A frequéncia de anticorpos foi de 13,84%
(36/260) de amostras positivas. Os titulos sorolégicos observados variaram de 50 (44%) a
3200 (3%). Os dados obtidos no questionario foram analisados pelo Teste Exato de Fisher, e
observou-se associacdo entre a positividade e os fatores alimentacdo e acesso a rua, com
maior positividade para os animais que tinham acesso a rua (p<0.001) e recebiam alimentados
com comida caseira. Os fatores idade, sexo e contato direto com outros cées ndo apresentaram

diferenca significativa em relacdo a positividade dos animais.

Estudo prospectivo para conhecer a frequéncia real e a importancia de N. caninum
como causador de lesdes e doenga clinica em cdes da regido sul de Minas Gerais foi realizado
por Nogueira (2012) sendo efetuado em duas etapas, onde na primeira, foi determinada a
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum e foram investigados os fatores de risco
relacionados a sorologia em cées de zona urbana e rural de propriedades com diferentes
atividades econdmicas (producéo de leite ou café). Para tanto, 703 amostras de sangue foram
coletadas. O soro obtido foi analisado para anticorpos anti-N. caninum pela Reacdo de
Imunofluorescancia Indireta (RIFI>1:50). Dos 703 caes, 80 (11,4%) foram positivos para N.
caninum. Cées que ndo recebiam racdo industrial, de areas rurais, de propriedades leiteiras
principalmente com histérico de aborto bovino, que eram utilizados para cacga, que
apresentaram histérico de disturbios reprodutivos apresentaram maiores chances de
soropositividade (P<0,05). Na segunda parte do estudo, 104 cdes com sinais neurologicos e
muscular ou histérico de doencas ou terapias imunossupressoras recente foram necropsiados e
avaliados histopatologicamente a procura de lesdes compativeis com a infeccdo por
protozoarios. Lesbes, como encefalite, miosite e miocardite ndo supurativa foram encontradas
em 47 cées (45,2%).

Estudo similar foi realizado por Brinker no ano de 2012, com a finalidade de

determinar a prevaléncia de anticorpos para N. caninum em cdes de areas urbanas e rural do
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municipio de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil. Amostras de soro de 313 cées de
origem urbana e rural foram testadas para a presenca de anticorpos de N. caninum mediante a
RIFI (>1:50). Na area urbana a prevaléncia foi de 2% (5/160) e na rural de 12% (36/153)
(P<0,001). Os titulos sorologicos variaram de zero (86,9%) a 1:6400 (0,64%) sendo 1:50
(5,11%), o mais prevalente entre os positivos. Nenhum dos cdes examinados apresentou sinais
clinicos da neosporose durante a coleta de sangue. Dos fatores de risco avaliados, a idade dos
caes rurais foi o Unico significativo (P=0,0053), com prevaléncia de 1% (2/34) entre aqueles
com menos de um ano de idade e de 22% (34/119) entre os maiores de um ano de idade.
Quanto aos fatores género, alimentacdo, confinamento, contato com bovinos e recolhimento
de carcacas, 0s cdes rurais ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a
soropositividade. Nos cdes urbanos, os fatores género, alimentacdo e idade ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo a soropositividade. Ficou demonstrado neste estudo, que
cées de area rural de Caxias do Sul foram mais predispostos a infeccdo por N. caninum,
principalmente animais com mais de um ano de idade, e que nos animais de area urbana o
coccidio se fez presente. Ainda neste mesmo ano, Teixeira et al. realizaram trabalho sobre a
soroepidemiologia de N. caninum em cées de area urbana no municipio de Porto Alegre-RS,
tendo como objetivos: verificar a prevaléncia de anticorpos classe IgG para N. caninum em
caes através da técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e avaliar os fatores de risco
relacionados com o0 manejo e caracteristicas individuais dos animais, através de questionario
epidemiologico. Eles trabalharam com trés grupos de cées: domiciliados (n= 145); errantes
(n= 70) e de criatorios comerciais (n=45). A frequéncia de anticorpos total foi 13,84%
(36/260) e entre os grupos foi de 15,8% para domiciliados, 17,1% para errantes e 2,2% para
caes de criatorio comerciais. Os titulos sorologicos observados variaram de 50 (44%) a 3200
(3%). Observou-se associacdo entre a soropositividade e os fatores alimentacdo (p<0.001) e

origem dos cées.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO

3.1.1 Animais de Estudo

As amostras utilizadas faziam parte da soroteca oriunda das coletadas dos cées
atendidos no Centro de Terapia e Emergéncia Veterinaria Ltda (CTI Vet. Clinica 24 horas),
durante um periodo de 18 meses, situado na Avenida das Américas, 3939 bloco 2 loja I, na
Barra da Tijuca, regido metropolitana do Rio de Janeiro, RJ cedidas gentilmente por seu
proprietario (Anexo 1). Estabelecimento referéncia em atendimento clinico, cirurgico e
diagnostico, em todo animal atendido na rotina clinica. Todos os animais do estudo possuiam
responsaveis e acompanhamento meédico veterinario de rotina, todas as coletas foram
realizadas com o objetivo de diagnostico, monitoracdo organica e metabolica, independente
de sexo, raca, idade, assim sendo, com 0 objetivo de diagnostico e tratamento compativel,
foram utilizados os exames complementares pertinentes a cada caso, esgotando todos os
recursos de diagnostico disponiveis. Este trabalho atendeu aos principios basicos para
pesquisa envolvendo o uso de material procedente de animais atendidos e esta de acordo com
0s principios éticos e do bem estar animal, sendo aprovado pela CEUA/IV/UFRRJ com o
namero n° 044/2014 (Anexo 2).

3.1.2 Avaliacdo Clinica e Conduta Clinica

Os animais eram atendidos por médico veterinario, que preenchiam ficha clinica e de
cadastro (Anexo 3 e 4), eram solicitados exames conforme a necessidade e pertinentes ao
quadro clinico para obtencdo do(s) diagnostico(s), com a utilizacdo de servicos terceirizados

caso necessario: patologia clinica, de imagem (ultrassonografia, radiografia, tomografia),
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bioldgicos (cultura, antibiograma), sorolégicos (pesquisa de antigeno ou anticorpo), dosagens
hormonais, anatomopatolégico (citolégico, histopatoldgico), além de contar com o

diagndstico terapéutico, com objetivo de tratamento eficaz, clinico e/ou cirdrgico.

3.1.3 Determinacdo do Numero de Amostras e Aplicacdo do Questionario

O calculo da amostra foi realizado pelo programa EPI INFO 2003 (www.cdc.ogv),
baseado no estudo realizado previamente por Mineo et al. (2001) e Guimaré&es et al. (2009)
totalizando um nimero de amostras de pelo menos 236 animais com 95% IC. A ficha clinica
dos cdes utilizados nesta pesquisa encontra-se nos anexos 3 e 4.

3.1.4 Coleta, Processamento e analise das amostras.

As amostra de sangue de um total de 402 foram coletadas da veia jugular direita ou
esquerda, em seringa descartavel, com agulha 25 x 7 mm. A seguir, 2 a 3 mL, conforme
volume total da coleta foi acondicionado em tubo de ensaio pediatrico com acido
etilenodiaminotetracético (anticoagulante-EDTA), e o restante em tubo de ensaio seco com
capacidade para 10 mL, sem anticoagulante. Com o material da prépria seringa foram feitos
dois estiracos sanguineos corados utilizando conjunto para coloracéo rapida em hematologia®
As amostras de sangue foram processadas, com a utilizacdo de aparelho automatico® para
leucometria e eritrograma. Para separacdo dos elementos figurados e plasma foi
confeccionado microhematocrito e utilizado a microcentrifuga®, assim como a confeccéo de
dois estirdes de concentrado de plaquetas e leucécitos em laminas de vidro, obedecendo a
mesma técnica de fixacdo, desidratacdo e coloracdo para o estiraco sanguineo, ambos
observados em microscépio binocular® para contagem especifica de leucécitos, morfolégia
dos elementos figurados e presenca de hematozoarios. Foi utilizado um refratémetro clinico
manual® para mensuracgdo da proteina plasmatica total.

As amostras sem anticoagulante foram centrifugadas’ a 350 xg por 10 minutos, para
separacdo do soro e a seguir, foi acondicionadas em criotubos de 2,5 mL, em duplicatas,
identificadas e armazenadas a temperatura de -20° C até a realizacdo da RIFI e mensuracdo da

albumina e globulina.
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3.2 ANALISES LABORATORIAIS
3.2.1 Processamento do Soro Sanguineo

Os soros em duplicatas foram levados ao Laboratério de Coccidios e Coccidioses
(LCC) — Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. BR-465 km?7, Bairro Ecologia, Seropédica, RJ, em uma
caixa isotérmica para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum, utilizando o teste de reacéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI).

Para a determinagdo das fraces de proteina foi utilizando o método colorimétrico
através de reagentes especificos® e leitura em analisador semiautoméatico, para albumina

(g9/dL) e globulina (g/dL), conforme orientacdo do fabricante.
3.2.2 Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A avaliacdo soroldgica para N. caninum foi através da técnica de Reacdo de

Imunofluorescéncia Indireta com base em Coelho (1996) e Ueno (2005).

3.2.2.1 Obtencdo do material utilizado para identificacdo dos animais sororreagentes para
Neospora caninum

As laminas para RIFI foram procedentes do Laboratorio IMUNODOT localizado no
municipio de Jaboticabal, SP e mantidas em temperatura de -20 °C no LCC, Departamento de

Parasitologia Animal, Anexo um do 1V, UFRRJ até o seu uso.
3.2.2.2 Diluicao dos Soros Caninos

Os soros dos caes, incluindo os controles positivo e negativo, foram diluidos a 1:50 em
PBS, com a confeccdo de 32 pL de cada respectivo soro. Em seguida 10 pL das respectivas
amostras previamente diluidas foram instilados nos pocgos da lamina de RIFI, ja previamente
sensibilizada com antigeno, taquizoitos de N. caninum. As laminas foram incubadas em
camara Umida em estufa® a 37° C por 30 minutos, posteriormente lavadas em PBS com auxilio
de agitador de Kline' em velocidade moderada, durante cinco minutos, desprezar o PBS e
repetir o procedimento. Secar as laminas em estufa® a 37° C por tempo suficiente para receber

a solugéo de conjugado.
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3.2.2.3 Preparacao do Conjugado

O conjugado anti-cdo™ foi diluido conforme o fabricante, a 1:32 em PBS pH 7,2
contendo azul de Evans a 0,5%, instilar 10 pL nos respectivos pocos ja secos das laminas,
incubar em estufa®a 37° C em camara escura e imida por 30 minutos, posteriormente lavadas
em PBS com auxilio de agitador de Kline em velocidade moderada, durante cinco minutos,
desprezar o PBS e repetir o procedimento. Secar as laminas em estufa® a 37° C por tempo
suficiente para secagem. Todo o procedimento deve ser em ambiente protegido de luz.

3.2.3 Leitura da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

A leitura foi feita em microscopio binocular de fluorescéncia” com aumento de 400X,
sendo considerados positivos 0s animais em que O respectivo pogo apresentava taquizoitos
com fluorescéncia periférica total (Figura 1) e homogénea, e negativa 0S pocos que
apresentavam taquizoitos com fluorescéncia parcial ou apical (Figura 2), esses resultados

eram validados com os respectivos controles positivo e negativo.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a associacdo entre as variaveis estudadas, foram utilizados os testes
estatisticos do Qui-quadrado (xz) com correcdo de Yates ou teste exato de Fisher quando

recomendado (SAMPAIOQ, 1998).

Para a regressao logistica foi utilizado também o programa EPI INFO 3.5.1 (DEAN;
ARNER 2008) Epi Info (www.cdc.gov).

O modelo final foi construido pela retirada das variaveis (modelo backward) de acordo
com os valores de p ajustado pelo teste de Hosmer & Lemshow, devendo cada variavel ter
nivel de significancia de 5% para permanecer neste modelo.

Foram calculadas as Chances de ocorrer (Odds Ratio) da analise bivariada com

medidas de associacdo e intervalo de confianca de 95%.

24


http://www.cdc.gov/

Figura 2. Taquizoitos de Neospora caninum com fluorescéncia periférica total a RIFI.
Obj. 40 X.
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Figura 3. Taquizoitos de Neospora caninum com fluorescéncia parcial ou apical a RIFI.
Obj. 40 X
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 A REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA COMO TESTE DE
DIAGNOSTICO

Os estudos relacionados com o tema da tese demonstraram que através da RIFI, foram
observados anticorpos contra N. caninum em 8,46% (34/402) dos animais. O percentual de
animais positivos foi bem variado (DUBEY; LINDSAY, 1996; RASMUSSEN; JENSEN,
1996; SAWADA et al, 1998; PATITUCCI et al., 2001; HORNOK et al., 2006;
REITEROVA et al., 2009), inclusive em diferentes regides do Brasil. Souza et al. (2002) no
Parana observaram 21,6% dos cées da area rural; Azevedo et al. (2005) observaram 8,4% do
caes de Campina Grande, PB; Cunha Filho et al. (2008) em Pelotas, RS, 5,5% (6/109) nos
caes urbanos; na regido da Serra de Botucatu, SP, Moraes et al. (2008) observaram 25,8%,
enquanto que Benetti et al. (2008) em Cuiaba, MT, detectaram a presenca deste agente
etiologico em 45% dos animais. Apesar da grande variacdo observada entre 0s animais
sororreagentes a N. caninum, este trabalho esta de acordo com os observados anteriormente
por Mineo et al. (2001) e Guimardes et al. (2009) em cdes atendidos em Hospitais
Veterinarios das localidades de Uberlandia e Lavras, ambas em Minas Gerais. A semelhanca
deles, as amostras utilizadas também foi procedente de cées atendidos em uma Clinica
Veterindria. Estes animais também tinham assisténcia veterinaria no decorrer de suas
existéncias o que provavelmente tenha influenciado na possibilidade de adquirirem infeccédo

natural de N. caninum na regido estudada.

4.2 O CAO E A POSITIVIDADE PARA Neospora caninum NA BARRA DA
TIUCA

As amostras encontradas foram relacionadas com as condicdes de vida e

manejo, referentes a idade, moradia, contato com outros animais, habitos
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alimentares, sexo dos animais e porte dos animais conforme informagdes

apresentadas por seus proprietarios.

4.2.1 Faixa etéria e suas consequéncias

Dos 402 animais avaliados neste estudo, a idade se mostrou como um fator
predisponente, pois quanto mais velhos os animais mais susceptiveis a exposi¢ao ao patdgeno
(Tabela 1) e, dentre os positivos, apenas dois dos animais tiveram sinais clinicos neurolégicos
da doenca. Apesar da baixa frequéncia encontrada para N. caninum, esta aumentava com a
idade dos cées clinicamente avaliados. Situagdo semelhante foi observada com sintomatologia
nervosa por Mineo et al. (2001) e Souza et al. (2002) no Parana 21,6% (29/134) em cdes da
area rural. Andreotii et al. (2006) em Campo Grande, MS, com 27,2%, Aguiar et al. (2006)
Amazonas, com 12,6%, Moraes et al. (2008) em Botucatu, SP, observaram 25,8%, Guimaraes
et al. (2009) em Lavras, MG com 3,1%. Cunha Filho et al. (2008) em Pelotas, Rio Grande do
Sul 5,5% (6/109) nos cées urbanos e Brinker et al. (2012) em Caxias do Sul, RS com 22%.

Tabela 1. Importancia da faixa etaria em cées sororreagentes a Neospora caninum
na regido metropolitana do Rio de Janeiro, RJ.

Caracteristicas Animais Valordep RR® IC 95%"
Sorologia® Valores

3 meses —<10anos  Negativa: 249 (62)"
Positiva: 16 (4)

0,0221 1,082 1,007 a1,162
>10 - 19 anos Negativa: 119 (30)
Positiva: 18 (4)
Total 402 (100)

*RR= Risco relativo; ” Usando aproximacéo de Katz; © RIFI; ® Valores relativos em percentagem
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4.2.2 Influéncia da Moradia

A moradia em apartamento foi um significante fator de protecdo contra a infec¢do por
N. caninum em relacdo a outros tipos de moradia que esses cdes tinham acesso a rua quando
levados com guia pelos proprietéarios, e o fato de morarem em apartamento, vem a ser um
fator de protecdo contra este patdgeno (Tabela 2). A moradia diferente de apartamento se
refere ao habitat onde oferece ao animal a possibilidade de ter um espaco onde a comida e
agua, servidas como alimentacdo favorece a infeccdo, pois animais, tais como pequenos
roedores e passaros, que vem a procura de comida e agua, podem servir de presa e com isso
favorecer a infeccdo por carnivorismo, pela ingestdo de cistos de N. caninum, resultado
semelhante ao encontrado por Sicupira et al. (2011). Mesmo em areas urbanas ndo se
observou diferencas entre animais domiciliados e errantes (JESUS et al., 2006). Situagéo
semelhante foi também observado por Boaventura et al. (2008); no entanto, os atendidos em
hospitais veterinarios foram maior nimero 31% (39/125) do que nos animais observados
neste trabalho. Além disso, mesmo em moradias, onde o piso do quintal era de grama ou de
cimento foi significante quando associado a animais sororreagentes a N. caninum
(BRESCIANI et al., 2008). O que se observa é que o tipo de moradia, principalmente

naquelas onde se observa a presenca de areas abertas a infeccéo torna-se mais frequente.

Tabela 2. Importancia da moradia na infecgcdo natural de cdes por Neospora caninum.

Caracteristicas Animais Valordep RR? IC 95%°%
Sorologia” Valores
Apartamento Positiva: 19 (5)°
Negativa: 264 (66)
0,0005 2,879  1,630t0 5,084
Outros Positiva: 23 (5)
Negativa: 96 (24)
Total 402 (100)

® Usando aproximagéo de Katz; ° RIFI; ¢ Valores relativos em percentagem
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4.2.3 Presenca de outras espécies animais

Situacdo esta relatada previamente por Bresciani et al. (2008). Em virtude deste
agente etioldgico ser heteroxeno obrigatério a Unica possibilidade dos cées adquirirem
infeccdo seria por via transplacentéria, carnivorismo ou com oocistos esporulados no meio
ambiente em que vivem. A infeccdo se torna mais importante para caes de areas rurais, que
podem ter habito de comer restos placentarios e fetos abortados de animais de producéo,
principalmente bovinos (FRIDLUND-PLUGGE et al., 2008). No presente trabalho, a ndo
significancia (Tabela 3) pode estar relacionada a serem animais de domicilios onde, se houver
outros animais a chance de contaminac¢do seria minima, dada a procedéncia de serem de areas

urbanas, cujo domicilio em que vivem ndo favoreceria a transmissao entre eles.

Tabela 3. Importancia da convivéncia com a presenca de outros animais na infeccéo

natural por Neospora caninum em cées.

Caracteristicas Animais Valordep RR? IC 95%°%

Sorologia®  Valores

Presenca Positiva: 1(0)°
Negativa: 15 (4)
1,0000 1,0269 0,9010- 1,1704
Auséncia Positiva: 29 (8)
Negativa: 304 (87)
Total 349(100)

# Usando aproximagao de Katz; ° RIFI; “Valores relativos em percentagem

Obs: 53 animais sem informacdes.
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4.2 .4 Habitos alimentares

Quanto a variavel alimentagdo (Tabela 4), ndo houve uma maior soropositividade nos

caes que se alimentavam de dieta caseira em comparacdo com os alimentados por ragdo neste

trabalho, concordando com os resultados encontrados por Souza et al. ( 2002) em Alagoas e
Benetti et al. (2008) em Mato Grosso e Brinker (2012) em Caxias do Sul, RS. Entretanto,

resultados significativos foram observados por Caetano et al. (2012) quando cées foram

alimentados com comida caseira, observagdo esta mais relevante em Porto Alegre, RS

(TEIXEIRA et al., 2012). Provavelmente, esta Ultima esteja relacionada ao habito dos cées

comerem aparas de carne, ou carne mal passada, oriundas de churrascos, habito cultural na

regido estudada.

Tabela 4. Importéncia da alimentacdo na infeccdo natural por Neospora caninum em

caes.
Caracteristicas Animais Valor RR? IC 95%°
Sorologia” Valores de p
Industrializado Positiva: 12 (3)°
(racao) Negativa: 179 (46)
0,2001 0,6283  0,3158 — 1,250
Néo Positiva: 20 (5)
industrializado Negativa: 180 (46)
(comida caseira)
Total 391 (100)

# Usando aproximacao de Katz; ° RIFI; “Valores relativos em percentagem
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4.2.5 Sexo e suas consequéncias

N&o houve diferenca estatistica quanto a variavel sexo (Tabela 5) embora nesse
estudo, observou-se um maior nimero de machos 21 /191 que fémeas 13/177 sororreagentes.
Este resultado corrobora com os encontrados por Jesus et al. (2006) na Bahia; Cafion-Franco
et al. (2003) e Aguiar et al. (2006) no Amazonas; Andreotti et al. (2006) em Campo Grande,
MS; Moraes et al. (2008) em Botucatu, SP; Teixeira et al. (2006) em S&o Luis, MA; Lopes et
al. (2011) no Piaui; Boaventura et al. (2008) Goiania, GO; Cunha-Filho et al. (2008) RS e
Wouda et al. (1999) na Holanda, ndo indicando a ocorréncia preferencial da infecgdo a um
determinado sexo, indicando que machos e fémeas possuem o mesmo risco de se infectar com

este agente etiologico. O que justifica a ndo significancia observada neste trabalho.

4.2.6 Porte dos Animais e a sororreagdo a Neospora caninum

Em relacdo ao porte dos cées, estes foram divididos entre pequenos, médios e grandes
(Tabela 6), o que se observa a independéncias entre estas variaveis, onde o porte dos animais
poderia ser considerado fator de risco na infec¢do natural por N. caninum.

Os animais de pequeno porte (Tabela 7) se mostraram com maior fator de protecéo
com valor de p = 0,0169. Este resultado indica que houve significancia quanto ao porte dos
animais, e, entre 0s cdes de pequeno porte, ocorre um percentual crescente de positividade,
com maior fator de protecdo para esses animais no presente trabalho. Bresciani et al. (2007),
também avaliaram a associacdo com o porte dos cdes, porém ndo observaram significancia
para essa comparacao. Entretanto, ndo se observaram significancia entre caes sororreagentes

para N. caninum nos cées de porte médio (Tabela 8) e grande (Tabela 9) no presente trabalho.
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Tabela 5. Importancia do sexo na infeccdo natural por Neospora caninum em

caes.
Caracteristicas Animais Valorde RR? IC 95%?
p
Sorologia®  Valores
Machos Positiva: 21 (5)°
Negativa: 191 (48)
0,2874 1,448 0,7456t0 2,811
Fémeas Positiva: 13 (3)
Negativa: 177 (44)
Total 402(100)

# Usando aproximacéo de Katz; ° RIFI; ¢ Valores relativos em percentagem

Tabela 6. Importancia do porte dos animais sororreagentes a Neospora caninum

Caracteristicas Animais Valor de p XZ
Sorologia®  Valores

Pequenos Negativa: 223
Positiva: 13

Médios Negativa: 69 0,0359 6,6556
Positiva 9

Grandes Negativa: 76
Positiva: 12

Total 402 (100)

dRIFI



Tabela 7 Importancia dos cdes de pequeno porte entre 0s animais sororreagentes a

Neospora caninum

Caracteristicas Animais Valor RR? IC 95%"
Sorologia® Valores de
ppp
Pequeno Negativa: 223 (55)°
Pequeno Positiva: 13 (3)
0,0169 0,4354 0,2244 —-0,8448
Outros Negativa: 145 (36)
Outros Positiva: 21 (5)
Total 402 (100)

*RR= Risco relativo; ° Usando aproximacéo de Katz; © RIFI; ® Valores relativos em percentagem

Tabela 8. Importéncia dos cdes de médio porte entre 0s animais sororreagentes a

Neospora caninum

Caracteristicas Animais Valordep RR®* IC 95%"°
Sorologia®  Valores
Médio Negativa: 69 (17)°
Médio Positiva: 9(2)

0,2640 1,495 0,7273- 3,075

Outros Negativa: 299 (74)
Positiva: 25 (6)
Total 402(100)

® RR= Risco relativo; ® Usando aproximacio de Katz; © RIFI; ¢ Valores relativos em percentagem
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Tabela 9. Importancia dos cées de grande porte entre os animais sororreagentes a

Neospora caninum

Caracteristicas Animais Valordep RR? IC 95%"°
Sorologia® Valores
Grande Negativa: 76 (19)°
Positiva: 12 (3)
0,0798 1,946 1,003 -3,776
Outros Negativa: 292 (73)
Positiva: 22 (5)
Total 402 (100)

*RR= Risco relativo; ° Usando aproximacéo de Katz; © RIFI; ® Valores relativos em percentagem

Apesar de ndo haver citacbes mais concretas sobre estas variaveis e animais
sororreagentes a N. caninum, pode-se inferir que os de pequeno porte sdo mais protegidos
quanto a infeccdo por viverem em sua maioria em apartamentos em bairros de areas urbanas

com menos chances de adquirirem a infec¢do natural por N. caninum.

4.2.7 Contato com ambiente externo a moradia (rua)

Neste estudo (Tabela 10), o acesso a rua foi um fator ndo predisponente a infeccdo ao
patogeno, resultado similar ao observado por Fridlund-Plugge et al. (2008), em Curitiba.
Diferente do encontrado por Azevédo et al. (2005) em Campina Grande, PB, Benetti et al.
(2008) em Cuiaba, MT e Gennari et al. (2002) em S&o Paulo, que encontraram uma maior
ocorréncia de cées positivos com acesso as ruas. Provavelmente esteja associada a animais
que tem acesso a rua livremente o que ndo foi observado neste trabalho, aonde os animais iam

a rua, porém sob os cuidados de seus proprietarios.

35



Tabela 10. Importancia do contato com a rua na infecgdo natural por Neospora

caninum em caes.

Caracteristicas Animais Valor de p RR? IC 95%°
Caracteristicas ~ Sorologia® Valores Fator de
Risco

Sim Positiva: 26(7)°

Negativa:

272(68)
0,6794 1,0189 0,9555 — 1,0865

Né&o Positiva: 7(2)

Negativa: 93 (23)
Total 398(100)

# Usando aproximagao de Katz; ° RIFI; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.8 Sinais clinicos neuroldgicos

Apenas dois animais apresentaram sinais neuroldgicos (Tabela 11) e ndo houve
significancia quanto a esta variavel, igualmente observados no trabalho Souza et al.( 2002),
Moraes et al. (2008), Fernandes et al.( 2004), Azevédo et al. (2005), Cunha-Filho et al.
(2008), Fridlund-Plugge et al. (2008), Sicupira et al.(2012), diferente do encontrado por
Mineo et al. (2001), onde os animais relacionado ao estudo apresentavam sintomatologia
nervosa. A ndo observancia desse critério no presente trabalho pode estar relacionada a
outros fatores concomitantes, pois apenas dois Unicos animais estudados no presente trabalho

com quadro clinico neuroldgico foram sororreagentes a N. caninum.
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Tabela 11. Importancia dos sinais clinicos neurologicos na infec¢do natural por Neospora

caninum em caes.

Caracteristicas Animais Valor de p RR? IC 95%°
Sorologia” Valores
Sim Positiva: 2(0)°
Negativa: 42(10)
0,5626 0,5085 0,1261 —2,050
Néo Positiva: 32 (8)
Negativa: 326 (81)
Total 402 (100)

# Usando aproximagdo de Katz; ° RIFI; ¢ Valores relativos em percentagem

4.2.9 Vacinacao

A vacinacdo nos animais deste estudo, ndo se mostrou um fator significativo em
relacdo a positividade dos cées (Tabelal2). Porém, Patitucci et al. (2001) sugeriram que possa
ocorre imunossupressao nos animais quando vacinados e com isso a observancia de
sororreacao a N. caninum o que ndo foi relacionado por Ghalmi et al. (2009) a este fator e sim
de haver a possibilidade de estimulacdo da vacina para outros agentes etiologicos favoravel ao
animais responderem imunologicamente a infeccdo natural por N. caninum na Argélia no

norte da Africa.

Tabela 12. Importancia da vacinacdo na infeccdo natural por Neospora caninum em

caes.
Caracteristicas Animais Valorde RR? IC 95%°
Sorologia®  Valores p
Sim Positiva: 30 (8)°
Negativa: 325 (82)
1,00 1,099 0,3513 - 3,435
Néo Positiva: 3(1)
Negativa: 36 (9)
Total 402 (100)

# Usando aproximagéo de Katz; ° RIFI; ¢ Valores relativos em percentagem
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4.2.10 Regresséo logistica

A idade foi o fator associativo mais importante (Tabela 13), haja vista que quanto mais
idade o animal venha a ter, mais chance de adquirir a infec¢do. De acordo com Nazir et al.
(2014) isto pode estar relacionado a uma infec¢do pds-natal. Quanto ao sexo, apesar de ndo
se observar significancia, ainda Nazir et al. (2014) mencionaram que machos eram bem mais

sororreagentes a N. caninum do que as fémeas em areas de criacao leiteira.

Tabela 13. Regressdo logistica entre as varidveis associadas a cées sororreagentes para

Neospora caninum

. Z- Valor de
0,

Termos OR 95%  I.C. Coefficiente S.E. Statistic D
Alimentago 0,6166 0,2864 1,3274 -0,4836  0,3912 -1,2361 0,2164
(Sim/Né&o)
Faixaetaria 2,2031 1,0507 4,6193 0,7898 0,3778 2,0909 00365
(Sim/Né&o)
Sexo 1,9725 0,9110 4,2708 0,6793 0,3941 1,7234 0,0848
(Sim/Né&o)
CONSTANTE * * * -2,9432 0,3991 -7,3742 0,0000

Likelihood Ratio: 9,2193; Valor de p = 0,0265
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, foi utilizada uma soroteca pertencente a um CTI Veterinario,
aonde os animais chegavam para serem atendidos em situacGes de emergéncia, como
atropelamentos, piometras, choque anafilético, etc. com isso, algumas fichas ficaram com
informagdes incompletas.

A grande maioria de cdes de apartamento, sdo de pequeno porte, devido a facilidade de
manté-los nesse ambiente.

Os proprietarios dos animais do estudo prezam pela qualidade de vida dos mesmos,
proporcionando assim uma total assisténcia medica e afetiva.

Apesar de serem cdes domiciliados e de uma regido urbana, a presenca do agente
etiologico N. caninum estava presente com uma porcentagem significativa em relacéo a
outras regides do Brasil.

Mediante os resultados encontrados observam-se estreita relacdo entre a infeccao
natural e faixa etaria, porém nédo se deve subestimar o sexo e alimentacdo na disperséo de
N. caninum entre os cées atendidos no CTI Veterinario na Barra da Tijuca, cidade do Rio

de Janeiro, RJ.
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6 CONCLUSOES

6.1 A Presenca de animais sororreagentes a RIFI para N. caninum foi de 8,46% (34/402)
atendidos no CTI Veterinario na Barra da Tijuca, Cidade do Rio de Janeiro, RJ, 0 que indica
ser o primeiro relato da presenca de infeccdo de N. caninum em cées do estado do Rio de
Janeiro, RJ;

6.2 A idade foi fator de risco de infeccdo, haja vista tratar-se de animais com idade que
variaram de trés meses até 19 anos, porém com a grande maioria acima de 10 anos, 0 que
pode estar relacionado a infeccdo pds natal, sendo que o0s animais que moravam em
apartamento tiveram duas vezes mais fator de protecdo frente ao agente etiologico estudado;

Porém, os animais de porte pequeno foram os mais sororreagentes a infeccdo por N. caninum;

6.3 A pesar de dois dos animais apresentarem sinais neurolégicos ndo se pode correlaciona-
los com a infeccdo por N. caninum, por serem sororreagentes positivos; o que indica que

animais com neuropatias necessariamente nao estejam vinculados a neosporose.
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C T ] vererinario C CTILABS

CLINICA 24H

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que autorizo a utilizagdo da
soroteca de 402 caes, bem como ter acesso aos seus
prontuarios atendidos no CTI Veterinario sob minha
responsabilidade para ser usada no diagnéstico de Neospora
caninum, cujos resultados como parte dos dados da Tese de
Doutorado da Médica Veterinaria LIANNA MARIA DE CARVALHO
BALTHAZAR, discente do Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

(UFRRJ).

Rio de Janeiro, 27 de maio de 2014.

Dr. Paulo Da Anna Leal Dr. CsVs

Medico Veterinario CRMV RJ 3260

iveterinario.com.br

[ iveterinario.com.br| cti
s = Av. das Américas, 3939 - 8.2
3326-0440| 7840-7133 Barra da Tijuca-RI | CFP: 226

ATENDIMENTO 24H

1003 - CNPJ:03274741/0001-90

Clinica Geral 24h | Anestesia e Controle da dor | Cardiologia Cliica, EcoDoppler e Eletracardiograma | Cirurgia geral e Criocinurgia
(itologia, Histopatologia e Nem:asw’a | Gassificagéo sanguinea (tipo sanguineo) LCO|O[&§§D de Microchip PDermatoJO?ia
Diagndstico e Laboratdrio Clinico 24h | Endocrinologia | Endoscopia fﬁsiotﬂapia e Acupuntura | Ultrassonografia e Radiologia

jae Transfuséo& Nefrologia | Neurologia Cinica e Cirtirgica | Oftalmologia Cinica e (irtirgica

Odontologia | Hematologi
Oncologa Cliica e Cirtirgica | Ortopediia Clnica e Ciriraica | Profilaxia com vacinas importadas.

- Shopping Esplanada da Barra.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
BR 465, Km 7 - Centro - Seropédica - Rio de Janeiro — CEP: 23 890-000
Telefone: (21)2682-3051 - E-mail. ceua iv ufrrj@oemail com

Seropédica 29 de maio de 2014

DECLARACAO DE RECEBIMENTO

Declaramos ter recebido o formuldrio para solicitagdo de permissido de uso de animais para
fins cientificos e ou ensino e que esle serd submetido a avaliagdo na proxima reunido de

CEUA/IV/UFRRI. Segue abaixo dados pertinentes ao formuldrio:
Nuamero do Protocolo: 044/2014

Responsavel principal pela conducio do protocolo: Carlos Wilson Gomes Lopes
Titulo do Protocolo: “Neospora caninum (Apicompexa: Toxoplasmatinae) em cdes sororreagentes

da regido metropolitana do Rio de Janeiro, RJ™

Data de recebimento: 28/05/2014

Fokio T Seott Y=

Fabio Barbour Scott Jonimar Pereira Paiva
Coordenador CEUA-IV Vice-Coordenador CEUA-IV
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Anexo 3. Ficha Clinica

I-Nome do proprietario:

[1-Endereco completo:

Endereco eletrénico email:

I11- Dados do animal:
Nome: , Raga: , Porte: , Peso:

, Pelagem: , Idade ou data de nascimento
Sexo: ()M () F/Castrado: ( )S( )N
V- Manejo Geral:
Habitat: Apartamento ( ), Casa s/ quintal ( ), Casa c/ quintal ( ), Sitio ( ), Fazenda ( )
Local de manutencéo desses animais: C/ o dono ( ), Canil ( ), Outros:

Modo de limpeza do ambiente:

Contato com outros animais: Sim () N&o ( )
Quallis:
Apetite: Normal ( ) Aumentado ( ) Diminuido ( ) Ausente ( ) Nao sabe informar ( )

Ato de urinar: Normal ( ) Aumentado ( ) Diminuido ( ) Ausente ( ) N&o sabe informar ( )

Dieta alimentar Racdo ( ) Qual:

Comida caseira ( ) Qual:

Comida caseira + racdo ( ) Qual:
V - Possui Méd Vet permanente: Sim () Néo ()

Motivo do atendimento no Centro de Terapia Intensiva e Emergéncia

Veterinaria:
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Anexo 4. Exame fisico do animal

| — NUumero da ficha do proprietéario:
I1- Exame Geral: Atitude/Comportamento: Normal ( ) Apatico ( ) Excitado ( ) Deprimido ()
Em decubito ()

Estado Nutricional: Obeso ( ) Bom () Regular () Ruim () Caquético ( )

Desidratado: Sim () Nao ( )

Linfonodos: Normais () Aumentados ()

Quais:
Temperatura: °C Frequéncia Cardiaca: bpm. Observagéo:
Frequéncia Respiratoria: mpm. Observagao:

Intoleréncia a exercicios: N&o () Sim ()
Mucosas: Normocorada () Palida () Ictérica () Congesta ()
Secrecdo Ocular: N&o (') Sim () Observagéo:
Auricular: N&o () Sim () Observagéo:

Secrecdo Nasal: Nao () Sim (') Observacao:
Secrecdo Genito urinaria: Nao () Sim (') Observagéo:
Pele/Pelos: Bom () Regular () Ruim () Observagéo:
Lesdes na pele: N&o () Sim () Quais:
Carrapatos: Ndo () Sim () Identifique:
Pulgas: N&o () Sim () Sarna: Nao () Sim () Quais:

VI-Observacdes
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Anexo 5. Aspectos epidemiolégicos em Cdaes sororreagentes a Neospora caninum

procedentes de regido urbana da cidade do Rio de Janeiro, RJ

Fatores Animais Valor RR? IC 95%"
Positivo °© Negativo  dep

Faixa etéria:

3 meses — <10 anos 16 (4) 249 (62)° 0,0221 1,082 1,007 a 1,162

>10 - 19 anos 18 (4) 119 (30)

Pequeno porte:

Sim 13 (3) 223 (55) 0,0169 0,4354 0,2244 —-0,8448

N&o 21 (5) 145 (36)

Meédio porte:

Sim 9(2) 69 (17) 0,2640 1,495 10,7273 -3,075

N&o 25 (6) 299 (74)

Grande porte:

Sim 12 (3) 76 (19) 0,0798 1,946 1,003 -3,776

N&o 22 (5) 292 (73)

Contato com a rua:

Sim 26 () 272 () 0,6794 1,0189 0,9555 - 1,0865

Né&o 7() 93 ()

Importancia do sexo:

Machos 21 (5) 191 (48) 0,2874 1,448 0,74561t0 2,811

Fémeas 13 (3) 177 (44)

*RR= Risco relativo; ° Usando aproximacéo de Katz; © RIFI; ® Valores relativos em percentagem
(Continua)
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Anexo 5. Aspectos epidemiolégicos em Cdaes sororreagentes a Neospora caninum
procedentes de regido urbana da cidade do Rio de Janeiro, RJ. (Continuacéao)

Fatores Animais Valor RR? IC 95%"
Positivo © Negativo  dep

Moradia:

Apartamento 19 (5) 264 (66)° 0,0005 2,879 1,630 to 5,084

Outros 18 (4) 119 (30)

Presenca de outros animais:

Sim 1(1) 15 (4) 1,00 1,0269  0,9010- 1,1704

Né&o 29 (8) 304 (87)

Alimentacao:

Industrializado 12 (3) 179 (46) 0,2001 10,6283 0,3158 — 1,250

N&o industrializado 20 (5) 180 (46)

Vermifugagéo:

Sim 19 (5) 223 (57) 0,7087 10,7114 0,9237 - 1,0481

Né&o 14 (4) 136 (35)

Vacinagao:

Sim 30 (8) 325(82) 1,00 1,099 0,3513 - 3,435

Né&o 3(2) 36 (9)

Sinais neoroldgicos:

Sim 2 (1) 42(10) 0,5626 0,5085 0,1261 —2,050

Né&o 32 (8) 326 (81)

*RR= Risco relativo; ® Usando aproximacéo de Katz; © RIFI; ® Valores relativos em percentagem
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Anexo 6. Fatores de Risco para a infeccdo de Neospora caninum em cées da cidade do
Rio de Janeiro, RJ: modelo final para a regressao logistica com resultados de fatores de
risco (RR) e com 95% de intervalo de confianca (IC) com probabilidade de até 30%.

Variaveis RR 95% IC Valor de p
Faixa etaria 1,082 1,007 - 1,162 0,0221
Pequeno porte 0,435 0,2244 —0,8448 0,0169
Médio porte 1,495 0,7273 - 3,075 0,2640
Grande porte 1,946 1,003 - 3,776 0,0798
Importancia do sexo 1,448 0,7456 - 2,811 0,2874
Moradia 2,879 1,630 -5,084 0,0005
Alimentacéo 0,628 0,3158 — 1,250 0,2001
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Anexo 7. LOPES, B. DO B.; BERTO, B.P.; BALTHAZAR, L.M. DE C.; COELHO, C.D.;
NEVES, D.M.; LOPES, C.W.G. psittaciform birds (Aves: Psittaciformes): Eimeria ararae n.
sp. (Apicomplexa: Eimeriidae) from the blue-and-yellow macaw Ara ararauna (Linnaeus).
Systematic Parasitology, v. 88, n. 2 p. 175-180, 2014.
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Coccidia of New World psittaciform birds (Aves:
Psittaciformes): Eimeria ararae n. sp. (Apicomplexa:
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Abstract In the New World, the avian order Psit-
taciformes comprises 142 species, yet to date only 3
(2% of the species have been examined for coccidia,
and from these only four species of Eimeria Schneider,
1875 have been described. In this study, a new
coccidian species (Protozoa: Apicomplexa: Eimerii-
dae) obtained from the blue-and-yellow macaw Ara
ararauna (Linnaeus) is reported from Brazil. Obeysts
of Eimeria ararge n. sp. are oveidal, measure
28.7 »x 20.2 pm and have a smooth, bi-layered wall
c.1.1 pm thick. Both micropyle and odcyst residuum
are absent, but polar granules are present. Sporocysts
are ovoidal and measure 17.0 x 8.3 pm, with knob-
like, prominent Stieda body and sporocyst residunm is

B. do Bomfim Lopes

Programa de Pos-graduacSo em Ciéncia, Tecnologia e
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e-mail: bertobp@ufrrj.br
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UFRRI, BR-463 km 7, Seropédica, RJ 23807-970, Brazil
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RJ 3939, Brazil

composed of granules; sub-Stieda body is absent.
Sporozoites are vermiform with one refractile body
and a nucleus. This is the fifth description of an
eimerid coccidian infecting a New World psittaciform
bird.

Introduction

The order Psittaciformes includes 375 species world-
wide. Most psittaciform birds are distributed through-
out the tropical zones, but some species are found in
cold areas of Patagonia, Argentina and Chile. The
largest number of species occur in the New Wordd and
Oceania with 142 and 123 species, respectively. In

D. M. Neves

Horto Florestal Mirio Xavier, Centro de Triagem de
Animais Silvestres (CETAS), Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Nanirais Renoviaveis (1B AMA),
Ministério do Meio Ambiente (MMA), BR-465 Km 4,
Seropédica, RJ 23835-400, Brazil

C. W. G. Lopes
Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de

Veterinaria, UFRRJ, BR-465 km 7, Seropédica,
RJ 23897-970, Brazil
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South America, the richest zone is the Amazon forest
(IUCN, 2014).

In common with other vertebrates, psittaciform
birds can be infected by eimerid coccidia. Chakrav-
arty & Kar (1946) described Isospora psittaculae
Chakravarty & Kar, 1946 from Alexandrine para-
keets Psittacula eupatria (Linnaeus). After this
description, more species have been described or
reported in the Old World and Oceania: Eimeria
dunsingi Farr, 1960, Eimeria psittacina Gottschalk,
1972 and lsospora melopsittaci Bhatia, Chauhan,
Arora & Agrawal, 1973 were described from
budgerigars Melopsittacus undularus (Shaw); and
Eimeria haematodi Varghese, 1977 from rainbow
lorikeets Trichoglossus  haematodus (Linnaeus)
(Farr, 1960; Gottschalk, 1972; Bhatia et al, 1973;
Varghese, 1977). After these original descriptions,
only E. dunsingi was reporied from yellow-billed
lorikeets Neopsitiacus musschenbroekii (Schlegel)
and musk lorikeets (Glossopsitia concinng (Shaw)
(Hooimeijer et al., 1993; Gartrell et al., 2000).

In the New World, the first coccidian species
described from psittaciform birds was Eimeria arar-
inga Upton & Wright, 1994 from orange-fronted
parakeets Aratinga canicularis (Linnaeus) from Costa
Rica (Upton & Wright, 1994). In 2011, three Eimeria
spp. were described from South American parrots in
Brazil: Eimeria amazonge Hofstatter & Kawazoe,
2011 and Eimeria ochrocephalae Hofstatter & Ka-
wazoe, 2011 from the yellow-crowned Amazon Ama-
zona ochrocephala (Gmelin); and Eimeria aestivae
Hofstatter & Guaraldo, 2011 from the turquoise-
fronted Amazon Amazona aestiva (Linnaeus) (Hofs-
tatter & Kawazoe, 2011; Hofstatter & Guaraldo,
2011). Recently, Balthazar et al. (2013) reporied a
case of coccidiosis by E. amazonae in a turquoise-
fronted Amazon A. aestiva kept under quarantine.

The current study describes a new coccidian species
infecting blue-and-yellow macaws Ara ararauna
{(Linnaeus) from Brazil. The birds were held in
CETAS (Centro de Triagem de Animais Silvestres -
Centre for Screening of Wild Animals) coordinated by
IBAMA/MMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambi-
ente ¢ dos Recursos Naturais Renoviveis - Brazilian
Institute of Environment and Renewable Natural
Resources/Ministério do Meio Ambiente - Brazilian
Ministry of the Environment), for rehabilitation and
reintroduction into the wild.

&\ Springer

Materials and methods

Faecal samples were collected from fifteen blue-and-
yellow macaws recovered from the trafficking of wild
animals and kept in quarantine in CETAS/IBAMA/
MMA facilities, located at the Municipality of
Seropédica in the State of Rio de Janeiro, Brazil.
The sk of contamination from the birds previously
held was minimised because the samples were
collected from newly-arrived birds in CETAS. Faeces
were collected and placed in plastic vials containing
25% potassium dichromate solution (K,Cr,04) 1:6
(v/v). Samples were transported to the Laboratdrio de
Cocefdios e Coccidioses located at the Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRI). Samples
were placed in a thin layer (¢.5 mm) of K,Cr, O 2.5%
solution in Petri dishes, incubated at 23-28°C and
monitored daily, until 70% of the obcysts were
sporulated. Odcysts were recovered by flotation in
Sheather’s sugar solution (5.G. 1.20) and microscop-
ically examined using the technique described by
Duszynski & Wilber (1997). Morphological observa-
tions, line drawings, photomicrographs and measure-
ments were made using an Olympus BX binocular
microscope coupled to a digital camera Eurocam 5.0
All measurements are in micrometres and are given as
the range followed by the mean in parentheses.

Results

The fifteen blue-and-yellow macaws examined were
apparently healthy but shed oiicysts in the faeces.
Initially, the obcysts were non-sporulated, but approx-
imately 70% of the oocysts were sporulated at day four
(under the conditions used in this study).

Eimeria ararae n. sp.

Type-host: Ara ararauna (Linnacus) (Aves: Psitaci-
formes: Psittacidae).

Type-specimens: Phototypes and line drawings of
sporulated obcysts are deposited and available (http://
rl aufrrj.brflec) in the Parasitology Collection of the
Laboratério de Coccidios e Coccidioses, at UFRRIJ,
located in Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil. Photo-
graphs of the type-host specimens (symbiotypes) are
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Fig. 1 Obcysts of Eimeria ararae from the blue-and-yellow macaw Ara ararauna. A, Composite line drawing: B-E.

Photomicrographs. Scale-bar: 10 pm

deposited in the same collection. The repository
number is P-51/2014.

Type-locality: Seropédica (22°43'23.79"S, 43°42/36.94"W),
Rio de Janeiro, Brazil.

Sporulation time: Four days.

Site: Not investigated.

Etymology: The specific epitaph is derived from the
common local name for the host, which is ‘arara’.

Description (Fig. 1A-E)
Sporulated odcyst

Obcyst (n = 20) ovoidal, 26-32 x 17-22 (28.7 x
20.2); length/width (L/W) ratio 1.2-1.6 (1.4). Wall bi-
layered, 1.0-1.3 (1.1) thick, outer layer smooth, ¢.2/3
of total thickness. Micropyle and obcyst residuum
both absent, polar granule present, frequently as 2 to 4
sub-spheroidal granules.

Sporocyst and sporozoites

Sporocysts (n = 20) 4, elongate-ovoidal, 16-20 x
7-9(17.0 x 8.3); L/Wratio 1.8-2.3 (2.0). Stieda body
present, knob-like, prominent, 1.0 high x 2.0 wide:
sub-Stieda and para-Stieda body both absent; sporo-
cyst residuum present, consisting of granules clumped
together or diffuse. Sporozoites 2, vermiform, with
single posterior refractile body, centrally located
nucleus, and striations.

Discussion

Stuides on coccidia in birds of the Psittaciformes are
relatively few compared with the data available for
Passeriformes. Coccidia of passerine birds in the New
World are described in more than 60 species; whereas
only three psittaciform birds were reported as hosts of
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Amazona aestiva

Ara ararauna
B Amazona ochrocephala
B 4ratinga canicularis
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MA. ararauna + A. ochrocephala

= A. ararauna + A. aestiva

88 4. ararauna + A. ochrocephala + A. aestiva

Fig. 2 Geographical ranges of the psittaciform hosts of Eimeria spp. in the New World

coccidia. Nevertheless, similar to the passerines,
psittaciform birds are widely distributed in the New
World and may also be infected by coccidia which
may be pathogenic, as reported by Balthazar et al.
(2013). According to Berto & Lopes (2013) the
coccidia reported from birds of the New World are
highly relevant, given that transmission of parasites
can occur between sympatric susceptible birds. As
illustrated in Fig. 2 the wide ranges of psittaciform
hosts may ensure transmission of Eimeria Schneider,
1875 in Brazil and several other countries in the South
and Central America and Mexico: Ara ararauna is
sympatric with A. echroceplhala in cis- and trans-
Andean populations; Ara ararauna, A. ochrocephala

4 springer

and A. aestiva are sympatric in Brazil and Bolivia, and
the trans-Andean dispersion of A. canicularis is non-
sympatric with other psittaciform hosts.
Additionally, psittaciform birds have always been
of great interest to people due to their beauty and, for
that reason, they have frequently been illegally
captured and traded. However, the role of the traffic
of wild passerines (biopiracy) and reintroduction by
centres screening wild animals for coccidial transmis-
sion is unclear. Berto & Lopes (2013) claimed that
bird trade should enhance the transmission of coccidia
among closely related species. Besides, the centres
screening wild animals become more important since
a failure to identify a parasite of a bird seized, followed
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Table 1 Comparative morphology of Eimeria spp. recorded from New World psittaciform birds
Species Eimeria Eimeria aratinga Eimeria amazonae Eimeria ochrocephalae Eimeria aestivae
ararae n. sp.  Upton & Wright, Hofstatter & Kawazoe, Hofstatter & Kawazoe, Hofstatter & Guaraldo,
144 2011 2011 2011
Host Ara Aratinga canicularis  Amazona ochrocephala  Amazona ochrocephala Amazona aestiva
AP A (Linnasus) (Gmelin) (Gmelin) (Linnasus)
(Linnasus)
Reference Present Upton & Wright Hofstatter & Kawazoe  Hofstatter & Kawazoe Hofstatter & Guaraldo
study (1994) (2011) (2011) (2011)
Ciicysi
Shape ovoidal ellipsoidal ellipsoidal ellipsoidal ovoidal
Length 26-32 (28.7) 32-38 (35.0) 44-54 (48.9) 38-49 (43.8) 33-42 (36.8)
Width 17-22 (20.2) 24-28(25.9) 32-40 (36.2) 24-32 (27.7) 22-26 (23.7)
Length/  1.2-1.6(1.4) 1.2-1.5(1.4) (1.4) (1.6) (1.6)
Width
ratio
Polar present, 2 o present, fragmented  present, 1, rounded present, 1, rounded present, 1, rounded
granule 4 pranules
Sparocyst
Shape elongate- ovoidal ovoidal ovoidal ellipsoidal
ovoidal
Length 16-20 (17.00 18-21 (19.2) 20-23 (22.2) 17-23 (20.6) 18-22 (19.8)
Width 79 (8.3) S_10 (9.8) 914 (11.9) 9-12 (10.1) 810 (9.3)
Length/ 1LA2.3 (200 1.8-22(2.0) not available not available not available
Width
ratio

by its release in the wild in areas different from the
original range, would provide introduction of a new
parasite to susceptible hosts. In this sense, several
studies have reported new hosts resulting from the
trafficking and/or potential dispersers of coccidia
(Lopes et al,, 20113; Berto et al., 2013).

The current study is based on the concept of intra-
family specificity, according to which new hosts of
different genera, but of the same family, may be
affected by the same parasite. This concept of speci-
ficity proposed by Duszynski & Wilber (1997) has
been supported by several studies of passerine hosts
(Berto et al. 2011; Lopes et al. 2013); however, this
concept needs to be confirmed for Psittaciformes.
Therefore, the new coccidian described above was
compared in detail with coccidian parasites of New
World psittaciform birds that possess similar features
and belong to the same host family (Table 1). Odcysts
of Eimeria ararae lack sub-Stiedabody and are smaller
than obtcysts of E. aratinga, E. amazonae, E. ochro-
cephalae and E. aestivae. Additionally, it is notewor-
thy that new morphological studies should demonstrate

the differences in some characteristic features, such as
Stieda and sub-Stieda bodies, polar granules, sporocyst
residuum, etc. which were similarly described and/or
not emphasised in the original descriptions of E.
amazonae, E. ochrocephalae and E. aestivae from
Amazona spp., justifying the validity of these species
and allowing their identification in other hosts.

Based on the morphological features described
above, E. ararae is considered as a species new (o
science and the fifth species of Eimeria reported from
a New World psittaciform bird.
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COCCIDIOSIS IN A BLUE-FRONTED AMAZON PARROT (4dmazona aestiva)
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ABSTRACT. Balthazar L M. de C., Lopes B. do B., Berto B.P., dos Santos C.S., Tei-
xeira Filho W.L. Neves D.M. & Lopes C.W.G. Coccidiosis in a Blue-fronted Ama-
zon parrot (4mazona aestiva) under quarantine - Case report. [Coccidiose em um
papagaio verdadeiro (4mazona aestiva) mantido em confinamento - Relato de caso].
Revista Brasileira de Medicina Vererindria, 35(4):392-396, 2013. Programa de Pos-
-Graduacio em Ciéneias Veterinarias, Instituto de Vetermaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Campus Seropédica, BR 465 Km7, Seropédica, RJ 23897-
970, Brasil. E-mail: liannavet@yahoo.com.br

An adult male blue-fronted Amazon parrot (4dmazona aestiva), was kept under qua-
rantine in CETAS/IBAMA Seropédica, RJ, Brazil. Clinical signs consisted of apathy.
anorexia, weight loss, ruffled and dull feathers and greenish mucoid diarthea. Feces
were observed stuck to the feathers around the cloacae. Oocysts of the both sample
were placed in a 2.5% solution of K,Cr,0, to allow them to sporulate. Upon microsco-
pic examination, unsporulated oocysts were observed in the feces of the first sample.
However, oocysts of the second sample, collected three days after the first sample, spo-
rulated and they were recovered for determining the species. The oocysts varied from
ovoidal to ellipsoidal with 27.9 x 26.9um in diameters, with a smooth wall consisting
of two lavers of 1.4um thickness. Micropyle and oocyst residunum were absent, but
polar granules were present. Sporocysts were elongated and ellipsoidal measuring 19.6
x 11.1pm. The Stieda body presented a knob-like appearance and was slightly pointed
in the external surface. The substieda body was undefined. The sporocyst residunm was
composed of scattered granules and the sporozoites were vermiform with a refractile
body and a nucleus. The characteristics of the cocysts were similar to those described
previously as Eimeria amazonae. In addition to the case report of a clinical coceidiosis,
comments on geographic distribution and interspecific infections are presented herein.

KEY WORDS. Amazona aestiva. coccidiosis, CETAS, quarentine.
RESUMO. Um papagaio verdadeiro (4mazona  RI. Como sinais clinicos foram observados apatia,

aestiva), adulto, macho, estava mantido em regime  anorexia, perda de peso, penas. ericadas e sem bri-
de quarentena no CETAS/IBAMA em Seropédica,  lho. com diarreia mucoide de coloracdo esverdeada.
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Coccidiosis 1n a Blue-fronted Amazon parrot (4mazona aestiva) under quarantine - Case report

parte residual aderida as penas ao redor da cloaca.
Os oocistos de ambos amostra foram colocadas
numa solugéo a 2.5% de K,Cr,0, para lhes permitiu
esporular. Apds exame microscopico, 0s 0ocistos
da primeira amostra ndo esporularam. No entanto,
o0s oocistos da segunda amostra, recolhidas trés dias
apds a primeira amostra esporuladas e foram recu-
perados para determinar as espécies. Os oocistos es-
porulados variaram de ovoide a elipsoide medindo
27.9 x 26.9um. com uma parede lisa constituida de
duas camadas com 1.4um de espessura. Micropila e
residuo dos oocistos foram ausentes, mas granulos
polares foram presentes. Esporocistos foram alon-
gados e elipsoidais com 19.6 x 11,1pm. Corpo de
Stieda em forma de botdo levemente pontudo em
sua porgdo exterior. Corpo de substieda indefinido.
O residuo do esporocisto foi constituido por granu-
los dispersos e os esporozoitos foram lanceolados
com um corpo refratil ¢ um nucleo. As caracteris-
ticas dos oocistos esporulados foram semelhantes
a descrita para Eimeria amazonae. Ao lado da des-
cricdo da coccidiose clinica foi feitas observacoes
sobre a distribuicdo geografica e as infecgdes inte-
respecificas.

PALAVRAS-CHAVE. dmazona aestiva, coccidiose, CETAS.
quareuteua.

INTRODUCTION

In Brazil, nearly 12million animals are illegally
traded every year. with specimens of the orders
Passeriformes and Psittaciformes often being sei-
zed by the environmental authorities from pet ow-
ners who keep such animals without legal permis-
sion (Ferreira & Glock, 2004, Araujo et al. 2010,
IBAMA 2012). In this context, the Centers for
Wildlife Screening (CETAS) has the purpose of
receiving. cataloguing and treating wild animals
rescued or seized by their inspectors, including
wild animals maintained illegally as pets (IBAMA
2012).

Coccidiosis in parrots is relatively infrequent,
and most often demonstrates asubclinical evolu-
tion, but in immunosuppressed, young or stressed
animals clinical disease characterized by inactivity.
weight loss, retardedgrowth andgreenish or hemor-
rhagic watery diarrhea, can be observed. Importan-
tly, intestinal lesions caused by coccidia can serve
as a gateway for other infections (Godoy 2007).
The current manuscript aim to relate a case of coc-
cidiosis in a blue-fronted Amazon parrot kept in
quarantine.

CLINICAL FINDINGS

A blue-fronted Amazon parrot (4dmazona aesti-
va Linnaeus, 1758) was maintained in an individual
cage under quarantine at a Screening Center (CE-
TAS)/IBAMA in the Municipality of Seropédica in
the State of Rio de Janeiro. Brazil. Clinical signs
were recorded as consisting of apathy. anorexia,
weight loss and. ruffled and dull feathers, and nota-
bly the production of greenish mucoid diarrhea. Fe-
ces were also observed adhered to feathers around
the cloacae (Figure la.b). Two fresh fecal samples
were collected from the bottom of the cage after
defecationon two occasions. with a three day in-
terval between collection point. On both occasions
samples were immediately placed into plastic vials
and transported to the Laboratorio de Coccidios e
Coccidioses at the Departamento de Parasitologia
Animal, Instituto de Veterinaria in the Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Campus Seropé-
dica. RJ. A large number of unsporulated oocysts
were observed in both samples following the use
of a flotation technique in Sheather’s sugar solution
(sp.g. 1.20). Thereafter. portions of both samples
were placed in a thin layer (¢.5 mm) of K,Cr,0,
2.5% (w/v) solution in Petri plates with incubation
at 23-28°C for up to 10 days. or until 70% of the
oocysts were sporulated. However. only the oocysts
present in the second sample sporulated. Subse-
quent identification of sporulated oocysts was used
based upon phenotypic characteristics reported by
Tenter et al. (2002) and microscopic examination
of the morphological characteristics indicated by
Duszynki & Wilber (1997). Morphological obser-
vations and measurements, in pm. were made using
a Zeiss binocular microscope with an apochromatic
oil immersion objective lens and a PZO K-15X ocu-
lar micrometer. Photomicrographs were taken using
an electronic digital camera. Size ranges are provi-
ded in parenthesis followed by the mean, and shape
index (length/width).

Initially. the oocysts were not sporulated (Figure
2a). but 70% sporulation was observed over a period
of seven days. Oocysts (N=10) were ellipsoidal. 41.4
(36-47) = 26.3 (24-30).with shape-index of 1.58.
Oocyst walls were bi-layered, smooth and showed
a thickness of 1.4 nm. Micropyle and oocyst resi-
duum were absent, but polar granules were present.
Sporocysts (N=10) were ellipsoidal. 19.6 x 11.1 um
(18.4-21.6 x 8.6-10.6). The Stieda body was lightly
pointed while the SSB was undefined. The sporocyst
residuum was comprised by scattered granules: the
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on the cloacae surrounding feathers (B).

(A); sporulated oocyst. Scale-bar: 10 pm (B).

sporozoites were vermiform and possessed a refrac-
tile body and a nucleus (Figure 2b).

DISCUSSION

The majorities of the case reports of disease out-
breaks, particularly coccidiosis. among animals held
under quarantine has associated disease with over-
crowding. confinement and stress, and have someti-
mes reported transmission among the same species
or among species of the same family, kept at over-
capacity. Such conditions do not represent adequate
quarantine: thereby facilitating the spread of patho-

Figure 2. Blue-fronted Amazon parrot. Phot(;graphs of Eimeria amazonae: unsporulated oocysts. Scale-bar: 50pm

Eigure t1_v'Blﬂeffontd Amaz.on.parrot_ CIincaI Coccidiosis (A); greenish watery diarrhea with fecal debris adhered

gens. Preventive procedures, implemented upon the
arrival of the animal at a screening enter until their
subsequent allocation or re-introduction, are fun-
damental for each animal and are a pre requisite to
avoid the dispersion of pathogens. both to their na-
tural environments if they are returned there to. or to
other environments to which they may be sent e.g.
zoological parks (Godoy 2007. Fritzen 2008).

The clinical signs observed in the animals in this
study were considered representative of coccidio-
sis, and were in part, similar to those described by
Godoy (2007). characterized by apathy. ruffied fe-
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Table 1. Comparative analysis of sporulated oocysts observed in Psittacid Parrots in Brazil.

Coccidia species Hosts Oocysts References

Forms Diameters (um) Shaped Wall

Length Width Index

Eimeria aestiva Amazona Ovoidal 36,8 237 1,55 bi-layered Hofstatter&
(N=60) aesliva (33,2-41,5) (21,7-25,7) Guaraldo, 2011
Eimeria amazonae Amazona Ellipsoidal 48,9 36,2 1,35 bi-layered Hofstatter&
(N=60) ochrocephala (44,4-53,8) (32,2-39,5) Kawazoe, 2011
Eimeria ochrocephala Amazona Ellipsoidal 43,8 277 1,58 bi-layered Hofstatter. &
(N=860) ochrocephala (37,9-49,3) (24,1-32,0) Kawazoe, 2011
Eimeria amazonae Amazona Ovoidal -1 414 26,3 1,58 bi-layered Present
(N=10) aesfiva Ellipsoida (36,3-46.7) (23.6-29.7) work

athers. greenish watery diarrhea with fecal debris
adhered on the cloacae surrounding the feathers,
and associated with a large number of oocysts in
the fecal samples.

The presence of numerous oocysts was recor-
ded in the freshly collected fecal samples. but they
were not sporulated, making it difficult to identi-
fy the coccidia species. A comparative analysis of
sporulated oocysts observed in Psittacid parrots in
Brazil was undertaken (Table 1). as an aid to iden-
tification of the oocysts recovered in the current
work. It was noted that the morphological descrip-
tions of the sporulated oocysts recovered from the
second fecal sample collected in this study were
similar to those for E. aestiva. as previously des-
cribed by Hofstatter & Guaraldo (2011) in the feces
of a Blue-fronted Amazon parrot (4. aestiva). vet
at the same they were not morphologically dissi-
milar from the descriptions of E. amazonae and
E.ochrocephalae reported by Hofstatter & Kawa-
zoe (2011) in the yellow-crowned Amazon parrot
(Amazona ochrocephala Gmelin, 1788). In light of
these difficulties, it is worth considering that the
species described by Hofstatter & Kawazoe (2011)
and Hofstatter & Guaraldo (2011) may be related as
the same species. In fact, this statement was based
on an assessment of the geographical distribution
of both parrots (Figure 3). which were characteri-
zed as sympatric species (IUCN 2013). In addition,
they can be captured and maintained in the same
quarantine conditions which could favor infection
of both species of parrot, with the same infec-
tious agent. As final comments, and in accordan-
ce with the recommendations of Duszynki & Wil-
ber (1997). oocysts recovered from a host species
should be compared in detail with the sporulated
oocyst described previously in the same host family
in which the oocysts were found.
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Figure 3. Geographic range of both parrots in
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Abstract Lopes BB, Balthazar LMC, Coelho
CD, Berto BP, Neves DM, Lopes CWG.
2013. Trafficking in wild passerines, rein-
troduction and coccidial trans-mission:
Isospora trincaferri Berto, Balthazar, Flau-
sino, Lopes, 2008 (Apicomplexa: Eimerii-
dae) from the buff-throated saltator Salra-
for maximus Miiller (Passeriformes: Cardi-
nalidae). [Trafico de passaros silvestres, rein-
troducdo e transmissido de coccidios: Isospora
trincaferri Berto, Balthazar, Flausino, Lopes,
2008 (Apicomplexa: Eimernidae) do tempera-
viola Saltator maximus Miiller (Passerifor-
mes: Cardinalidae).] Coccidia 1, 6-9. Depar-
tamento de Biologia Animal, Instituto de Bio-
logia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. BR-465 km 7, 23897-970 Seropédica,
RJ, Brasil. E-mail: bertobp@ufir).br

The current study reports buff-throated sal-
tator Saltator maximus Miiller parasitized by
Isospora trincaferri Berto, Balthazar, Flausi-
no, Lopes, 2008. This coccidium was original-
ly described parasitizing caged green-winged
saltators Saltator similis D'Orbigny, Lafres-
naye, possibly captured at some moment from
the wild. Its oocysts are sub-spherical to ellip-
soidal, 25.0 =x 24.0 pm, with a smooth, bi-
layered wall. Micropyle and oocyst residuum
are absent, but one or two polar granules are
present. The sporocysts are ovoidal, 18.4 x
11.4 pm. The Stieda body 1s bubble-shaped
and the substieda body is large and rounded.
The sporocyst residuum is composed of scat-
tered or clustered granules. The sporozoites
are vermiform, with refractile bodies at both
ends. This finding evidenced the role of the
traffic of wild passerines (biopiracy) and rein-
troduction by centers screening of wild ani-

mals on the coccidial transmission, once that
I trincaferri oocysts were recovered from
buff-throated saltators S. maxinnis kept under
quarantine in preparation for remtroduction.

Keywords Morphology, sporulated oocysts,
diagnostic, Coccidia, biopiracy, CETAS.

Resumo O presente estudo relata tempera-
violas Saltator maximus Miiller parasitados
por Isospora trincaferri Berto, Balthazar,
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Flausino, Lopes, 2008. Este coccidio foi ori-
ginalmente descrito parasitando trinca-ferros
Saltator similis d' Orbigny, Lafresnaye en-
gaiolados e possivelmente capturados em
algum momento do ambiente silvestre. Seus
oocistos sdo subesféricos a elipsoides, 25.0 x
24,0 pm, com parede de camada dupla e lisa.
Microépila e residuo do oocisto estdo ausentes,
mas um ou dois granulos polares estdo presen-
tes. Os esporocistos sdo ovdides, 18.4 = 11.4
pm. O corpo de Stieda é em forma de bolha e
o corpo de substieda € grande e arredondado.
O residuo de esporocisto é composto de gra-
nulos dispersos ou agrupados. Os esporozoitos
sdo vermiformes. com corpos refractaveis em
ambas as extremidades. Este relato evidencia
o papel do trafico de animais silvestres (biopi-
rataria) e reintroducdo pelos centros de tria-
gem de animais silvestres na transmissdo de
coccidios, uma vez que oocistos de I frinca-
ferri foram recuperados de tempera-violas S.
maximus mantidos sob quarentena, em prepa-
racdo para a reintroducio.

Palavras-chave Morfologia, oocistos esporu-

lados, diagnostico, Coccidia, biopirataria,
CETAS.
Introduction

The buff-throated saltator Saltator max-

imus Miiller is a New World passerine bird of
the family Cardinalidae. It has a large geo-
graphic range in South and Central Americas.
This species has always been of great interest
to people due to its beauty and vocal reper-
toire and. for these reasons. has been illegally
captured and traded in Brazil (Sick 1997,
CBRO 2011, TUCN 2013).

Recently, some coccidian parasites were
reported from green-winged saltators Salfator
similis D'Orbigny, Lafresnaye: (1) Isospora
vanriperorum Levine, 1982: (2) Isospora
saltatori Berto, Balthazar, Flausino, Lopes,
2008: (3) [Isospora trincaferri  Berto,
Balthazar, Flausino, Lopes, 2008; and (4)
Isospora similisi Coelho, Berto, Neves,
Oliveira. Flausino, Lopes, 2013 (Lopes et al.
2007, Berto et al. 2008, Coelho et al. 2013).

The current study reports buff-throated sal-
tator S. maximus parasitized by 1. frincaferri.
These saltators were held in CETAS (Centro
de Triagem de Animais Silvestres — Center

for Triage of Wild Animals), IBAMA (Institu-
to Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recur-
sos Naturais Renovaveis — Brazilian Insti-
tute of Environment and Natural Re-
sources), MMA (Ministério do Meio Am-
biente — Ministry of Environment) for rehabil-
itation and reintroduction into the wild.

Materials and methods

Fecal samples were collected from three buff-
throated saltators held in individual cages at
the CETAS, IBAMA, MMA facility, located
at the Municipality of Seropédica in the State
of Rio de Janeiro. Brazil. The risk of contami-
nation from the previous birds was minimum
because the samples were collected from
newly arrived birds in CETAS. Feces were
collected immediately after defecation and
placed in plastic vials containing 2.5% potas-
sium dichromate solution (K,Cr,O7) 1:6 (viv).
Samples were transported to the Laboratério
de Coccidios e Coccidioses located at the
Universidade Federal Rural do Rio de Ja-
neiro (UFRRJ). Samples were placed in a
thin layer (~5 mm) of K,;Cr,O; 2.5% solu-
tion in Petri dishes, and incubated at 23—
28°C for 10 days or until 70% of oocysts were
sporulated. Oocysts were recovered by flota-
tion in Sheather’s sugar solution (S.G. 1.20)
and microscopically examined using the tech-
nique described by Duszynski & Wilber
(1997). Morphological observations, photo-
micrographs and measurements, given in mi-
crometers. were made using a Olympus BX
binocular microscope coupled to a digital
camera Eurocam 5.0. Size ranges are in paren-
theses following the means.

Results and discussion

Three buff-throated saltators were exam-
ined: being that one was positive for coccidia.
Initially. the oocysts were nonsporulated.
while 70% sporulated by day five.

The identified oocysts (Fig. la-b) were
sub-spherical to ellipsoidal. 25.0 (24-27) =
24.0 (23-26) pm. with shape-index of 1.04
(1.0-1.1). Oocyst wall bi-layered and smooth.,
1.2um. Micropyle and oocyst residuum are
absent. but one or two pelar granules are
present. Sporocysts ovoidal, 18.4 (17-20) x
11.4 (10-12) pm. with shape-index of with
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Fig. 1. Sporulated odcysts of Isospora trincaferri
recovered from buff-throated saltators Saltator
maximus (a, b) and green-winged saltators Salta-
tor similis (¢) (Berto et al. 2008). Scale-bar: 10

pm.

1.62 (1.6-1.7). Stieda body bubble-shaped. 1.5
high x 2.5 wide. Substieda body large and
rounded. 2.5 high x 3.5 wide. Parastieda body
absent. Sporocyst residuum composed of scat-
tered or clustered granules. Sporozoites ver-
miform. with refractile bodies at both ends.
These oocysts had the same characteristic
features of the oocysts of I trincaferri de-
scribed from S. similis (Table 1, Fig. 1)

The oocysts of 1. #rincaferri from the orig-
mnal description were recovered from green-
winged saltators S. similis possibly captured at
some moment from the wild. These saltators
were caged in a breeding in the mountainous
region of Rio de Janeiro. In this sense, this
finding evidenced the role of the traffic of
wild passerines (biopiracy) and reintroduction
by centers screening of wild animals on the
coccidial transmission. Berto & Lopes (2013)
claim that the trade of birds should enhance
the transmission of its coccidia among species
of the same family. Besides, the centers
screening of wild animals become more im-
portant since the failure to identify a parasite
of a bird seized. followed by their release in
the wild, different from its original, would
provide the introduction of a new parasite to
susceptible hosts.

Finally. in the current study, a new host for
I trincaferri is recorded. once that feature-
similar oocysts were recovered from buff-
throated saltators S. maximus kept under qua-
rantine in preparation for reintroduction.
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[Seropositive dogs for Neospora canimum (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) in a
Veterinary Clinic in the City of Rio de Janeiro, BJ.] Cles sorormeagentes a Neospo-
ra caninum (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) atendidos em urma clinica veterindria na
cidade do Rio de Janeiro, BT Revista Brazileira de Medicing Feterindria, 35(5upl 2):
00-00, 2013, Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias Veterinarias, Instituto de Vete-
rinariz, Anexo 1, Universidade Federal Rural do Rio de Taneiro, Campus Seropedica,
BE 465 Km 7, Seropédica, BT 23897-870, Brasil. E-mail: lianmavet(@yahoo com br
This smudy aimed to determine the presence of antboedies against Neospora caninum
and the distribution among the different age groups in dogs from Barmma da Tijuca in
the City of Rio de JTaneire, Brazil. Semum samples from 402 animals atended at CTI-
“eterinario were analyzed by Immunofiuorescence Antibody test (IFAT), using as cut
aff 1:50. The frequency of seropositive animals was .46 % (34 402). In the present
study there was a significant difference (p=0.014) when was compared seropositivity
animals according to different age groups where animals with < 10 years old had 2.35
maore choice of becoming infected when compared with young ones. The results show

the first record of the exposure of dogs to N, camimum in the smdied region.
EEY WORDS. Neospora comimon, dogs, age frequency, FIFL, Fio de Taneiro.

RESUMBO, O objetive desse estudo for verificar a
presenga de anticorpos anh-Neespera caninum em
cides procedentes da regido da Bamra da Tyuca, -
dzde do Rio de Janeiro, BT, e determinar a soropo-
sitividade nas diferentes faixas etanas. Amostras de
soro de 402 animais atendidos no CTIVetermano
foram analisadas atraveés da Reagdo de Imunofiuc-
rescéncia Indireta (RIFT), utibzando como ponto de
corte 1:50. A frequéncia de ammals soroposiivos
fou de 8.46% (34/402). No presente estudo observa-
-se diferenca significatrva (p=0,014) em melagio a
soroposiividade em funcdo da faixa efanas, onde
ammais com idade = 10 anos tiveram 235 mas

chances de se tormarem infectados, quando compa-
rados com amimais mais novos. Os resultados ob-
tidos evidenciam o primewrs relato da presenca da
exposicio de cies a N caninum na regiio estudada
AT VR AS-CHAVE. Cles, Noospora canimm, frequincia
BIFL Fio de Janeiro.

INTRODUCAD
Nepspora camimum & um protozoanc do filo
Apicomplexa, familia Sarcocystidae, infracelular
obngatorio, formador de e1sto. Este protozoano m-
fecta canideos domeésticos e sslvagens, mminantes
e equmes (MeAllhster ot al 1998). Todos os pro-
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tozoarios da familia Sarcocystidae tém carnivoros
como hospedeiros definitivos (HD) e uma ou mais
espécies de possivels presas como hospedeiros in-
termediarios (HI). Assim como Toxoplasima gondii.
necessita de dois hospedeiros. Cées, coiotes. dingos
e lobos cinzentos foram os principais HD ja confir-
mados para N. caninum. podendo eliminar oocis-
tos nas fezes (McAllister et al. 1998. Gondim et al.
2004, Wapenaar et al. 2006, King et al. 2010, Du-
bey et al. 2011).

Hospedeiros definitivos e intermediarios silves-
tres representam um importante papel na epidemio-
logia da neosporose, por contaminar o ambiente, ou
servindo como reservatério, influenciando conside-
ravelmente a ocorréncia da doenca nos animais do-
mésticos (Sobrino et al. 2008, Reiterova et al. 2009,
André et al. 2010, Goodswen et al. 2013).

Em casos de cdes portadores de N. caninum,
observaram-se a concomitancia de outros agentes
etiologicos (Bresciani et al. 2007, Guimardes et al.
2009. Coelho et al. 2013). onde a imunossupressao
natural ou iatrogénica pode acentuar a infec¢do. A
transmissdo congénita é¢ uma das formas mais im-
portantes de infeccdo. Cadelas infectadas podem
fransmitir esse agente etioldgico para os seus fetos
e. ninhadas sucessivas dessa mesma cadela podem
nascer infectadas. Nao existem evidéncias de que
haja predisposi¢do racial ou de sexo para essa en-
fermidade (Dubey & Lindsay 1996).

Caes de qualquer idade podem desenvolver si-
nais clinicos da neosporose (Bjerkas et al. 1984,
Dubey 2003), entretanto, sdo em sua maioria hos-
pedeiros assintomaticos (Pasquali et al. 1998). Po-
rém, a neosporose clinica em animais adultos pode
ocorrer em funcdo da reativacdo de uma infeccdo
anterior, associada a imunossupressdo causada por
vacinacdo com virus atenuado. Entretanto, Barber
& Trees (1996) indicaram que esse coccidio pode
ser encontrado em varios 6rgaos (coracdo. pulmoes
e figado) durante a fase aguda e somente restrita ao
SNC. na fase cronica (Patitucci et al. 1997).

Nio ha relatos de casos da doenca em humanos.
embora ja tenham sido detectados anticorpos para
N. caninum em pacientes HIV positivo e evidéncia
sorologica de exposicdo a N. caninum (Lobato et al.
2006), sem contudo associd-lo como uma infeccio
zoonotica.

O presente trabalho tem como objetivo verificar
a frequéncia de anticorpos contra N. caninum atra-
vés da RIFT em cdes da Barra da Tijuca, municipio
do Rio de Janeiro. RJ. e determinar a importancia

das diferentes faixas etarias como fator de risco ao
agente etiolégico estudado.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 402 amostras da soroteca do Centro de
Terapia e Emergéneia Veterinaria Ltda (CTI Veterinario), si-
tuado na avenida das Américas. 3939 bloco 2 loja I. Barra da
Tijuca, municipio do Rio de Janeiro. RJ. Estas amostras fo-
ram obtidas atendendo aos principios basicos para pesquisa
envolvendo o uso de animais. de acordo com os principios
éticos e do bem estar animal atendendo ao CEUA/TV/UFRRIT
n. 044/2014. Os exames soroldgicos e a analise dos dados ob-
tidos foram realizados no Laboratorio de Coccidios ¢ Cocci-
dioses (LCC), DPA/IV/UFRRJ, Campus Seropédica, RJ.

No LCC. os soros foram acondicionados em criotubos
de 2 ml, em duplicata,. identificados e mantidos sob a tempe-
ratura de —20 °C até o momento da realizacio da sorologia.
Foi utilizada a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(Camargo,1974) em microscopio triocular Epiflorescente mo-
delo Lab. Al Axio Zeiss (RFA) com ponto de corte de 1:50
(Dubey et al. 1998). As laminas para realizacio da RIFL com
taquizoitas de N. caninum, foram obtidas da empresa IMU-
NODOT Diagnoésticos Ltda (Riberdo Preto. SP) e o conjugado
(anti-IgG canino marcado com isotiocianato de fluoresceina
da Sigma-Aldrich, (Sdo Paulo, SP), diluigdo de 1:32 em PBS
estéril com pH de 7.4.

Para analise estatistica, um banco de dados foi montado
com 0s questionarios dos 402 animais, utilizando-se o pro-
grama Epi Info 7 (www.cde.gov). no qual foi realizado o teste
exato de Fisher (Sampaio 1998) com nivel de significancia
estabelecido em 5%, para avaliar a associacdo da soropositivi-
dade em funcdo da idade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este € o primeiro relato de ocorréncia de anticor-
pos anti-N. caninum em caes da Zona Oeste da ci-
dade do Rio de Janeiro. RJ. Através da RIFI, foram
observados anticorpos contra N. caninum em 8.46%
(34/402) dos animais. O percentual de animais po-
sitivos foi bem variado (Dubey & Lindsay 1996.
Rasmussen & Jensen 1996, Sawada et al. 1998,
Patitucci et al. 2001, Hornok et al. 2006. Reitero-
va et al. 2009). inclusive em diferentes regides do
Brasil. Souza et al. (2002) no Parana observou que
21.6% dos caes da area rural; Azevedo et al. (20053)
observaram que 8.4% do cdes de Campina Grande.
PB: Cunha Filho et al. (2008) em Pelotas. RS. 5.5%
(6/109) nos cdes urbanos; Lavras. MG, Guimaraes
et al. (2009) encontraram 3.1% de animais positi-
vos; na regido da Serra de Botucatu. SP. Moraes et
al. (2008) observaram 25.8%. enquanto que Benetti
et al. (2008) em Cuiaba, MT. detectaram a presenca
deste agente etiologico em 45% dos animais. Esssa
variacdo foi menos acentuada em animais de areas
urbanas, inclusive em animais mantidos domiciliar-
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mente como o observado neste trabalho.

Dos 402 animais avaliados, a idade se mostrou
como um fator predisponente. pois quanto mais ve-
lhos os animais mais susceptiveis a exposi¢do ao pa-
togeno (Tabela 1). e. dentro os positivos. apenas dois
dos animais tiveram sinais clinicos neurologicos.

Com os resultados obtidos neste trabalho. obser-
vou-se que em animais domiciliados a frequéncia
de animais sororreagentes a N.caninum foi baixa,
a pesar de baixa esta frequéncia aumentou com a
idade, por se observar um maior numero de animais
positivos entre os mais velhos. Apesar de so haver
dois dos animais sororreagentes a V. caninum com
quadro clinico neuroldgico. seria recomendavel a
inclusdo do diagnostico desse agente etioldgico no
diagndstico diferencial entre as doencas neurolégi-
cas em caes atendidos em clinicas veterinarias.

Tabela 1. Importancia da faixa etaria em cées sorrorreagentes
a Neospora caninum na regidao metropolitana do Rio de
Janeiro, RJ.

Caracteristicas Animais Valor RR2 IC 95%"
dep
Sorologia®  Valores
3 meses MNegativa: 249 (62)°
—<10 anos Positiva: 16 (04)
0,0221 1,082 1,007 a 1,162
>10—19anos Negativa: 19 (30)
Positiva: 18 (04)
Total 402 (100)

# RR= Risco relativo; ® Usando aproximacdo de Katz; © RIFI; ® Valores
relativos em percentagem.

Agradecimentos. Ao CTI-Veterindrio por ceder gentil-
mente a soroteca ¢ as informagdes clinicas dos 402 cdes para
serem utilizadas nesse trabalho.
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