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Ocorréncia e fatores de risco associados as infec¢des por Toxoplasma gondii e Neospora
caninum em cdes no municipio de Natal, Estado do Rio Grande do Norte,
Nordeste do Brasil

Occurrence and risk factors associated with Toxoplasma gondii and Neospora caninum infections in
dogs in the county of Natal, Rio Grande do Norte state, Northeastern Brazil

Sabrina Barros Araujo Dantas' Annielle Regina da Fonseca Fernandes'
Orestes Luiz de Souza Neto" Rinaldo Aparecido Mota'" Clebert José Alves'
Sérgio Santos de Azevedo"

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a
frequéncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora
caninum, bem como identificar fatores de risco em cées do
municipio de Natal, Estado do Rio Grande do Norte, Nordeste do
Brasil. Para tanto, foram colhidas amostras de sangue de 476 cées
atendidos em clinicas veterinarias no periodo de margo de 2011
e maio de 2012. Para o diagnostico sorolégico das infeccdes, foi
utilizada a reagé@o de imunofluorescéncia indireta (RIFI), adotando-
se como pontos de corte as diluices 1:64 (T. gondii) e 1:50 (N.
caninum). Das 476 amostras, 55 (11,5%; IC 95%=8,8%-14,8%)
foram soropositivas para T. gondii, e 31 (6,5%; IC 95%=4,5%-
9,1%) para N. caninum. As variaveis idade > 48meses (OR=4,68)
e acesso a rua (OR=4,91) foram identificadas como fatores de
risco para T. gondii, enquanto que para N. caninum, os fatores de
risco foram limpeza semanal/quinzenal/mensal do ambiente onde
o animal vive (OR=2,77) e presenca de ratos (OR=2,34). Conclui-
se que as infec¢Bes por T. gondii e N. caninum, detectadas
por sorologia, estdo presentes em cdes atendidos em clinicas
veterindrias do municipio de Natal, bem como se recomenda a
correcdo dos fatores de risco identificados.

Palavras-chave:  toxoplasmose, neosporose,
epidemiologia, cées.

sorologia,

ABSTRACT

The aim of this survey was to determine the frequency
of anti-Toxoplasma gondii and anti-Neosporacaninum antibodies,
as well as to identify risk factors in dogs from the county of Natal,
Rio Grande do Norte state, Northeastern Brazil. Blood samples were
collected from 476 dogs attended at veterinary clinics from March
2011 to May 2012. For the serological diagnosis of the infections
the indirect fluorescent antibody test (IFAT) adopting the dilutions
1:64 (T. gondii) and 1:50 (N. caninum) as cut-off points, was
used. Of the 476 samples 55 (11.5%, 95% CI=8.8%-14.8%) were
seropositive to T. gondii, and 31 (6.5%, 95% C1=4.5%-9.1%) to

N. caninum. The variables age >48 months (OR=4.68) and access
to street (OR=4.91) were identified as risk factors for T. gondii,
while for N. caninum, risk factors were weekly/fortnightly/monthly
cleaning of the environment where the animal stay (OR=2.77) and
presence of rodents (OR=2.34). It is concluded that infectionsdue
to T. gondii and N. caninum detected by serology are present in
dogs attended at veterinary clinics in the county of Natal, as well
as it is recommended the correction of the risk factors identified.

Key words: toxoplasmosis, neosporosis, serology, epidemiology,
dogs.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum
sdo dois protozoarios relacionados que apresentam
ampla distribuicdo geografica e causam doenga
neurologica em cdes. Ambos os agentes podem
infectar varias espécies de animais e possuem
ciclo biolégico no qual carnivoros sdo hospedeiros
definitivos. Na infecgdo por T. gondii, os felideos
atuam como hospedeiros definitivos, enquanto
que, na infec¢do por N. caninum, os canideos
domésticos ¢ algumas espécies de canideos silvestres
sdo hospedeiros definitivos (GONDIM et al., 2004;
DUBEY, 2010; GUIMARAES, 2011).

O ciclo biolégico desses coccideos ¢
heteroxénico, alternando-se em duas fases distintas:
uma sexuada que s6 ocorre no hospedeiro definitivo
e outra assexuada que ocorre tanto nos hospedeiros
definitivos quanto nos hospedeiros intermediarios.
Morfologicamente, sdo observados trés estagios
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infecciosos: o0s taquizoitos, os bradizoitos e
0s esporozoitos, que diferem entre si quanto a
caracteristicas especificas (SPEER et al.,, 1999;
DUBEY, 2010).

A infeccdo por esses protozodrios pode
cursar de forma assintomatica ou desencadear
sintomatologia difusa, que pode ser facilmente
confundida com varias outras doengas, resultando
em quadros com sinais clinicos e sintomas
genéricos, dificultando o diagnostico clinico e a
adocdo de medidas para o tratamento e controle,
sendo o diagndstico laboratorial uma ferramenta
indispensavel. Dentre as técnicas de diagnostico
existentes, a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) ¢é preconizada como padrao ouro, podendo ser
usada tanto na fase aguda (pesquisa de IgM) quanto
na fase cronica (pesquisa de IgG) (CAMARGO,
1974; DUBEY et al., 1988; DUBEY, 2010).

Em seres humanos, na maioria das vezes,
a toxoplasmose ¢ assintomatica, porém, a infec¢do
durante a gestagdo pode causar abortamento, retardo
motor e mental ou perda da visdo. O grau de infec¢do
transplacentaria e os efeitos danosos da multiplicagio
do T. gondii no feto dependem da época gestacional
em que a infecc¢do ocorreu (DIAS & FREIRE, 2005).
LUFT & REMINGTON (1992) estimaram que,
em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), a taxa de mortalidade para
toxoplasmose variade 3% a 20%. Para N. caninum,
existem evidéncias soroldgicas em seres humanos, no
entanto, ndo foram descritos relatos comprovados da
doenga. Por outro lado, tal possibilidade ndo pode ser
descartada (TRANAS et al., 1999; LOBATO et al.,
2000).

A condugdo de estudos epidemioldgicos
para toxoplasmose e neosporose em caes assume
importancia, tendo em vista o seu convivio mais
estreito e prolongado com seres humanos. Esses
animais podem atuar como sentinelas soroldgicas
para T. gondii e sdo hospedeiros definitivos na
infec¢do por N. caninum, de maneira que a obtengédo
de informagdes epidemioldgicas pode auxiliar os
servicos de vigilancia na adogdo de agdes para a
prevengao e o controle dessas doengas (ULLMANN
et al., 2008; COIRO et al., 2011).

Apesar de varios estudos apontarem a
ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii ¢ anti-N.
caninum em cdes no Brasil, sdo escassas as
pesquisas conduzidas em caes na regido Nordeste,
especialmente no municipio de Natal, capital do
Estado do Rio Grande do Norte. Dessa maneira,
o objetivo do presente trabalho foi determinar a
frequéncia de anticorpos anti-T. gondiie anti-N.

caninum, bem como identificar fatores de risco em
caes do municipio de Natal, Estado do Rio Grande do
Norte, Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no municipio de
Natal, capital do Estado do Rio Grande do Norte.
Foram colhidas 476 (mediana = 41; minimo = 12;
maximo = 129) amostras de soro de cdes domiciliados
de ambos os sexos, de ragas variadas e com idade
acima de trés meses, que foram atendidos em dez
clinicas veterinarias localizadas em diversos pontos
da cidade (Figura 1), no periodo de margo de 2011
e maio de 2012. A sele¢do dos cées foi realizada de
acordo com a autorizacdo do proprietario, além da
condigdo corporal na qual os animais se encontravam
no momento da consulta. Foram selecionados cées com
escore de condigdo corporal de no minimo 4, conforme
sistema de interpretacdo descrito por LAFLAMME
(1997).

As colheitas de sangue foram efetuadas por
venopungao cefalica ou jugular externa, utilizando-se
seringas descartaveis de SmL, com posterior obtengdo
do soro ¢ estocagem a -20°C até a realizagdo da
sorologia. O proprietario que autorizou a participagéo
do seu cdo na pesquisa respondeu a um questionario
epidemiolégico que continha informagdes sobre
possiveis fatores de risco associados a exposi¢do
aos agentes. O questionario foi elaborado de modo a
propiciar o facil entendimento das questdes por parte
do proprietario, contendo perguntas objetivas e de
multipla escolha, com excecdo da idade dos animais.
Em cada clinica, foi viabilizado um entrevistador
previamente treinado, com o objetivo de evitar ou
pelo menos minimizar a ocorréncia de vieses durante
a aplicacdo do questionario. As informagdes obtidas
com os questionarios foraminseridas em banco de
dados elaborado com o programa Microsoft Access®.

A detecgdo de anticorpos anti-T. gondii
foi realizada com a RIFI, segundo metodologia
descrita por CAMARGO (1974). Foram utilizadas
laminas sensibilizadas com taquizoitas da cepa
RH, mantida em camundongos. Para a detec¢do de
anticorpos anti-N. caninum, também foi utilizada a
RIFI, segundo DUBEY et al. (1988), empregando-
se laminas sensibilizadas com a cepa NC-1, obtida a
partir de cultivo de células vero. Os pontos de corte
adotados foram titulo >16 para T. gondii e >50 para N.
caninum. Para a visualizac¢do da reacdo, foi utilizado
conjugado  comercial anti-IgGcanino  (Sigma,
USA), marcado com isotiocianato de fluoresceina.
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Figura 1 - Mapa da regido metropolitana de Natal, Estado do Rio Grande do Norte, demonstrando as 10
clinicas veterinarias utilizadas.

As amostras que apresentaram taquizoitos com
fluorescéncia periférica total foram consideradas
positivas e submetidas a diluicdes sucessivas,
adotando-se como titulo final o correspondente
aultima dilui¢do com reacao positiva.

Foi calculado o intervalo de confianga de
95% (IC 95%) binomial exato para as frequéncias
de soropositividade para T. gondii ¢ N. caninum.Os
dados obtidos com os questionarios epidemioldgicos
foram analisados estatisticamente em duas etapas
(andlise univariavel e andlise multivariavel) para a
determinagdo dos possiveis fatores derisco, associados
a soropositividade para T. gondii ¢ N. caninum. Na
analise univaridvel, foram formados dois grupos de
animais, soropositivos e soronegativos, de acordo
com o resultado da sorologia (variavel dependente),
que foram comparados frente as variaveis analisadas
(variaveis  independentes). Aquelas  varidveis
independentes que apresentaram valor de P<0,2
pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher
foram selecionadas para a andlise multivariavel,
utilizando-se regressao logistica multipla(HOSMER
& LEMESHOW, 2000). O ajuste do modelo final foi
verificado com o teste de Hosmer e Lemeshow, pelo
qual um valor de P>0,5 indicou ajuste satisfatorio.
A colinearidade entre as variaveis independentes
foi verificada utilizando-se analise de correlacao e,
quando duas variaveis apresentaram correlagdo forte
(coeficiente de correlagdo >0,90), apenas uma foi

selecionada para a analise multivariavel, de acordo
com a plausibilidade bioldégica (DOHOO et al.,
1996). Adicionalmente, a variavel idade foi inserida
nos modelos como possivel variavel de confusio para
verificagdo de mudangas substanciais (>10%) nos
estimadores. O nivel de significancia adotado foi de
5%, e as analises foram realizadas com o programa
SPSS 20.0 for Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de amostragem por conveniéncia
em estudos soroepidemiologicos ¢ muito comum e
permite o levantamento de informagdes importantes.
No entanto, inferéncia epidemioldgica ndo deve ser
feita a partir dessa metodologia em decorréncia da
possibilidade de vieses, principalmente no tocante
a ocorréncia de viés de selegdo. Em estudos que
envolvem a selegdo de cdes a partir de clinicas
veterinarias, € muito dificil evitar a ocorréncia de
tais vises, no entanto, com a metodologia empregada
no presente trabalho procurou-se minimiza-los ao
maximo.

Dos 476 caes utilizados, 55 (11,5%; IC
95%=8,8%-14,8%) foram soropositivos para a pesquisa
de anticorpos anti-T. gondii, sendo 26 (47,2%), 12
(22%), dez (18%), seis (11%) e um (1,8%) animais
soropositivos com titulos 64, 128, 256, 512 ¢ 1024,
respectivamente. A soropositividade por clinica
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variou de 0% a 22,5%. A frequéncia observada neste
estudo ¢ baixa quando comparada as obtidas em
outros estados brasileiros, como Rondoénia, 76,4%
(CANON-FRANCO et al., 2004) e Paraiba, 45,1%
(AZEVEDO et al., 2005).

ParaN. caninum, 31 (6,5%; I1C 95%=4,5%-
9,1%) animais foram soropositivos, sendo oito
(25,8%), sete (22,6%), quatro (12,9%), cinco (16,1%)
e sete (22,6%) com titulos 50, 100, 200, 400 ¢ 800,
respectivamente. A soropositividade por clinica
variou de 0% a 20%.Estudos sorologicos conduzidos
no Brasil em populagdes caninas com caracteristicas
similares a do presente trabalho revelaram ampla
varia¢do de soropositividade para esse agente, desde
1,98% em Sao Paulo (COIRO et al., 2011) até 45%
no Maranhao (TEIXEIRA et al., 2006).

As diferengas nas frequéncias de
soropositividade encontradas no presente trabalho
com as observadas em outros estudos podem ser
decorrentes de varios fatores, como tamanho amostral,
teste diagnodstico utilizado, periodo de realizagdo
do estudo e caracteristicas individuais da populagdo
canina estudada (CANON-FRANCO et al., 2003;
AZEVEDO et al., 2005). Aliado a isso, todos os
animais amostrados foram incluidos no estudo
durante atendimento ambulatorial, caracteristica
que reflete maior cuidado dos proprietarios com os
animais, o que poderia justificar a baixa frequéncia
de soropositividade, tanto para T. gondii quanto para
N. caninum.

Nas analises de fatores de risco para T.
gondii e N. caninum, néo foi observada colinearidade
entre as varidveis independentes, bem como ndo
foi verificado efeito confundidor da variavel idade.
Na andlise univariavel dos fatores de risco para T.
gondii, as variaveis idade, acesso a rua, contato com
bovinos, contato com gatos, passear com o cdo, viajar
com o cao, presenga de ratos e acesso a agudes foram
selecionadas (P<0,2) para a andlise multivariavel
(Tabela 1). Contudo, ao submeté-las a analise de
regressdo logistica, as varidveis acesso a rua e idade
superior a 48 meses foram identificadas como fatores
de risco (Tabela 2). O modelo final apresentou ajuste
satisfatorio (teste de Hosmer e Lemeshow: *=0,410;
P=0,815).

Considerando a idade dos animais como
fator de risco para a infec¢do por T. gondii, nota-
se que animais com idade superior a 48 meses
apresentaram 4,68 vezes mais chance de serem
soropositivos, em compara¢do com animais com
idade de trés a 12 meses, resultado que corrobora
os descritos por CANON-FRANCO et al. (2004)
e AZEVEDO et al. (2005), que referiram maior

ocorréncia de soropositivos entre animais com idade
avancada, ressaltando a importancia da infec¢ao pos-
natal e a maior possibilidade de acesso as fontes de
infecgdo e vias de transmissdao em funcao da idade.

Animais com acesso a rua tiveram 4,91
vezes mais chance de serem soropositivos para
T. gondii, resultado que concorda com os obtidos
por CANON-FRANCO et al. (2004) ¢ MOURA et
al. (2009), que também descreveram essa varidvel
como fator de risco para a infec¢do, o que pode
ser justificado pela maior chance de esses animais
entrarem em contato com fontes de infec¢do e vias de
transmissdo do agente.

Para N. caninum, as variaveis selecionadas
na andlise univariavel foram (P<0,2): contato com
animais silvestres, limpeza (com desinfetante) do
ambiente onde o cdo vive, presenca de ratos e acesso
a acudes (Tabela 1). Na regressao logistica, presenca
de ratos e limpeza semanal/quinzenal/mensal do
ambiente onde o animal vive foram identificados
como fatores de risco (Tabela 2). O modelo final
também apresentou ajuste satisfatorio (teste de
Hosmer e Lemeshow: *=0,580; P=0,748).

No presente trabalho, caes cujos
proprietarios relataram a presenca de ratos no
domicilio apresentaram 2,34 vezes mais chances de
serem soropositivos para N. caninum. FERROGLIO
et al. (2007) e MEERBURG et al. (2012) afirmaram
que, no ciclo silvestre, os roedores naturalmente
infectados funcionam como reservatorios,
desempenhando papel importante na manutencao e
disseminacdo do agente, havendo a possibilidade de
os caes contrairem a infec¢ao ao ingeri-los. Some-se
a isso o fato de que, em varias ocasides, N. caninum
foi identificado em ratos e camundongos de vida
livre naturalmente infectados (HUANG et al., 2004;
FERROGLIO et al., 2007; JENKINS et al., 2007).

ALVES NETO (2009) determinou que
oocistos de N. caninum sdo inviabilizados apos
tratamento com hipoclorito de sodio a 10% durante
uma hora em temperatura ambiente, recomendando
o uso desse desinfetante na descontaminagdo de
ambientes contra oocistos. No presente trabalho,
animais que vivem em ambientes onde a limpeza
com desinfetante ¢ realizada semanal, quinzenal
ou mensalmente possuem 2,77 vezes mais chances
de serem soropositivos para N. caninum, em
comparacdo com a limpeza didria. Essa informacao
reforca a necessidade de limpeza periodica do
ambiente onde os animais permanecem, uma vez
que o grau de contaminacdo podera favorecer a
permanéncia e viabilidade de oocistos, contribuindo
para a transmissao horizontal do agente.

Ciéncia Rural, v.43, n.11, nov, 2013.
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Tabela 1 -Analise univaridvel para os fatores de risco associados com a soropositividade para T. gondiie N. caninum em 476 cdes do

municipio de Natal, Rio Grande do Norte, no periodo de margo de 2011 a maio de 2012.

Soropositividade para N. Caninum----

Variavel/categoria N° total de animais

N° de soropositivos (%) P N° de soropositivos (%) P
Sexo
Macho 218 28 (12,8) 12 (5,5)
Fémea 258 27 (10,5) 0,506 19 (7,4) 0,527
Idade
3 -12 meses 55 2(3,6) 509,1)
13 - 48 meses 172 17 (9,9) 13 (7,6)
>48 meses 249 36 (14,5) 0,052* 13 (5,2) 0,451
Raca
Sem raga definida 129 18 (14) 9 (7,0)
Com raga definida 347 37 (10,7) 0,403 22 (6,3) 0,967
Acesso a rua
Nao 426 39(9,2) 28 (6,6)
Sim 50 16 (32) <0,001* 3(6,0) 1,000
Alimentagdo
Ragdo comercial 283 33(11,7) 19 (6,7)
Alimento caseiro 26 3(11,5) 0(0,0)
Ambos 167 19 (11,4) 0,996 12 (7,2) 0,376
Contato com caes
Nio 236 23(9,7) 17 (7,2)
Sim 240 32 (13,3) 0,280 14 (5,8) 0,675
Contato com bovinos
Nao 472 53(11,2) 31 (6,6)
Sim 4 2 (50,0) 0,068* 0(0,0) 1,000
Contato com gatos
Nio 410 43 (10,5) 27 (6,6)
Sim 66 12 (18,2) 0,108* 4(6,1) 1,000
Contato com  animais
silvestres
Nao 432 49 (11,3) 31(7,2)
Sim 44 6 (13,6) 0,837 0(0,0) 0,100%*
Ambiente onde o cdo vive
Terra 18 3(16,7) 2(11,1)
Cimento 246 23(9,3) 14 (5,7)
Ambos 212 29 (13,7) 0,277 15 (7,1) 0,604
Frequéncia de limpeza
(com  desinfetante) do
ambiente onde o cdo vive
Diaria 400 44 (11) 21(5,2)
Semanal/quinzenal/mensal 76 11(14,5) 0,501 10(13,2) 0,019*
Passeia com o cdo
Nao 210 30 (14,3) 16 (7,6)
Sim 266 25(9,4) 0,131* 15 (5,6) 0,495
Viaja com o cdo
Nio 401 52 (13,0) 27 (6,7)
Sim 75 3(4,0) 0,042* 4(5,3) 0,802
Presenca de ratos
Nao 250 23(9,2) 10 (4,0)
Sim 226 32 (14,2) 0,122%* 21(9,3) 0,032*
Acesso do cdo a agudes
Nio 421 44 (10,5) 24 (5,7)
Sim 55 11 (20,0) 0,063* 7(12,7) 0,073*

* Variaveis selecionadas para a regressao logistica multipla (P<0,2).
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Tabela 2 - Fatores de risco associados com a soropositividade para T. gondiie N. caninum em 476 cdes do municipio de Natal, Rio Grande

do Norte, no periodo de margo de 2011 a maio de 2012.

Fator de risco Oddsratio (OR) 1C 95% P

Infecgdo por T.gondii*

Idade> 48 meses 4,68 1,07 - 20,44 0,040

Acesso a rua 491 2,45 -9,81 0,001
Infecgdo por N.caninum**

Limpeza semanal/quinzenal/mensal do ambiente onde o animal vive 2,77 1,23 - 6,25 0,014

Presenca de ratos 2,34 1,06 - 5,12 0,034

* Teste de Hosmer e Lemeshow:y’=0,410; P=0,815.
** Teste de Hosmer ¢ Lemeshow: x2:0,580; P=0,748.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicam que
as infecg¢des por T. gondii e N. caninum, detectadas
por sorologia, estdo presentes em caes atendidos em
clinicas veterinarias do municipio de Natal. Com base
na analise de fatores de risco, recomenda-se evitar o
acesso irrestrito dos cdes a rua, a realizagao frequente
de limpeza do ambiente onde eles vivem e a adogao
de medidas para o controle de roedores.
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