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Neosporosis is a parasitic disease caused by a protozoon Neospora caninum, which is recognized as an important
cause of bovine abortion and canine neuropathy. Considering the isolation of N. caninum and the frequent serology in
bovines of our region, the objectives of the present trial were to evaluate the occurrence of antibodies anti —N. caninum
in dogs of the Botucatu range micro region, in the State of S&o Paulo, and its association with gender, age and origin
(urban area - exclusively from the city; rural area - only farms and cottages; and periurban area - access to the urban
and rural areas) of the dogs studied. A total of 963 dogs of defined breeds or non-defined breeds, of both genders and
different ages, showing no clinical symptoms, were analyzed. Animals were randomly selected during the anti-rabies
vaccination campaign in the region, from May to September 1998. Serum samples obtained from the animals were
evaluated by means of the Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) using as antigen N. caninum, standard strain NC-
1. A total of 245 animals were reagent (25.4% positive results), with 161 (27.5%) males and 84 (22.3%) females.
According to the origin - urban, rural and periurban areas - 223 (25.8%), 11(16.9%) and 11(33.3%) dogs were,
respectively, reagent to the IFAT. All of the 11 cities in this region presented seropositive dogs with occurrence rates
ranging from 53.5 to 8.9%. The lower positive percentage was observed in dogs below 1 year old (16.2%) when
compared with animals from 1 to 4 years old and more than 4 years old (28.4 % and 28.0% respectively), which did
not present any differences between them. Results obtained characterized the seropositivity for N. caninum in dogs
from all Municipalities in the Botucatu micro region showing the wide distribution of the agent in the region.

KEYWORDS: Neospora caninum, serology, IFAT, dogs, epidemiology.

RESUMO

Neosporose € uma enfermidade parasitaria causada pelo
protozoario Neospora caninum reconhecido como importan-
te causa de abortamento bovino e neuropatia canina. Consi-
derando o isolamento de N. caninum e a sorologia freqiiente
em bovinos em nossa regido, os objetivos do presente traba-
Iho foram avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum
em cdes da Microrregido da Serra de Botucatu, Estado de S&o
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Paulo, e sua associagdo ao sexo, idade e procedéncia quanto a
zona urbana (exclusivamente cidade), rural (somente chaca-
ras e sitios) e peri-urbana (acesso a zona urbana e rural) dos
caes estudados. Foram analisados 963 cdes, com ou sem raca
definida, de ambos os sexos e diferentes idades, sem apresen-
tacdo de qualquer sintomatologia clinica. Os animais foram
selecionados aleatoriamente durante a campanha de vacina-
¢ao anti-rabica da microrregido da Serra de Botucatu, no pe-
riodo de maio a setembro de 1998. O soro obtido dos animais
foi avaliado por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indi-
reta (RIFI) utilizando como antigeno a cepa padrdo NC-1 de
N. caninum. Observaram-se 245 animais reagentes (25,4%
de positividade), sendo 161 (27,5%) machos e, 84 (22,3%)
fémeas. Dos animais de zona urbana, rural e mista 223 (25,8%),
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11(16,9%) e 11(33,3%), respectivamente, foram reagentes a
prova de RIFI. Todos os 11 municipios apresentaram cées
soropositivos com valores de ocorréncia que variaram de 8,9%
a 53,5%. Observou-se percentual de positividade menor em
caes até um ano (16,2%) quando comparados aqueles entre 1
a4 anos e superior a 4 anos (28,4 % e 28,0%, respectivamen-
te) que ndo apresentaram diferenga entre si. Os resultados
obtidos caracterizaram soropositividade para N. caninum em
caes pertencentes a todos os municipios da Microrregiao da
Serra de Botucatu evidenciando a ampla distribui¢do do agente
na regido.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum, sorologia, RIFI,
cdes, epidemiologia.

INTRODUCAO

A neosporose é uma enfermidade parasitaria de distribui-
cdao mundial (DUBEY et al., 1988), que tem como agente
etioldgico Neospora caninum pertencente ao filo Apicomplexa
e a familia Sarcocystidae. Este se apresenta morfologicamen-
te similar a outros protozoarios do filo Apicomplexa t&o im-
portante em medicina veterinaria como Toxoplasma gondii e
espécies do género Sarcocystis (DUBEY ; LINDSAY, 1996).

A neosporose canina foi primeiramente descrita na Noru-
ega como doenca neuromuscular em cées que apresentavam
quadro clinico de paralisia associado a presenga de cistos no
cérebro e tecido muscular (BJERKAS et al., 1984), sendo os
caes considerados hospedeiros definitivos e fontes de infec-
cao eliminando os oocistos nas fezes Por volta de 1990 foi
considerada como causa de abortamento em bovinos
(THILSTED ; DUBEY, 1989; ANDERSON et al., 1991;
BARR et al., 1991) .

No Brasil o primeiro caso de neosporose foi descrito em
um feto bovino abortado da regifo de Botucatu (GONDIM,
1999) e, a partir deste varios inquéritos sorolégicos foram
realizados em diferentes espécies animais (HASEGAWA,
2000; FUJII et al., 2001; MINEO et al., 2004, AZEVEDO et
al., 2005).

Belo et al. (1999) observaram positividade na prova de
RIFI de 35,57% para N. caninum em cdes provenientes de
canil municipal, 14,77% em pacientes de Hospital \eterina-
rio da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinéria de
Jaboticabal/UNESP e 18,64% oriundos de canis de criacdo
profissional do Municipio de Aragatuba/SP. Rezende et al.
(1999) relataram 21,92% de animais positivos, pela mesma
prova, provenientes de Canil Municipal e Hospital \eterina-
rio, ambos os estudos realizados no municipio de Jaboticabal,
S8o Paulo. Meira Santos et al. (1999) encontraram 18,18%
de cdes reagentes sem alteracGes clinicas e Pinheiro et al.
(1999) referiram 40% de cées soropositivos com alteragdes
clinicas ambos pelo teste de RIFI, na Bahia.

Céanon-Franco et al. (2003) observaram 8,3% de cées po-
sitivos, na cidade de Monte Negro, Rondénia. Fernandes et
al. (2004) encontraram 10,7% de soropositividade em cées
de é&rea urbana, 18,9% de reagentes em area peri-urbana e
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21,7% em érea rural, na cidade de Uberlandia, Minas Gerais.
Ragozo et al. (2004) referiram 8,4% de cées soropositivos na
Cidade de Campina Grande, Paraiba. Azevedo et al. (2005)
relataram 8,4% de cées reagentes, na cidade de Campina Gran-
de, Paraiba. Teixeira et al. (2006a) encontraram 45% de
reagentes em cées capturados nas ruas de S&o Luiz, Maranhao.
Posteriormente, estes mesmos autores (Teixeira et al. 2006b)
relataram 61,7% de animais positivos em propriedades ru-
rais, na regido metropolitana de S&o Luis, Maranh&o. Jesus et
al. (2006) observaram 13,3% de cdes domiciliados positivos
e 11,2% de animais errantes reagentes, na Cidade de Salva-
dor e Lauro de Freitas, Bahia. Aguiar et al. (2006) referiram
12,6% de cées soropositivos, na Amazodnia Ocidental. Locatelli
Dittrich et al. (2006a) observaram 25% de soropositividades
em diferentes mesoregifes do Parana e Locatelli Dittrich et
al. (2006b) relataram 17% de cées reagentes com sinais neu-
rologicos ao método de RIFI, no Parana. Andreotti et al. (2006)
encontraram 26,5% de cdes positivos na prova de RIFI, na
cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Romanelli et
al. (2007) observaram 29,1% de cées reagentes em proprie-
dades rurais de Guarapuava, Parana, demonstrando a presen-
¢a do agente em diversas regides, porém sao escassos 0s da-
dos da situag@o em cées na regido de Botucatu.
Considerando que o primeiro isolamento de N. caninum
ocorreu na microrregido da Serra de Botucatu, Estado de Sao
Paulo (GONDIM, 1999), e a auséncia de informacdes epide-
mioldgicas relativas aos cdes na regido objetivou-se avaliar a
soropositividade para neosporose em cdes dos municipios
desta regido observando a existéncia de diferengas quanto ao
sexo, idade e procedéncia (zonas urbana, rural e peri-urbana).

MATERIAL E METODOS

Local de estudo. A microrregido da serra de Botucatu
compreende 0s seguintes municipios: Anhembi, Areiopolis,
Bofete, Botucatu, Conchas, Itatinga, Laranjal Paulista,
Pardinho, Pereiras, Pratania e Sdo Manuel (Figura 1).

Animais. No presente estudo foram utilizados 963 cées,
com ou sem raca definida, de ambos os sexos e de diferentes
idades, sem apresentacdo de qualquer sintomatologia clinica
caracteristica da enfermidade, sendo 586 machos e 377 féme-
as. Quanto a faixa etaria foram avaliados 234 cdes com idade
até 1 ano, 511 animais com idade acima de 1 ano até 4 anos e
218 cées com idade acima de 4 anos. Do total dos animais
estudados 865 cdes pertenciam a zona urbana, 65 da zona
rural e 33 da zona peri-urbana dos municipios da Microrregido
da Serra de Botucatu, Estado de S&o Paulo. Os soros foram
obtidos em fungdo de permissdo fornecida pelo proprietario
durante a campanha de vacinagdo anti-rabica da microrregiao
estudada.

Coleta, preparo e identificagdo das amostras. As amos-
tras de sangue dos animais foram coletadas por venopuncéao
da jugular ou da cefalica, apds assepsia prévia, com o auxilio
de agulhas estéreis (30 x 8 mm), em tubos de “Vacutainer”
estéreis sem anticoagulante, totalizando 10 ml de sangue por
animal. Ap0s retracdo do coagulo, as amostras foram
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Figura 1. Mapa das regionais agricolas do Estado de S&o Paulo (A). Em detalhes, mapa da

Microrregido da Serran de Botucatu, SP (B).

centrifugadas por dez minutos a 2000g, obtendo-se soros
limpidos que foram conservados a -20°C em aliquotas até o
momento da realizacdo das provas soroldgicas. Nao houve
congelamento e descongelamento das amostras e todos 0s
soros que apresentaram hemdlise foram descartados.

Por ocasido da coleta, cada animal foi registrado em uma
ficha contendo somente nome e endereco do proprietéario, nome
do animal, idade e sexo. As amostras de soro foram identificadas
de acordo com a ordem de coleta para cada cidade.

A pesquisa de anticorpos para N. caninum foi realizada
pela prova de imunofluorescéncia indireta para Neosporose

canina, no Laboratorio de Viroses de Bovideos - Instituto Bi-
oldgico Sao Paulo, SP, seguindo o protocolo descrito por
Dubey et al. (1988).

Reacdo de imunofluorescéncia indireta. Em cada lami-
na foram incluidos soros controle positivo e negativo de ori-
gem canina, ambos provenientes de um banco de soros con-
troles mantidos pelo Laboratério de Viroses de Bovideos do
Instituto Bioldgico.

Adicionou-se em cada poco da lamina, 20 ml do soro a ser
testado, previamente diluido em solu¢éo salina tamponada com
fosfato (PBS) pH 7,4 estéril, obtendo-se a diluicdo de corte 1:50.
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O material foi incubado por 40 minutos a temperatura de 37°C
em camara Umida. Em seguida, cada lamina foi submetida a
trés lavagens em PBS, com intervalo de cinco minutos cada.

As laminas foram secadas a temperatura ambiente e depo-
sitou-se em cada poc¢o 20 ml do conjugado (anti-IgG canina
marcada com isotiocianato de fluoresceina-Sigma F-7884),
diluido 1:32 em PBS pH 7,4 estéril. Novamente as laminas
foram incubadas nas mesmas condicdes anteriores e lavadas
com PBS, como descrito anteriormente. Apos a secagem a
temperatura ambiente, realizou-se a montagem com laminula
utilizando-se glicerina tamponada (pH 8,0).

As leituras das reacGes foram realizadas em microscopio
equipado para fluorescéncia (Olympus-modelo BX60-FLA)
no aumento de 40x. As reacdes foram consideradas positivas,
quando os taquizoitos apresentavam fluorescéncia periférica
total. Rea¢Bes com fluorescéncia parcial ou apical foram in-
terpretadas como negativas.

Andlise estatistica. Foi utilizado o teste de comparagao
de proporgdes baseado na estatistica Qui-quadrado em nivel
de 5% de significancia (ZAR, 1996).

RESULTADOS

Dos 963 soros de cdes avaliados, 245 (25,4%) apresenta-
ram-se reagentes ao N. caninum.

Os maiores percentuais de positividade foram observados
em Areidpolis (53,5%), Pratania (38,7%) e Pardinho (36,9%)
e 0s menores em Anhembi (13,9%) e Bofete (8,9%). A distri-
buicéo das amostras de acordo com as regides/municipios per-
tencentes a microrregido da serra de Botucatu esta expressa
na Tabela 1.

Dos animais estudados 161 machos (27,5%) e 84 femeas
(22,3%) apresentaram-se, respectivamente, reagentes ao N.
caninum.

Quanto a faixa etaria observou-se positividade de 38
(16,2%) em cées até 1 ano de idade, 145 (28,4%) em cées
entre >1 e <4 anos e 61(28%) em animais acima de 4 anos.

Soropositividade de 223 (25,8%) na zona urbana, 11

Tabela 1. Distribuicdo das 963 amostras de cdes reagentes a
RIFI nos 11 municipios da microrregido da Serra de Botucatu,
SP, 2007.

Municipios Cées
Amostras Positivos %
Anhembi 108 15 13,9
Areibpolis 71 38 53,5
Bofete 79 07 8,90
Botucatu 100 18 18,00
Conchas 94 20 21,3
| tatinga 116 17 14,65
Laranjal Paulista 96 31 32,30
Pardinho 92 34 36,95
Pereira 98 33 33,70
Pratania 31 12 38,70
Sao Manuel 78 20 25,60
Total 963 245 25,40

Moraes et al.

(16,9%) na zona rural e 11 (33,3%) na zona peri-urbana fo-
ram obtidos.

DISCUSSAO

Este é o primeiro relato de ocorréncia de anticorpos anti-
Neospora caninum em cées de zonas rurais, urbanas e peri-
urbana da Microrregido da Serra de Botucatu, Estado de S&o
Paulo, Brasil. O percentual de positividade para anticorpos
anti-N. caninum encontrado foi de 25,4% proximo aos des-
critos por Belo et al. (1999) e Rezende et al. (1999) em
Jaboticabal que observaram 35,57 e 21,92% respectivamen-
te; Meira Santos et al. (1999) e Pinheiro et al. (1999) na Bahia
gue encontraram 18,18% e 40% de cées soropositivos; Basso
etal. (2001) na Argentina que relataram 37,8%; Gennari et al.
(2002) que obtiveram soroprevaléncia de 40,1% de cées de
rua de S&o Paulo Capital; Locatelli Dittrich et al (2006a) no
Parané que observaram 25%; Teixeira et al. (2006a) em S&o
Luis, Maranhao que encontraram 45% de reagentes e Andreotti
et al. (2006) em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, encon-
traram 26,5% de positivos.

Discordam, no entanto, Fernandes et al. (2004) que rela-
taram 14% na regido sudeste do Brasil; Ragozo et al. (2004) e
Azevedo et al. (2005) que encontraram 8,4% respectivamen-
te; Jesus et al. (2006) observaram 13,3% de cées domiciliados
positivos e 11,2% de animais errantes reagentes na regido
nordeste do Brasil; Canon-Franco et al. (2003) que descreve-
ram 8,3% e Aguiar et al. (2006) que referiram 12,6% na re-
gido norte.

Com relacéao a area de procedéncia dos cées avaliados, 0s
resultados sdo discordantes aos de varios autores que relata-
ram maior percentual em animais de zona rural (BASSO et
al., 2001; GENNARI et al., 2002; FERNANDES et al., 2004;
WANHA et al., 2005; AZEVEDO et al., 2005; TEIXEIRA et
al., 2006b e ROMANELLI et al. 2007) o que pode ser justifi-
cado pela distribuicdo das amostras estudadas, uma vez que
neste trabalho a grande maioria dos animais era procedente
de zona urbana. Por outro lado, observa-se que cées de zona
peri-urbana apresentam indices de soropositividade maior do
que em &rea urbana, fato este verificado no presente trabalho
que encontrou 33% na zona peri-urbana e 25,8% na zona ur-
bana.

Com relacdo a faixa etaria observou-se percentual cres-
cente de positividade com a idade dos animais, sendo maior
em cées entre >1 e <4 anos onde observou-se 145 (28,4%) de
positividade, indicando maior possibilidade de contato e, con-
sequientemente, infec¢do. Fato este concordante com o obser-
vado por outros autores que detectaram maior soropositividade
de N. caninum em cédes com idade superior a 2 anos (BASSO
et al., 2001; CANON-FRANCO et al., 2003; FERNANDES
et al., 2004).

Do total das amostras séricas positivas 161 (27,5%) de
machos e 84 (22,5%) de fémeas. N&o foi observada diferenca
significativa no percentual de positividade entre machos e
fémeas, demonstrando que podem ser igualmente infectados
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conforme ja descrito por Canon-Franco et al. (2003), Wanha
et al. (2005) e Teixeira et al. (2006a) .

Os resultados obtidos caracterizaram soropositividade para
N. caninum em cées pertencentes a todos 0os municipios da
Microrregido da Serra de Botucatu evidenciando a ampla dis-
tribuicdo do agente na regido e indicam a necessidade de se
incluir a neosporose canina no diagnostico diferencial de de-
sordens neuroldgicas.
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