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RESUMO

LUCAS, Andréia da Silveira. Neospora caninum em bovinos da bacia leiteira da
regido de Pelotas, RS: soroprevaléncia e associagao com fatores de risco
2007. 84f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-graduacao em Veterinaria.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Para verificar a prevaléncia de anticorpos para Neospora caninum e 0S
fatores de risco associados em bovinos leiteiros provenientes de 92 propriedades
localizadas na bacia leiteira da regido de Pelotas, Rio Grande do Sul, foram
coletadas 1046 amostras de soro sanguineo de fémeas com mais de seis meses de
idade e aplicado um questionario epidemioldgico, contendo questdes ligadas a
neosporose aos responsaveis pelas propriedades. As amostras foram avaliadas pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI = 100). As associacdes estatisticas
entre o “status” sorolégico do rebanho e as possiveis variaveis ligadas ao ambiente
e manejo, foram avaliadas por regressdo logistica (Statistx 8.0). Também foi
verificada a soroprevaléncia dos céaes (RIFI = 50) em 67 propriedades. Em 26,8%
(18/67) destas propriedades existia pelo menos um céo soropositivo para N.
caninum. A prevaléncia entre os bovinos foi de 12,04%, distribuidos em 47,6%
(43/92) das propriedades analisadas. A porcentagem de fémeas soropositivas, por
propriedade, variou de 2,6 a 100%. As variaveis: acesso de outros animais
domeéstico a comida dos bovinos (OR: 13,34; IC 95%: 1,60-111,57, P=0,0168) e
producdo leiteira até 5000 I/més (OR: 2,77; IC 95%: 1,07-7,18, P= 0,0362)
apresentaram associacao estatistica com a soropositividade para N. canium. N&o foi
observada associacdo entre a soropositividade dos cdes e dos bovinos nos
rebanhos estudados.

Palavras-chave: Neospora caninum, bovinos leiteiros, epidemiologia, RIFI.



ABSTRACT

LUCAS, Andréia da Silveira. Neospora caninum in bovines from the milk basin
region of Pelotas county, RS: serum prevalence and risk factors association
2007. 84p. Dissertation (Master Degree) — Veterinary Pos Graduation Program.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The seroprevalence of Neospora caninum and the associated risk factors in
dairy properties were verified in Pelotas region. Blood serum of 1046 six months
older females from 92 properties were analysed by indirect immunofluorescence
Assay (IFA 2100). Canine seroprevalence from 67 properties was also verified (IFA =
50). An epidemiological questionnaire with neosporosis related issues was also
applied to evaluate risk factors and statistical associations between the serological
status of the livestock and the possible variables related to environment and
handling, were evaluated by logistic regression (Statistx 8.0). The prevalence in
bovines was 12,04%, in 47,6% of the analysed properties. Although at least one
seropositive dog was found in 26,8% of the properties, none association was found
between canine and bovine seroprevalences . The variables that presented statistic
relation with the seropositivity to N. caninum in the studied were: access of others
domestic animals to the bovine food (OR: 13,34; IC 95%: 1,60-111,57, P=0,0168),
and monthly milk production until 50001 (OR: 2,77; IC 95%: 1,07-7,18, P=0,0362).
Key Words: Neospora caninum, dairy cattle, seroepidemiology, IFA, risk factors.
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1 INTRODUCAO

Neospora caninum Dubey; Carpenter; Speer; Topper; Uggla (1988) é um
protozoario que foi isolado e reconhecido ha cerca de duas décadas, envolvendo em

seu ciclo biolégico principalmente bovinos e caes.

Este protozoério esta globalmente distribuido e € considerado um dos mais
importantes causadores de aborto em bovinos de exploracéo leiteira e de corte. Ao
contrario de T. gondii em ovinos, N. caninum pode ser transmitido verticalmente por

gestacdes consecutivas em bovinos (DUBEY et al., 2003).

Céaes (Canis familiaris) e coiotes (Canis latrans) sdo os unicos hospedeiros
definitivos do N. caninum conhecidos até o momento, eliminando oocistos nas fezes
e contaminando o meio ambiente (GONDIM et al., 2004). Os cées também podem
servir de hospedeiros intermediarios, podendo apresentar a infeccado extra-intestinal
gue atinge diversos 6rgdos (DUBEY et al., 2004).

Existem fortes evidéncias que exista um ciclo silvestre de N. caninum, uma
vez que anticorpos para este parasito foram encontrados em uma grande variedade
de animais silvestres e domésticos como: gatos, ovinos, bufalos, caprinos, equinos,
cervideos, gambas, camelos, alpacas, lhamas, macacos e capivaras (SCHETTERS
et al., 2004; GONDIM, 2006).

Varios podem ser os efeitos da presenca da neosporose no rebanho bovino.
O célculo das perdas econbmicas, devidas a esta enfermidade, requer a
quantificacdo dos custos diretos e indiretos atribuidos & infeccdo. Para produtores
leiteiros, as perdas ocasionadas sao consideraveis, ja que este parasito € um

importante causador de aborto bovino. O abortamento é calculado de acordo com o



valor comercial do feto abortado. Na Califérnia, Lindsay (1998) estimou que um
aborto pode custar ao produtor cerca de 500 a 900 ddlares. Estas perdas implicam
no ciclo de producédo total da propriedade, pois consequentemente, aumentam o
retorno das fémeas ao periodo de servico e o intervalo entre partos, reduzem a
producdo leiteira, diminuem o numero de terneiras e novilhas de reposicéo, e
aumentam o descarte de fémeas em idade reprodutiva. Também estdo incluidos
neste calculo custos com diagndésticos e honorarios do Médico Veterinario (TRESS
et al., 1999).

No Rio Grande do Sul Corbellini et al. (2002), identificaram e isolaram N.
caninum através de exame histolégico e imunohistoquimica em fetos bovinos

abortados de rebanhos leiteiros de regides distintas do Estado.

Corbellini et al. (2006b), constataram que 17,8% dos bovinos de exploracéo
leiteira das regides noroeste e sudoeste do Estado apresentam anticorpos para o
agente. Pappen et al. (2005), encontraram associacao entre soropositividade para N.
caninum e histérico de aborto, em vacas de um rebanho leiteiro da regido de

Pelotas, RS, evidenciando a presenca deste parasito na regiao.

O estudo epidemiolégico da neosporose é fundamental para verificar a
relacdo hospedeiro, agente e ambiente. A falta de informacbes sobre a
epidemiologia do agente tem limitado a proposta de solu¢des praticas para prevenir

a neosporose nos rebanhos bovinos.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estudar a epidemiologia da neosporose bovina em rebanhos leiteiros da

regido de Pelotas, Rio Grande do Sul.

2.2 ESPECIFICOS

Estimar a soroprevaléncia para Neospora caninum no rebanho leiteiro da

regido de Pelotas, RS;

Estabelecer o grau de associacao entre a soroprevaléncia para N. caninum

em bovinos e caes nas propriedades estudadas;

Identificar fatores de manejo e epidemiologicos que tenham influéncia sobre

a soropositividade para N. caninum no rebanho estudado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O AGENTE

Neospora caninum é um protozoario formador de cistos semelhante ao T.
gondii, porém distinto em sua estrutura antigénica, imunogenicidade e
patogenicidade relacionada ao hospedeiro (DUBEY et al., 2002). Baseado nestas
caracteristicas diferenciais de outros parasitos formadores de cistos pertencentes ao

filo Apicomplexa, N. caninum foi denominado por Dubey et al. em 1988.

Segundo Levine (1985) a classificacdo taxondmica proposta para Neospora
caninum € a seguinte: protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoasida, ordem Eucoccidioriida, familia  Sarcocystidae, subfamilia

Toxoplasmatinae.

Foi descrito pela primeira vez na Noruega, no ano de 1984, em caes de uma
ninhada da ragca Boxer, que apresentavam sinais clinicos neuroldgicos, encefalite e
miosite, com cistos no cérebro e tecido muscular, causados por um protozoario
semelhante ao T. gondii, porém com auséncia de anticorpos para este parasito
(BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984).

Em 1988, foi realizado um estudo retrospectivo, em 23 cdes com histérico de
toxoplasmose clinica atendidos em um hospital de Clinicas Veterinarias nos Estados
Unidos, entre os anos de 1948 e 1987. Foram identificadas em 13 cées
caracteristicas estruturais e histopatolégicas compativeis com T. gondii. Em outros
10 animais foram observadas caracteristicas semelhantes as descritas

anteriormente por Bjerkas; Mohn e Presthus (1984). Os animais afetados por este



parasito também apresentavam sinais clinicos mais severos quando comparados

aos dos caes com toxoplasmose (DUBEY et al., 1988).

Posteriormente, N. caninum foi isolado em cultivo celular de caes
naturalmente infectados e cistos foram observados em camundongos inoculados
com homogeneizado de tecidos destes cdes (DUBEY et al., 1988). Neste mesmo
estudo, foi desenvolvido o teste de imunofluorescéncia indireta para o diagndstico

soroldgico de N. caninum.

Thilsted e Dubey (1989), foram os primeiros a diagnosticar neosporose
bovina, em fetos abortados em uma propriedade leiteira no Novo México, onde 29
vacas de um total de 240, abortaram durante um periodo de 5 meses. Parish et al.
(1987) ja haviam encontrado cistos de um protozoario que apresentava diferencas
estruturais e antigénicas de T. gondii e Sarcocystis sp. no sistema nervoso central

de terneiros recém nascidos com sinais clinicos neuroldgicos.

Conrad et al. (1993), realizaram o primeiro isolamento de N. caninum em
feto bovino abortado. Neste mesmo estudo, nenhuma diferenca estrutural ou
molecular foi observada entre o parasito encontrado em caninos e em bovinos,

evidenciando que a mesma espécie acomete bovinos e caninos igualmente.

Na América do Sul, os dados sobre neosporose bovina ainda sdo escassos.
O primeiro relato de identificacdo do agente foi feito por Venturini et al. (1995) na
Argentina, através de teste sorolégico em rebanho com histérico de aborto, que
posteriormente seria confirmado por imunohistoquimica em feto abortado bovino
(CAMPERO et al., 1998). No Brasil e no Uruguai, Gondim et al. (1999) e Banales et
al. (2006) respectivamente, relataram o primeiro caso de aborto em bovinos,

causado por N. caninum.

3.2 BIOLOGIA

3.2.1 Ciclo biolégico e morfologia

N. caninum € um protozoario intracelular obrigatorio, pertencente a familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, que € formada por muitas espécies de
coccidios com ciclo de vida heteroxeno, que formam cistos em uma grande

variedade de hospedeiros intermediarios (DUBEY, 1999).



O ciclo biologico de N. caninum envolve trés fases: 1) fase de multiplicacéo
rapida com formacado de taquizoitos; 2) fase de multiplicagédo lenta com formacéo de
bradizoitos e 3) fase sexuada (no hospedeiro definitivo) com eliminacéo de oocistos
(MCALLISTER et al., 1998; ATKINSON et al., 2000).

A fase sexuada de desenvolvimento deste parasito ocorre no intestino dos
cées, sendo estes considerados hospedeiros definitivos e tendo um importante papel
na sua transmissédo. As fases entero-epiteliais (esquizogonia e gametogénese) de N.
caninum que antecedem a formacao de oocistos no hospedeiro definitivo, ainda sé&o
desconhecidas, ndo sendo possivel descrever e localizd-las no intestino dos
canideos (DUBEY et al.,, 2002). Estagios semelhantes a esquizogonia foram
relatados em cultura celular com bradizoitos isolados de cérebro de cées

naturalmente infectados (DUBEY et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram que coiotes (Canis latrans) também podem

ser hospedeiros definitivos de N. caninum (GONDIM et al., 2004).

Evidéncias sorologicas sugerem que canideos silvestres como dingo
australiano (Canis familiaris dingo), Pseudalopex gymnocercus (graxaim do campo),
Cerdocyon thous (graxaim do mato), Chrysocium brachyurus (lobo guara) e
Dusicyon vetulus (raposinha do nordeste ou do campo), também possam ser
responsaveis pela disseminacdo de oocistos, com consequente envolvimento na
transmissdo horizontal de N. caninum em propriedades rurais (BUXTON;
McALLISTER; DUBEY, 2002; DUBEY, 2003; VITALIANO et al., 2004; CANON-
FRANCO et al., 2004).

Steinman et al. (2006), em estudo realizado com canideos silvestres de vida
livre em lIsrael, encontraram baixas prevaléncias de anticorpos para N. caninum
nestes animais, que provavelmente ndo tenham um papel importante na

epidemiologia da neosporose neste pais.

Os céaes eliminam oocistos (10 -12uym de diametro) ndo esporulados nas
fezes, apos a ingestao de tecidos infectados pelo agente (MCALLISTER et al., 1998).
Mais de um milhdo de oocistos sdo excretados durante um periodo, que pode durar
semanas. Em condi¢cdes ambientais favoraveis podem esporular dentro de 24 horas,
sendo bastante resistentes aos efeitos ambientais e permanecendo viaveis no solo,

agua e fontes alimentares dos hospedeiros intermediarios por longos periodos de



tempo (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY, 1999; GONDIM et al, 2004). Os oocistos
esporulados de N. caninum tem estrutura semelhante aos de Isospora sp., contendo

dois esporocistos com quatro esporozoitos cada (LINDSAY; DUBEY, 1993).

Gondim; Gao e McAllister (2002), verificaram que os caes eliminam um total
de 503.300 oocistos apos a ingestao de tecido bovino infectado com N. caninum,
demonstrando sua importancia na transmissao horizontal da neosporose. Estes
mesmos autores relataram que apenas 300 oocistos sdo suficientes para causar

infeccdo em bovinos.

Schares et al. (2005), encontraram oocistos em fezes de caes naturalmente
infectados, morfologicamente semelhantes aos de Hammondia heydorni, porém
mais curtos e com a relacao largura/altura menor, sugerindo como critério preliminar
de identificagdo de N. caninum, a diferenciacdo entre essas duas espécies de

protozodarios.

Gondim; McAllister e Gao (2005), relataram que céaes infectados
experimentalmente com tecido bovino, podem se tornar refratarios ao N. caninum
alguns meses apos a sua primo-infeccdo, nao liberando oocistos novamente. Estes
mesmos autores sugerem que a idade dos caes pode influenciar na producao de
oocistos.

Bergeron et al. (2001), tentaram infectar nove caes com idade entre dois e
quatro meses, através da ingestdo de placenta e fetos bovinos naturalmente
infectados por N. caninum. Estes caes nao excretaram 00cistos ou soroconverteram,
além de ndo terem apresentado nenhum sinal clinico ou lesédo compativel a infeccéo

pelo parasito.

Os céaes, mesmo apoOs produzirem e eliminarem oocistos de N. caninum,
podem manter-se soronegativos, ndo sendo possivel afirmar a auséncia da infec¢ao
nestes animais apenas através de testes sorolégicos (MCALLISTER et al., 1998;
LINDSAY; UPTON; DUBEY, 1999).

O hospedeiro intermediario se infecta ao ingerir oocistos esporulados
juntamente com agua ou alimentos. ApoOs a ingestdo, 0s esporozoitos atravessam a
parede intestinal e alcancam a corrente sanguinea ou linfatica, iniciando a fase de
multiplicacé@o rapida do parasito com formacédo de taquizoitos (3 a 7um x 1 a 5 ym).

Os taquizoitos penetram ativamente nas células, dividem-se rapidamente, e tém



preferéncia por células nervosas, mas podem-se multiplicar em diferentes tipos
celulares. Sao capazes de ultrapassar a placenta, causando infecc¢des fetais (INNES
et al., 2000).

Quando é formada a resposta pelo sistema imune do hospedeiro
intermediario, a multiplicacdo do parasito diminui, iniciando a fase de multiplicacéo
lenta, com formacao de bradizoitos no interior de cistos teciduais (100 a 107 pm). Os
bradizoitos (6,5 x 1,5 ym) possuem nucleos localizados terminalmente com poucos
granulos de amilopectina (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006).

Cistos teciduais podem variar consideravelmente de tamanho, dependendo
do numero de bradizoitos que estes contém no seu interior e do tempo de infeccao.
Localizam-se preferencialmente no SNC e retina, 6rgaos imunologicamente débeis
(DUBEY et al., 2002).

Estes cistos, contendo células infectivas no seu interior, podem contribuir
para a manutencdo da infeccdo nos hospedeiros intermediarios por toda a vida
(MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY; UPTON; DUBEY, 1999; DUBEY; SCHARES,
2006).

Segundo Gondim (2006), cervideos sdo presas naturais de canideos
silvestres e suscetiveis a infeccdo por N. caninum, evidenciando a possibilidade de
um ciclo de transmissao silvestre, que pode mesclar-se e também contribuir para
contaminacdo de animais domeésticos (Figura 1). Gondim et al. (2004), infectaram
cdes com tecido cerebral de cervideos naturalmente infectados e estes caes
eliminaram oocistos que, posteriormente, foram administrados a um terneiro,

induzindo a formacéo de altos niveis de anticorpos contra esse protozoario.
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FIGURA 1 — Rotas de transmissdo de N. caninum e envolvimento de hospedeiros silvestres
(adaptado de Dubey; Buxton e Wouda, 2006)

3.2.2 Transmissao

Um importante aspecto da neosporose bovina € que o protozoario € mantido
no rebanho em infeccdes cronicas e pode ser transmitido ao feto durante a gestacao
(ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000). Bovinos infectados
experimentalmente com taquizoitos de N. caninum, durante a gestacao, geralmente

abortam, indicando que estes sao patogénicos ao feto (SCHETTERS et al., 2004).

A baixa prevaléncia da infeccdo nos cdes e o fato de serem 0s Unicos
hospedeiros definitivos domeésticos conhecidos até o momento, ndo explicariam
prevaléncias de anticorpos para N. caninum de 87%, encontradas em alguns
rebanhos bovinos (MCALLISTER et al., 2000; DIJKSTRA et al., 2001).

Existem duas formas de transmissdo de N. caninum em bovinos:
transmissao horizontal, que ocorre quando bovinos ingerem oocistos do parasito,
eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos; transmissdo vertical ou
transplacentaria, que é a principal forma de disseminacdo e manutencdo deste
protozoario nos rebanhos, sendo perpetuada por varias geracdes. A presenca de

anticorpos especificos € detectada na progénie de vacas soropositivas, antes de os
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terneiros ingerirem o colostro (BJORKMAN et al., 1996; ANDERSON et al., 1991;
OBENDOREF et al., 1995).

Recentemente, os termos transmissao transplacentaria exdégena e endogena
(Fig. 1), foram propostos para descrever mais precisamente a origem e a rota da
infecgao no feto (TREES; WILLIANS, 2005).

Até o momento n&o existem evidéncias de outra transmissdo de N. caninum
de bovino para bovino (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006). Modry e Lapeta (2001),
sugeriram a placentofagia como um possivel modo de transmissdo da neosporose
entre bovinos. Davison et al. (2001) em estudo de rebanhos leiteiros do Reino Unido

nao observaram este tipo de transmissao.

Estudos epidemiolégicos evidenciam que casos de aborto epidémico
associados a N. caninum, em bovinos, sdo causados por infecgdo pés-natal, através
da exposicdo a 4gua e alimentos contaminados com oocistos (DUBEY; SCHARES,
2006).

Em rebanhos bovinos com historico de abortamento endémico por
neosporose, a principal rota de infeccdo € a vertical (mae para filha) (SCHARES et
al., 2002). A transmissao vertical ocorre porque a infecgdo fetal frequentemente néo
resulta em aborto, podendo se tornar persistentemente infectado o terneiro que
sobrevive. Fatores como: periodo da gestacdo em que o parasito € transmitido,
reativacdo da infeccdo cronica, magnitude da parasitemia e caracteristicas
patogénicas da cepa atuante, vao acarretar diferentes alteracdes no feto. Estes fetos
podem morrer no utero, serem reabsorvidos, mumificados, autolisados, natimortos,
ou ainda, nascerem vivos, doentes ou clinicamente sadios, mas cronicamente
infectados (ANDERSON et al., 1997; DUBEY, 2003).

Varios estudos tém detectado indices de infeccdo congénita, em maes
soropositivas para N. caninum, de 40,7% (PAN et al., 2004) a 95,2% (DAVIDSON,;
OTTER; TRESS, 1999a). Em propriedades consideradas endémicas para esta
protozoose, as taxas de animais soropositivos geralmente sdo idénticas entre
terneiras e vacas (SCHARES et al., 1998; ROMERO et al., 2002; PAPPEN et al.,
2005) e as taxas de aborto anuais geralmente sao superiores a 5% (ANDERSON;
ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000).
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Mesmo que a transmissao vertical seja considerada a principal forma de
transmissdo de N. caninum em bovinos, existe varios indicios da ocorréncia de
transmissao horizontal, evidenciando a presenca de caes na propriedade como um
importante fator de risco para neosporose bovina (GUIMARAES JR et al., 2004;
ROMERO et al., 2005; CORBELLINI et al., 2006b).

Importantes observagbes epidemioldgicas de rebanhos com abortamento
epidémico associado ao N. caninum, indicam uma forma de infeccdo pdés-natal
(horizontal) sugerindo um ponto de exposicado ao agente. Nesses casos, ocorre uma
falta de associagdo entre a soropositividade de maes e de filhas, aumento da
soropositividade com a idade, e presenca de uma curva epidémica durante os surtos
de abortamento (McALLISTER et al., 2000; BUXTON; McALISTER; DUBEY, 2002).

Dijkstra et al. (2002), analisaram rebanhos leiteiros na Holanda, encontrando
fortes evidéncias de que os cdes podem se infectar pela ingestédo de fluidos fetais e
placenta de vacas infectadas por N. caninum e, consequentemente, causar infeccao

pos-natal em rebanhos bovinos pela eliminacdo de oocistos no meio ambiente.

Fioretti et al. (2003), isolaram N. caninum de 20 g de amostra de placenta de
trés vacas naturalmente infectadas, que pariram por trés vezes consecutivas
terneiros infectados. Esses dados revelam que a placenta bovina pode ser uma
importante fonte de infeccdo para caes, pela quantidade (Kg) de tecido que a

constitui e pelo facil acesso que os caes tém a este material em propriedades rurais.

As evidéncias epidemioldgicas de infeccdo pos-natal nos bovinos sao
sustentadas pela demonstracdo experimental de que terneiros também podem ser

infectados oralmente com oocistos de N. caninum (DE MAREZ et al., 1999).

Kashwazaki et al. (2004), ndo encontraram correlacdo entre o status
sorologico de terneiros e suas maes em rebanhos leiteiros no Uruguai, o que

confirma a ocorréncia de infeccao pés-natal.

Uggla et al. (1998) demonstraram a infec¢do de terneiros recém nascidos,
guando estes foram infectados, por via oral, com leite contendo taquizoitos de N.

caninum.

A transmissao lactogénica de taquizoitos ou a ingestdo de membranas fetais
e fluidos uterinos contendo taquizoitos podem contribuir para infeccdo pos-natal de
N. caninum, mas essas rotas sdo de menor importancia (DAVISON et al., 2001).
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Terneiros podem ser infectados com N. caninum por meio de desafio oral com
colostro ou substitutos de leite infectados experimentalmente com taquizoitos, até
uma semana depois do nascimento. Neste mesmo trabalho os autores nao
conseguiram provar a infeccdo quando utilizaram placenta, leite ou colostro de vacas

naturalmente infectadas com N. caninum.

N&o existem evidéncias de que ocorra transmissdo venérea ou por
transferéncia de embribes em bovinos, desse protozoario, embora ja tenha sido
encontrado taquizoitos de N. caninum em sémem bovino (SCHARES et al., 1998;
UGLA et al., 1998; BAILLARGEON et al., 2001; MOORE, 2005).

Até o momento, ndo foi relatada nenhuma predisposicdo genética para
infeccdo por N. caninum em bovinos. As diferencas no manejo de rebanhos leiteiros
e de corte possivelmente expliqguem as altas prevaléncias encontradas em bovinos
de exploragdo leiteira, por estes Ultimos serem geralmente mais expostos
(SCHETTERS et al., 2004; MOORE, 2005).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

3.3.1 Fatores de Risco

S&o inimeros os fatores de risco para neosporose bovina que tém sido

largamente discutidos na literatura.

Bartels; Wouda e Schukken (1999) realizaram estudo na Holanda com o
objetivo de analisar fatores de risco para infeccdo por N. caninum, associada a
surtos de abortamento. Estes autores encontraram como fatores significantes a
presenca de cées e aves na propriedade e alimentagcdo com silagem de milho Umida
durante o verdo. Segundo eles, a silagem de milho Umida pode conter micotoxinas

que sao relatadas como causadoras de imunossupressdo em bovinos.

Barling et al. (2001b), em estudo realizado em bovinos de corte no Texas,
nao encontraram associacdo entre infeccdo por N. caninum e o tamanho das
propriedades. Entretanto, outros fatores de risco foram associados a infeccéo pelo
parasito, como: periodo de nascimento dos terneiros, densidade animal, acesso de
canideos silvestres ao concentrado dos bovinos e manejo inadequado de fémeas

prenhes (concentracdo e tempo de permanéncia no mesmo potreiro).
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Schares et al. (2004), determinaram através de modelo de regressao
logistica, os fatores de risco significativos para infeccao por N. caninum em bovinos
leiteiros, como tamanho do rebanho, localizacdo da propriedade, nimero de cées

presentes e temperaturas ambientais.

Ogawa et al. (2005), ndo encontraram diferencas significativas entre
soropositividade para N. caninum em bovinos leiteiros e as variaveis estudadas
como manejo das vacas, problemas reprodutivos, alimentacdo, presenca de caes,

gatos e roedores.

Corbellini et al. (2006b), em propriedades leiteiras de duas regides distintas
(noroeste e sudoeste) no Rio grande do Sul encontraram forte associagao entre
soropositividade dos rebanhos para N. caninum e a presenca de cédes, area da
propriedade, e fornecimento de pool de leite ou colostro aos terneiros. Estes autores
nao encontraram nenhuma associagao entre a idade das vacas e a infeccdo com o

parasito.

Bjorkman et al. (2000), em estudo realizado em rebanhos na Suica,
encontraram associagao positiva entre a soropositividade para N. caninum e o virus
da diarréia bovina. No entanto Bartels; Wouda e Schukken (1999) e Gottstein et al.

(1999) nédo observaram essa mesma associagao.

3.3.1.1 Presenca de caes domésticos e silvestres

Wouda et al. (1999), encontraram associacao entre soropositividade de cées
e altas prevaléncias de infeccdo de rebanhos leiteiros na Holanda, indicando a

relacdo entre infeccao por N. caninum em ambas as espécies.

Barling et al. (2001b), observaram em terneiros de rebanhos de corte no
Texas, aumento de risco da infeccéo por N. caninum como resultado da abundancia
de canideos silvestres, principalmente coiotes e gray fox (Urocyon
cinereoargenteus), sustentando a hipotese da existéncia de um ciclo de transmisséo

silvestre na neosporose bovina.

Outros estudos também encontraram evidéncias epidemiologicas que
indicam associacéo entre caes e a ocorréncia de aborto por N. caninum (DIJKSTRA

et al., 2002). Estudos realizados na Espanha e Franca encontraram associacao
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positiva entre soropositividade de N. caninum em bovinos, presenca e numero de
caes (OULD-AMROUCHE et al., 1999; MAINAR-JAIME et al., 1999).

Moore et al. (2002), em estudo realizado na Argentina, em propriedades com
altos indices de prevaléncia de anticorpos para N. caninum (rebanhos leiteiros e de
corte), ndo encontraram diferencas significativas entre os rebanhos e o tipo de
exploracdo e sim quanto a soropositividade dos cdes presentes nestas

propriedades.

Estudo realizado em propriedades leiteiras da Italia, revelou forte associacéo
entre a soropositividade do rebanho e a presenca de dois ou mais cées, quando
comparados com propriedades sem nenhum cédo (OTRANTO et al., 2003).

Sanchez et al. (2003), em estudo realizado em propriedades leiteiras de
Tizayuca no Meéxico, encontraram diferencas significativas na prevaléncia de
anticorpos para N. caninum em bovinos de propriedades com caes (58%) e sem
caes (35%).

Guimaraes Junior et al. (2004), constataram baixa correlacdo entre a
presenca de N. caninum em bovinos e cées infectados pertencentes as mesmas

propriedades localizadas no sul do Parana.

3.3.1.2 Raca e Idade dos bovinos

Melo et al. (2001), em estudo realizado em Minas Gerais, em fémeas
leiteiras, ndo observaram diferenca de soropositividade para N. caninum entre as
faixas etarias estudadas. Guimardes Junior et al. (2004), observaram uma maior
prevaléncia em fémeas com idade superior a 24 meses, indicando a idade como um

importante fator de risco para infeccao pelo N. caninum.

Estudos soroepidemioldgicos realizados em propriedades leiteiras do
Uruguai e Paraguai, demonstraram associacdo entre ocorréncia de aborto e
soropositividade para N. caninum. Contudo, ndo foram considerados como fatores
de risco para abortamento, os altos titulos de anticorpos obtidos na RIFI e a idade
das vacas (entre dois e seis anos) (OSAWA et al., 2002; KASHWAZAKI et al., 2004).

Bryan et al. (1994), na Nova Zelandia, observaram abortamentos por N.

caninum ocorrendo de forma mais freqiente em animais acima de quatro anos de
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idade. No entanto Dijkstra et al. (2003) sugeriram que o risco de aborto decresce
com a idade das vacas, o numero de lactacdes e gestagdes consecutivas, indicando
o desenvolvimento de alguns niveis de imunidade nos animais cronicamente

infectados.

N&o tem sido observada associagcao entre soropositividade para N. caninum
e a raca de bovinos leiteiros (OULD-AMROUCHE et al., 1999).

3.3.1.3 Lotacédo e tempo de confinamento animal

Em rebanhos bovinos, Otranto et al. (2003) na Italia e Anderson;
Andrianarivo e Conrad (2000) nos EUA, encontraram um maior risco de infecgao por

N. caninum associado com altas densidades animais.

Sanderson; Gay e Baszler (2000), realizaram estudo sobre prevaléncia e
fatores de risco associados em bovinos, ndo encontrando relacdo entre o status
sorolégico individual dos animais e sua origem (compra ou criagdo propria). Neste
mesmo estudo, os animais com menos de trés anos de idade mostraram maior

soropositividade quando comparados com bovinos com idade superior a seis anos.

Patitucci et al. (2000), identificaram o tempo de confinamento de rebanhos
leiteiros no Chile, aproximadamente seis meses por ano, como uma possivel causa

dos altos indices de prevaléncia para N. caninum neste pais.

3.3.1.4 Estacéao climatica

Lopez-Gatius; Pabon e Almery (2004) na Espanha, encontraram niveis de
aborto quatro vezes mais altos em animais que gestaram em periodos quentes do
gue em frios. Estes niveis também se apresentaram 3,7 vezes mais altos em fémeas

multiparas.

Segundo Mcallister et al. (1996), os abortos causados por N. caninum

ocorrem em forma de surto ou esporadicamente, em qualquer estacao do ano.

Na Holanda, de 50 casos de aborto em bovinos, no periodo de 1995 a 1997,
38 ocorreram durante o verdo e outono (WOUDA et al., 1999; BARTELS; WOUDA,
SCHUKKEN, 1999).
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Na Califérnia o aumento de risco de aborto por N. caninum tem sido
observado durante os meses de inverno, correspondendo a um clima mais ameno e
mais umido (THURMOND; ANDERSON; BLANCHARD, 1995).

3.3.1.5 Produgéo leiteira e descarte de fémeas

Vacas soropositivas para N. caninum apresentam uma diminuicdo na
producdo leiteira de 2,8l/dia, quando comparadas a vacas soronegativas
(HERNANDEZ; RISCO; DONOVAN, 2001).

Thurmond e Hietala (1997), reportaram que vacas soropositivas da raca
Holandesa tém uma diminuicdo de 366 litros de leite/ano/vaca. Estes mesmos
autores verificaram que o risco de descarte por baixa producédo leiteira foi duas

vezes maior para vacas soropositivas quando comparadas com soronegativas.

Estudo realizado por Hernandez; Risco e Donovan (2001), na Florida, EUA,
demonstrou um declinio de 3 a 4% na producdo de leite, com queda de
aproximadamente 363 Kg/vaca/ano, representando uma perda financeira de 128

dolares por animal.

Outro estudo verificou que vacas soropositivas sdo refugadas 6,3 meses
antes e tem 1,6 vezes maior risco de serem descartados do que vacas

soronegativas do mesmo rebanho (Thurmond; Hietala 1997).

Lépez-Gatius; Santolaria e Almeria (2005), avaliaram 7518 inseminacgdes
artificiais em trés rebanhos bovinos com alta incidéncia de aborto por N. caninum,
nao encontrando diferenca na taxa de prenhez entre vacas soropositivas (32,6%) e
soronegativas (34%). Os autores concluiram que a infeccéo pelo parasito ndo afeta
a fertilidade em vacas leiteiras de alta producéao.

3.3.2 Prevaléncias em bovinos leiteiros

3.3.2.1 N. caninum em diferentes paises

Em alguns rebanhos de exploracéao leiteira, a soroprevaléncia do N. caninum

pode atingir niveis bem altos, aproximando-se de 100%.
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Desconsiderando a falta de uniformidade entre as técnicas usadas em
levantamentos sorolégicos de N. caninum em bovinos, sao encontradas
prevaléncias que variam de 5,6 a 60,6% em rebanhos leiteiros e de 4,1 a 26,6% em
bovinos de corte (DUBEY, 2003). Na tab. 1 estdo relacionados alguns estudos
epidemioldgicos sobre N. caninum realizados em bovinos de exploracao leiteira
provenientes de rebanhos de diferentes paises do mundo durante o periodo de 1999

a 2006, com prevaléncias variando de 8,7 a 76%.

3.3.2.2 N. caninum no Brasil

O primeiro caso de infec¢do por N. caninum no Brasil foi diagnosticado por
Gondim et al. (1999) na Bahia, em um feto bovino abortado no oitavo més de
gestacao, proveniente de uma propriedade leiteira com histérico de abortamento. Os
autores detectaram a presenca de cisto no cérebro deste feto que foi positivo pela

técnica de Imunohistoquimica.

Na tab. 2 é possivel observar que N. caninum esta amplamente distribuido
nos rebanhos brasileiros, existindo a presenca de anticorpos para este parasito em
bovinos de todas as regides do pais. Os estudos epidemioldgicos realizados
utilizaram diferentes pontos de corte para RIFI, tornando dificil a comparacéo entre
os resultados obtidos. As prevaléncias variam entre 10,4 e 65,5% nos grupos
bovinos estudados.
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Tabela 1 — Levantamentos soroepidemiolégicos de Neospora caninum em bovinos
leiteiros de diferentes paises (1999 a 2006).

PAIS EXAMINADOS PREVALENCIA (%) TECNICA AUTOR
Alemanha 100 49 ELISA Bartels et al. (2006)
Argentina 1048 16,6 RIFI Moore et al. (2002)
Australia 93 38,7 ELISA Hall;Reichel e Ellis,(2005)
Canada 2604 19,2 ELISA Chi et al. (2002)

Chile 371 22,4 RIFI Patitucci et al. (2000)
Costa Rica 2743 43,3 ELISA Romero et al. (2005)
Espanha 1121 35,9 ELISA  Quintanilla-Gonzalo et al. (1999)
EUA 2585 24 ELISA Sanderson;Gay e Baszler, (2000)
Inglaterra 4295 17,1 ELISA Davison;French e Trees, (1999)
Iram 337 46 ELISA Razmi et al. (2006)

Italia 1140 8,7 ELISA Otranto et al. (2003)
México 1003 72 ELISA Morales et al. (2001)
Paises

Baixos 108 76 ELISA Bartels et al. (2006)
Paraguai 297 36 ELISA Osawa et al. (2002)
Portugal 114 28 RIFI Canada et al. (2004)
Uruguai 217 56,7 RIFI Kashwazaki et al. (2004)
Venezuela 459 11,5 iscom-ELISA  Lista-Alves et al. (2006)

3.3.2.3 N. caninum no Rio Grande do Sul

Embora a bovinocultura seja uma das mais importantes industrias no sul do
Brasil, estudos sobre neosporose bovina ainda sado escassos no Estado do Rio
Grande do Sul.

Corbellini et al. (2002), realizaram estudo soroldgico do tipo caso-controle
em 223 amostras de sangue de vacas da ragca Holandesa, com e sem histérico de
aborto no Rio Grande do Sul. As amostras foram avaliadas através de RIFI com
ponto de corte de 1:200, onde 11,2% das vacas foram soropositivas para N.
caninum com prevaléncia maior entre 0os animais com histérico de abortamento
(23%) do que sem este historico (8,3%). Nesse mesmo estudo foi observada a forte
associacdo entre vacas soropositivas ao protozoario e abortamento, indicando que
vacas soropositivas tém até 3,3 vezes mais chance de abortar do que as
soronegativas. Estes mesmos autores analisaram 46 fetos bovinos provenientes de

diversas propriedades leiteiras do Rio Grande do Sul através de histologia e
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imunohistoquimica, identificando lesdes compativeis ao N. caninum em 47,8% (22)

dos fetos.

Tabela 2 — Levantamentos sorologicos para N. caninum em bovinos leiteiros, de
diferentes Estados do Brasil, no periodo de 1999 -2006.

Estado n® amostras Ocorréncia(%) Técnica Autor
Bahia 447 14,9 RIFI Gondim et al. (1999)
M. Grosso Sul 23 21,7 RIFI Ragozo et al. (2003)
Minas Gerais 126 34,4 RIFI Ragozo et al. (2003)
Minas Gerais 359 18,7 ELISA Melo et al. (2001)
Parana 75 21,3 RIFI Ragozo et al. (2003)
Parand 172 34,8* ELISA Locatelli Dittrich et al. (2001)
Parand 413 21,6 RIFI Guimaraes Junior et al. (2004)
Parana 385 12 RIFI Ogawa et al. (2005)
Pernambuco 469 34,8* RIFI Silva et al. (2002)

Rio Grande Sul 70 18,6 RIFI Ragozo et al. (2003)
Rio Grande Sul 223 11,2 RIFI Corbellini et al. (2002)
Rio Grande Sul 87 33,4* RIFI Pappen et al. (2005)
Rio Grande Sul 1549 17,8 RIFI Corbellini et al. (2006b)
Rio de Janeiro 126 23,8 ELISA Munhoz et al. (2002a)
Rio de Janeiro 140 33,5 ELISA Munhoz et al. (2002b)
Rondbnia 2109 10,4 RIFI Aguiar et al. (2006)
Sao Paulo 150 27,3 RIFI Ragozo et al. (2003)
Séo Paulo 370 38,9 ELISA Piagentini (2002)

Séo Paulo 408 35,54* ELISA Sartor et al. (2005)
Séo Paulo 521 15,9 RIFI Sartor et al. (2003)
Séo Paulo 521 30,5* ELISA Sartor et al. (2003)

*com histérico de aborto

Ragozo et al. (2003), analisaram soro de 140 vacas com idade superior a

trés anos, de exploracao leiteira (70) e corte (70) provenientes de dez propriedades

do Estado, coletadas entre os anos de 1996 e 2000, encontrando prevaléncias de

9,3% (leite) e 10,7% (corte). As amostras utilizadas pertenciam a um banco de soro

e foram selecionadas por conveniéncia, sendo o diagndéstico realizado pela RIFI,

com ponto de corte de 1:25.

Pappen et al. (2005), avaliaram um rebanho leiteiro da regido de Pelotas, RS

com indices anuais de aborto entre 25% e 35%. Todos 0s animais da propriedade
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foram testados em dois momentos distintos em 2001 e 2004 (apds as fémeas
soropositivas terem sido retiradas da reproducdo) encontrando uma prevaléncia de
anticorpos para N. caninum de 31,3 e 11,1% respectivamente. Os autores
encontraram uma associacdo de 100% entre fémeas que abortaram e

soropositividade para o agente.

Corbellini et al. (2006a), avaliaram 161 fetos bovinos provenientes de
propriedades (leiteiras e de corte) do Estado, dos quais 23% estavam infectados por
N. caninum. A infeccdo pelo parasito foi confirmada por Imunohistoquimica e as
principais lesbes encontradas foram encefalites multifocais nao supurativas,

miocardites e miosites.

Corbellini et al. (2006b), relataram a ocorréncia de anticorpos para N.
caninum em bovinos leiteiros de duas regibes distintas do Estado (noroeste e
sudoeste), onde a prevaléncia média foi de 17,8%. Os autores encontraram
soroprevaléncia de 19,4% em Sao Lourenco do Sul, o que confirma a presenca do

agente em bovinos da regido sul do Estado.

Estes resultados sugerem que N. caninum esteja presente em grande parte
do rebanho bovino gaucho, sendo provavelmente uma importante causa de

abortamento e consequentes perdas econémicas na bovinocultura deste Estado.

3.4 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A neosporose bovina é principalmente uma patogenia que acomete feto e
placenta, onde a parasitemia materna resulta de uma infeccao primaria (exégena) ou
da reativacdo de uma infeccdo persistente (endégena) durante a prenhez (DUBEY;
BUXTON; WOUDA, 2006).

Resultados de varios estudos indicam que 12 a 44% dos fetos bovinos
abortados séo infectados por N. caninum. Estes valores podem variar de 2,5 a 77%,
indicando que estes abortos podem ocorrer tanto de forma endémica como
epidémica no rebanho. Em rebanhos epidémicos as fémeas tém chance de 10 a

12,5% de abortar com seis a oito semanas de gestacdo (SCHARES et al., 2002).

Mesmo que existam similaridades entre N. caninum e T. gondii, h&
diferencas entre a neosporose nos bovinos e a toxoplasmose em ovinos. Quando

ovinos sao infectados com T. gondii durante a gestacao existe a soroconversao da
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ovelha e a infeccdo ou aborto do feto pode vir a ocorrer. Contudo, nas proximas
gestacBes ndo haverd transmissdo vertical, pois a ovelha torna-se resistente a
infeccdo (BUXTON et al., 1998). Vacas infectadas congenitamente por N. caninum,
que abortaram ou pariram um terneiro infectado, podem transmitir a infeccéo para o
feto em subsequentes gestacdes, ndo necessitando de reinfec¢des para que ocorra
essa transmisséo vertical ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000).

Vacas com historico de aborto por N. caninum, geralmente apresentam
abortamento repetitivo em gestacbes subsequentes (ANDERSON et al.,, 1995;
WOUDA; MOEN; SCHUKKEN, 1998) ou podem parir terneiros infectados
congenitamente, que sdo uma importante forma de manutencdo da doenca dentro
do rebanho (BARR et al., 1993; ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000). A
existéncia de abortos repetidos indica que a imunidade ou resisténcia adquirida em
vacas infectadas naturalmente, em alguns casos, ndo é suficiente para prevenir a

infeccédo fetal durante as gestacdes subsequentes (VENTURINI et al., 1999).

Vacas soropositivas para N. caninum tem maior chance de abortar do que as
soronegativas. Em alguns estudos, o risco de aborto entre animais soropositivos foi
de 2 a 3,5 vezes maior do que dos animais soronegativos (PARE; THURMOND;
HIETALA, 1997; WOUDA; MOEN; SCHUKKEN, 1998; DAVISON; OTTER; TRESS,
1999a). Moore (2005), constatou alta co-relacéo entre anticorpos para N. caninum a

rebanhos com histérico de abortamentos.

Thurmand e Hietala (1997), observaram que o risco de aborto em novilhas
infectadas congenitamente foi 7,4 vezes maior do que em novilhas soronegativas,

porém o risco diminuiu significativamente com as gesta¢des subsequentes.

Romero et al. (2002) e Dijkstra et al. (2003), encontraram um decréscimo
nas taxas de infecgcdo congénita com o aumento do numero de paricbes de uma
mesma fémea, sugerindo que bovinos, eventualmente, podem desenvolver um grau

de imunidade que previne a transmissao tansplacentaria endégena.

O aumento dos niveis de anticorpos, observado durante a prenhez,
decorrente da modulacdo da resposta imune da mae, € um forte indicativo de que
ocorra reativacdo da infeccdo em vacas cronicamente infectadas, ou seja, 0sS

bradizoitos sao reativados, diferenciam-se em taquizoitos (estagio infectante)
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rompendo os cistos teciduais e reagudizando a infeccdo (STENLUND et al., 1999;
INNES et al., 2002; SCHETTERS et al., 2004).

Fémeas consideradas de risco sdo definidas diferentemente dentro de
rebanhos com histérico de abortamento endémico e epidémico. No caso de
rebanhos endémicos essas fémeas sao aguelas que estiveram prenhes durante o
periodo de tempo em que ocorreram 0s abortos, isto é, nos meses ou anos
envolvidos. Em rebanhos epidémicos estas fémeas sédo definidas como aquelas que
estavam prenhes, com 58 a 260 dias de gestacdo quando o surto ocorreu (DUBEY;
SCHARES, 2006). Segundo os autores essa definicdo diferenciada implica no
resultado dos testes sorolégicos quando aplicados a fémeas de risco. Fémeas
pertencentes a rebanhos endémicos, tém maiores niveis de anticorpos, quando
comparadas as pertencentes aos rebanhos epidémicos (infectadas recentemente),
gue ndo desenvolveram completamente a sua resposta imunologica e possuem

baixos niveis de anticorpos.

Kyaw et al. (2004), relataram que os titulos de anticorpos para N. caninum
em vacas cronicamente infectadas podem converter-se em “status” negativo no

momento do parto.

Conrad et al. (1993) e Stenlud et al. (1999), observaram um aumento nos
niveis de anticorpos em vacas infectadas durante o quarto e quinto més de
gestacdo. Também observaram que estes niveis de anticorpos decairam trés a

guatro meses apos estes animais abortarem fetos infectados por N. caninum.

Williams et al. (2000), infectaram vacas através de inoculacdo endovenosa
de N. caninum em diferentes momentos antes e durante a gestacdo. Cinco das seis
vacas que estavam no primeiro terco da gestacao, tiveram reabsor¢cdo embrionaria,
trés semanas apos a inoculacdo. Todas as vacas que foram inoculadas no terco final
da gestacao pariram terneiros clinicamente sadios, mas congenitamente infectados.
J4 as vacas inoculadas sete semanas antes da prenhez, pariram terneiros

clinicamente sadios e sem evidéncias de infec¢ao transplacentaria pelo N. caninum.

Devido ao fato de N. caninum ser um protozoario intracelular obrigatério, a
principal resposta imune protetora contra a infecgdo por este parasito é mediada por
células, associadas a linfocitos T helper tipo 1, que estimulam a producdo de gama
interferon (INFy), interleucinas (IL-2 e 12) (INNES et al., 2002). Durante a gestacao,
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0 aumento na concentragédo de IL-10 que regula (diminui) a producdo de INFy, gera
uma diminuicdo na resposta imune entre 0 quarto e sexto més de prenhez,
favorecendo, desta maneira, a multiplicacdo e transmissdo vertical do parasito
(WILLIAMS et al., 2003; MOORE, 2005).

No terco médio da gestacao, o feto possui uma resposta imune rudimentar,
evidenciada pela presenca de anticorpos no soro de fetos abortados. Na maioria dos
casos esta resposta € insuficiente, explicando o motivo pelo qual, a maioria dos
abortos ocorre neste periodo (BUXTON; McALLISTER; DUBEY, 2002; MALEY et al.,
2003).

Barling et al. (2001a), encontraram associagao entre soropositividade e
desempenho no crescimento de terneiros apds o desmame. Estes dados reforcam a
hipétese de reagudizacdo da infeccdo com possivel liberacdo intermitente de

taquizoitos de N. caninum durante condicdes estressantes.

Em bovinos do mundo inteiro a neosporose € considerada uma das
principais doencas reprodutivas, sendo o aborto o principal sinal clinico da infec¢ao
nesta espécie (ANDERSON; ADRIANARIVO; CONRAD, 2000). Fémeas bovinas nao
prenhes foram infectadas experimentalmente com N. caninum e ndo desenvolveram
nenhum sinal clinico de neosporose. O estudo da resposta imunoldgica demonstrou
uma proliferac@o periférica das células mononucleares em resposta ao antigeno do
parasito e producdo de gama interferon (IFN-Y) (MARKS et al., 1998; INNES et al.,
2001).

Para que ocorra aborto, o feto ou a placenta devem ser “danificados”, e,
consequentemente sua viabilidade serd diminuida. Vérios fatores podem influenciar
para que isso ocorra. Defeitos na placenta podem ser resultantes de
comprometimentos diretos de sobrevivéncia fetal ou pela liberacdo de
prostaglandinas maternas que causam lutedlise e aborto. Defeitos no feto podem
ocorrer pela destruicdo primaria dos tecidos fetais durante a multiplicacdo do
parasito ou pela nutricdo e oxigenacdo insuficientes, secundarias a destruicao
placentaria (ENGELAND et al., 1996; MALEY et al., 2003).

O aborto pode ocorrer do terceiro ao ultimo més de prenhez, mas € mais

comum ocorrer entre o quarto e o sexto més (CONRAD et al., 1993).
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Os fetos abortados infectados com N. caninum sdo geralmente autoliticos,
sem lesBes macroscopicas consideraveis e ndo ocorre retencdo de placenta. As
principais lesdes sédo produzidas no sistema nervoso central (SNC), onde se
evidencia uma encefalite. Microscopicamente apresentam infiltracoes celulares e
areas de necrose em muitos tecidos (LINDSAY; DUBEY, 1993; WOUDA; DUBEY;
JEKINS, 1997; DUBEY, 2003).

Lesdes inflamatoérias degenerativas, causadas pela infeccdo por N. caninum
em fetos abortados ou natimortos, podem ser encontradas na maioria dos tecidos
fetais, mas sdo mais comuns no SNC, coracdo e figado (DUBEY; BUXTON;
WOUDA, 2006).

Na placenta, as lesbes sao tipicamente localizadas nos cotilédones e
consistem de area focal de necrose e inflamacdo ndo supurativa, com taquizoitos
presentes nos trofoblastos (BERGERON et al., 2001; DUBEY; SCHARES, 2006).

Maley et al. (2003), demonstraram, por infeccdo experimental em vacas
prenhes, que a severidade e a extensdo das lesdes vao determinar a morte fetal e o
aborto. Segundo Innes et al. (2005), as lesGes associadas ao N. caninum no cérebro
e coracao dos fetos bovinos abortados, séo bastante severas e podem causar sua
morte. Estes autores sugerem que a infeccdo pelo N. caninum desencadeie a
liberacdo de citoquinas pro-inflamatorias, e que em alguns casos, o feto pode néo
morrer diretamente por causa da neosporose, associada a gravidade das lesfes, e
sim por altera¢cdes imunologicas na interface materno-fetal, que consequentemente
afeta diretamente a liberacdo de citoquinas T helper-1, que sdo responsaveis pela

resposta imune nesse local e que é fundamental para manter a gestacao.

Até o momento ndo estd bem esclarecido se a intensidade dos sinais
clinicos esta relacionada com a patogenicidade da cepa do N. caninum ou de fatores
inerentes ao hospedeiro (PETERS et al., 2001).

Nos terneiros, os sinais clinicos sao mais aparentes dentro dos primeiros
cinco dias de vida, mas em alguns casos podem ser observados até duas semanas
apos o nascimento. Esses animais podem nascer débeis, com baixo peso, membros
posteriores e anteriores hiperextendidos ou flexionados, diminuicdo do reflexo
patelar, ataxia, perda da propriocepgdo, exoftalmia ou assimetria dos olhos e
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ocasionalmente defeitos congénitos, incluindo hidrocefalia e estreitamento do canal
medular (PARISH et al., 1987; DUBEY, 2003; DE MEERSCHMAN et al., 2005).

E provavel que a maioria dos terneiros com neosporose clinica, morra dentro
das quatro primeiras semanas de vida, ndo existindo nenhum relato de sinais
clinicos ou lesdes histolégicas em animais maiores de quatro meses de idade
(DUBEY, 2003; DUBEY; SCHARES, 2006). O diagndstico histolégico em terneiros
com sinais clinicos é bastante raro, por existirem poucos casos de infeccdes
congénitas que resultem nessa forma clinica. De Meerschman et al. (2005), ao
examinarem seis terneiros com sinais clinicos compativeis com infec¢cdo por N.
caninum, encontraram encefalite como lesdo predominante em apenas um dos

terneiros.

3.5 METODOS DIAGNOSTICOS

Para estabelecer a relacdo entre causa-efeito, € importante utilizar um
diagndstico apropriado através de técnicas soroldégicas, imunohistoquimica e outros
métodos para demonstrar a infeccdo na mée e no feto abortado (DUBEY;
SCHARES, 2006). Além disso, é importante encontrar e identificar taquizoitos de N.
caninum nas lesdes, excluindo outras possiveis causas de aborto (WOUDA; DUBEY;
JEKINS, 1997). Provas soropositivas para N. caninum, indicam somente a exposi¢cao
ao agente (WILLIAMS et al., 2000).

Testes sorolégicos sdo utilizados para diagnosticar N. caninum como
possivel causa de abortamento, na selecdo de bovinos para compra e venda, para
prevenir a introducdo de novos animais infectados no rebanho e na verificagdo da
prevaléncia de determinada regidao (WILLIAMS et al., 2000; BAILLARGEON et al.,
2001). Estes sdo melhor utilizados na deteccdo de bovinos infectados dentro do
rebanho, do que como um diagnostico individual de um animal que abortou
(BJORKMAN, 1999; ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000). Como
vantagem, apresenta a utilizacdo no ante mortem e o fornecimento de informacdes
sobre o estagio da infeccdo (DE MAREZ et al., 1999; WILLIAMS et al., 2000).

Sager et al. (2001), sugeriram que os valores de testes sorologicos podem
sofrer interferéncias pela instabilidade no estado reativo dos anticorpos para N.

caninum em bovinos adultos.
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Nem sempre € possivel estabelecer uma comparacdo entre os estudos
sorologicos para N. caninum em bovinos, devido principalmente ao uso de diferentes
técnicas sorologicas e/ou pontos de corte na titulagcdo dos anticorpos. A selecédo de
um ponto de corte apropriado € um dos pontos criticos para alguns métodos
sorologicos usados para neosporose bovina, uma vez que ndo existe um padrédo
ouro apropriado para definir um positivo-verdadeiro ou um falso-negativo (DUBEY;
SCHARES, 2006).

Existem varios testes sorologicos utilizados na deteccdo de anticorpos para
N. caninum, incluindo a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (DUBEY et al.,
1988); o teste de aglutinacao direta (NAT) (ROMAND; THULLIEZ; DUBEY, 1998);
varios ensaios imunoenzimaticos em fase sélida (ELISA) (DUBEY; LINDSAY, 1996)
e Western-Blotting (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984). Todas estas técnicas
sdo baseadas em antigenos de taquizoitos. RIFI e NAT utilizam taquizoitos de N.
caninum fixados. Ambas as técnicas detectam anticorpos de superficie de
taquizoitos, originarios de antigenos neospora-especificos, como demonstrados
pelos anticorpos monoclonais espécie-especificos desenvolvidos contra antigenos
de membrana de taquizoitos (HOWE et al., 1998; SCHARES et al., 1999).

3.5.1 Reacdao de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Dubey et al. (1988) nos EUA, desenvolveram uma RIFI para N. caninum a
partir de taquizoitos isolados em cultivo celular de tecidos de filhotes de cées
(isolado NC-1).

Esta técnica é baseada no principio da fixagdo de taquizoitos integros em
laminas, que séo incubadas com o soro diluido, a ser testado, e, posteriormente,
com anticorpos, marcados com fluoresceina, contra imunoglobulinas da espécie
animal a ser investigada. A reacdo € observada em microscépio de fluorescéncia
onde é avaliada a fluorescéncia periférica do parasito completa (resultado positivo)
ou incompleta (negativo) (PARE; HIETALA; THURMOND, 1995).

E o método soroldgico mais utilizado, e, embora outras técnicas como ELISA
e NAT, ambas com elevada especificidade e sensibilidade, possam ser utilizadas, a
RIFI é considerado referéncia para detec¢do de anticorpos especificos (RAGOZO et
al., 2003).
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Estudos realizados em diversas espécies animais tém demonstrado que a
RIFI apresenta uma baixa reatividade cruzada com outros protozoarios,
consequéncia de caracteristicas da técnica, como preservacdo da morfologia do
parasito e deteccdo de antigenos de membrana. Estes fatos fazem da RIFI a prova
sorologica de referéncia para a deteccdo de anticorpos para N. caninum (DUBEY,
2003).

Guimaraes Junior et al. (2004), compararam RIFI e o NAT em amostras de
soros bovinos da regido norte do Estado do Parana, encontrando valores de

prevaléncias de 21,54 e 12,1% respectivamente.

Na RIFI, os titulos sdo muito dependentes da qualidade do equipamento
usado, como o microscopio de fluorescéncia, tornando impossivel padronizar o
resultado do teste ou o ponto de corte, em diferentes laboratérios (MOORE, 2005;
MCALLISTER et al., 2005; DUBEY; SCHARES, 2006).

3.5.2 Teste de Aglutinacdo (NAT)

Romand; Thulliez e Dubey (1998), desenvolveram e avaliaram o primeiro
NAT para N. caninum, utilizando soros de vacas e caes naturalmente infectados e
de coelhos, ratos e ovinos experimentalmente infectados com taquizoitos ou
oocistos deste parasito. Estes mesmos soros foram previamente testados pela RIFI
e quando comparados os resultados do NAT houve boa concordéancia (p < 0,0001).

Uma das vantagens desta técnica em relacdo aos outros métodos
sorologicos é de ndo necessitar de conjugados espécie-especificos, aléem do baixo

custo de realizacédo, e de sua sensibilidade ser comparavel a da RIFI.

Packham et al. (1998), desenvolveram e testaram um segundo NAT para N.
caninum que foi altamente sensivel para varias espécies (alta habilidade na triagem
de varias espécies animais), mas sua especificidade foi reduzida em soros de

animais naturalmente infectados.

Quando os niveis de IgM especifica atingem seu pico maximo em duas
semanas apos a infeccdo, estes voltam a decair abaixo dos limites detectaveis no
NAT, mantendo-se baixos até 4 semanas ap0s a infeccdo. ApOs este periodo 0s
niveis de 1IgG aumentam e se mantém de 3 a 6 meses pos-infeccdo (DE MAREZ et
al., 1999).
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3.5.3 Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA)

Testes de ELISA sdo menos subjetivos quando comparados com RIFI.
Varios protocolos e Kits comerciais foram desenvolvidos para detectar anticorpos em
soros bovinos, amostras individuais de pool de leite e ou colostro (SCHARES;
BARWALD; CONRATHS, 2005).

Como principais protocolos pode-se citar: ELISA sandwich, Iscom-ELISA,
ELISA competitivo e ELISA de avidez (BJORKAMN et al.,, 1997; SCHARES;
BARWALD; CONRATHS, 2005; BARTELS, 2005). No Brasil, a maioria dos
laboratérios utilizam Kits comerciais para ELISA.

O teste de ELISA de avidez € baseado na forca com que ocorre a unido
entre anticorpos e antigenos de N. caninum (avidez) que aumenta gradativamente
apos a infeccdo (BJORKMAN et al., 2005). Este teste, que mede a avidez de IgGs
especificas para N. caninum € também eficaz na diferenciacdo de infeccoes
recentes dentro do rebanho (IgG de baixa avidez). A interpretacéo de resultados de
testes individuais do ELISA de avidez deve ser feito criteriosamente, pois alguns
animais podem manter uma baixa avidez na resposta imunoldgica por varios anos
(BJORKMAN et al., 2003). Esta técnica também pode ser utilizada em
levantamentos epidemioldgicos (DUBEY; SCHARES, 2006).

Em caso de rebanhos com histérico de aborto epidémicos ou endémicos,
com ocorréncia no ultimo trimestre da gestacdo e em fémeas consideradas de risco,
nao devem ser utilizados métodos diagnosticos de baixa sensibilidade na deteccao
de anticorpos para N. caninum, pois pode implicar em resultado falso negativo
(SCHARES et al.,, 2000; DUBEY; SCHARES, 2006). Nestes casos, torna-se
necessario realizar analises complementares para identificar a rota principal de
infeccdo no rebanho. Para este propdsito o teste de ELISA de avidez € muito util
(SCHARES et al.,, 2000; BJORKMAN et al., 2003) uma vez que a presenca de
anticorpos especificos de baixa avidez indica infecgdo recente enquanto que os de

alta avidez indicam infeccdes cronicas.
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3.5.4 Western-Blotting

Dependendo dos valores do ponto de corte adotados, esta técnica é muito
especifica e de alta sensibilidade, inclusive para detectar anticorpos para N. caninum
em amostras de soro fetal (ALVAREZ-GARCIA et al., 2002). Varios estudos tém
indicado baixa sensibilidade quando o soro fetal é analisado por RIFI ou ELISA
(WOUDA et al., 1997; SCHOCK et al., 2000; ALVAREZ-GARCIA et al., 2002). Essa
baixa sensibilidade pode estar relacionada com a imunocompeténcia fetal,
especialmente em fetos menores de seis meses de idade e com curto intervalo de

tempo entre a infeccéo e a morte fetal (WOUDA et al., 1997).

Existem diferentes antigenos imunodominantes, especificos para N.
caninum, que foram identificados com peso molecular de 19, 29, 30, 33 e 37 KDa
(ATKINSON et al., 2000).

3.5.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O PCR ¢é utllizado em diagnésticos e estudos epidemiolégicos de
neosporose para deteccdo do DNA de N. caninum em tecidos de fetos bovinos
abortados ou de outros hospedeiros intermediarios, liquido amniético e
cefalorraquidiano, placenta, leite, amostras de fezes de caes e coiotes, comida e
agua (HO et al., 1997; BUXTON et al., 2001; PETERS et al., 2001; HILL et al., 2001;
GONDIN et al., 2004; SCHARES; BARWALD; CONRATHS, 2005).

As desvantagens desta técnica sdo o0 custo, tempo, equipamento e
necessidade de mao-de-obra especializada para sua execucdo (ESTILL et al.,
1998).

Fatores que podem influenciar negativamente na sensibilidade e
especificidade do diagnéstico por PCR, sédo facilmente controlados (HOORFAR et
al., 2004). Nao existem relatos de quanto a autdlise dos tecidos pode influenciar na
sensibilidade do PCR especifico para N. caninum (DUBEY; SCHARES, 2006).

Ferre et al. (2005), identificaram fragmentos de DNA de N. caninum em
amostras sanguinea de bovinos cronicamente infectados e no sémen de touros

naturalmente infectados.
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Vérios estudos indicam que o tecido cerebral é mais apropriado para
deteccdo do DNA de N. caninum por PCR, seguidos de coracao, pulméo e figado
(BUXTON et al., 1998; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2005).

E importante salientar que a carga parasitaria pode ser influenciada pelo
estagio gestacional. Collantes-Fernandez et al. (2005) ao avaliarem fetos bovinos
abortados no ultimo trimestre de gestacdo, detectaram DNA do parasito apenas no

cérebro e esporadicamente no diafragma, coracéo e linfonodos.

Outros protocolos de PCR quantitativo foram desenvolvidos, sendo
considerada uma das principais técnicas para a determinacdo da patogénese da
neosporose bovina, atividade vacinal e eficacia de drogas terapéuticas e profilaticas
para este protozoario (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2005). Nested-PCR
também sao utilizados em estudos de epidemiologia e patogénese de neosporose
bovina (BUXTON et al., 1998; BUXTON et al., 2001; TREES et al., 2002; FERRE et
al., 2005).

Estudos recentes estabeleceram um PCR para detectar DNA de N. caninum
em cortes histoldgicos, através dos primers Np6 e Np21 (DUBEY; SCHARES, 2006).
Esta técnica, quando aplicada em tecido cerebral de cdes naturalmente infectados,
se mostrou habil para detectar 25 taquizoitos em 5mg da amostra.

3.5.6 Exame histopatologico e Imunohistoquimica (IH)

O exame histopatolégico de um feto abortado permite realizar o diagndstico
definitivo de neosporose. Para estabelecer este tipo de diagnostico, deve-se
considerar as lesfes caracteristicas de um feto, encontrar o parasito nas lesbes e

avaliar em conjunto a sorologia materna e fetal (INNES et al., 2002; DUBEY, 2003).

Devido a alta eficiéncia com que a infec¢cdo pelo N. caninum é transmitida
nos bovinos verticalmente, a identificacdo desta infeccdo apenas no feto € um

indicador conclusivo da causa de aborto (TREES et al., 1999).

Taquizoitos sao raramente observados em cortes histologicos corados pela
Hematoxilina e Eosina, sendo que a técnica de imunohistoquimica facilita sua
visualizacdo (DUBEY; SCHARES, 2006).
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A semelhanca estrutural de alguns cistos e ao fato de taquizoitos de N.
caninum e T. gondii serem idénticos ao microscopio Optico a confirmacédo do
diagnéstico de neosporose deve ser feita através da imunohistoquimica. O
desenvolvimento da técnica de imunohistoquimica permitiu uma especifica
identificacdo do N. caninum em tecidos fixados em formalina, sendo possivel o
diagnostico da infeccdo deste protozodrio em uma grande variedade de espécies
animais, podendo ser utilizado anticorpos mono ou policlonais (LINDSAY; DUBEY,
1989).

Através da imunohistoquimica, N. caninum ¢é mais frequentemente
demonstrado no cérebro e coracdo, raramente em outros 0rgdos, incluindo a
placenta (DUBEY; SCHARES, 2006).

3.5.7 Ensaio bioldgico

O bioensaio € um método utilizado para isolar N. caninum viavel dos tecidos
do hospedeiro e posterior inoculacdo em camundongos, Knockout (GKO) ou BALB/c
para obtencado de clones do parasito que sdo mantidos em cultivo celular (DUBEY e
SCHARES, 2006). Camundongos imunossuprimidos sao mais eficientes quando
comparados ao cultivo celular na obtencdo de N. caninum viaveis (DUBEY et al.,
1998).

Camundongos da linhagem BALB/c sdo mais suscetiveis a infeccado por N.
caninum do que outros roedores. Gerbil da mongdlia (Meriones unguiculatus)
também é suscetivel a infeccdo por N. caninum, mas estes animais sdo menos
utilizados porque o parasito pode desaparecer espontaneamente do seu organismo
(DUBEY; LINDSAY, 1996; GONDIM et al., 1999; DUBEY et al., 2004).

Embora o bioensaio seja um método bastante utilizado, ndo tém
apresentado muito sucesso, talvez porque as fases do parasito ndo sejam
resistentes ao processo de autélise dos tecidos (DUBEY et al., 1998; DUBEY et al.,
2004; DUBEY; SCHARES, 2006).

O poder infectivo dos bradizoitos de N. caninum em cultivo celular ou em
camundongos pode ser mais baixo quando comparados com taquizoitos (DUBEY et
al., 2004).
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3.6 TRATAMENTO

Até o0 momento ndo existe nenhum tratamento eficaz para neosporose
bovina, ou que possam prevenir a transmisséo vertical do parasito nesta espécie
(ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000; DUBEY, 2003).

Experimentos realizados em camundongos infectados com N. caninum,
evidenciaram que o uso de anticoccidianos, como toltrazuril e ponazuril, previnem a
formacéo de lesbes no SNC e diminuem a deteccao do DNA deste parasito por PCR
em 95% dos casos (DUBEY, 2003)

Estudos prévios in vitro demonstraram que o tratamento com gama
interferon (IFN-Y) recombinante, inibe significativamente a multiplicacdo de N.
caninum (INNES et al., 1995).

3.7 CONTROLE E PROFILAXIA

As estratégias de controle e prevencdo da neosporose bovina estédo
basicamente focalizadas em programas para reduzir 0 numero de animais
congenitamente infectados no rebanho e de minimizar a oportunidade de infeccéo
pos-natal através do ambiente (ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000).

No caso de infeccdo horizontal o controle deve buscar o bloqueio da
transmissdo entre cdes e bovinos. O controle deve ser feito através de medidas
como ndo utilizar agua e ou alimentos contaminados com fezes de canideos, ndo
fornecer carne crua para estes animais, dando preferéncia para alimentos como
concentrados comerciais, nao facilitar o livre acesso destes canideos aos restos e
envoltérios fetais, dar destino adequado as carcacas de bovinos mortos (de qualquer
idade). Este conjunto de medidas pode ser de grande valia para reduzir a incidéncia
de aborto nos rebanhos bovinos (MCALLISTER et al., 1998; ATKINSON et al., 2000).

A eliminacéo gradual (abate) de vacas com historico de abortos repetidos e
ou soropositivas para N. caninum deve ser adotada como uma medida de controle
da doenca no rebanho, pelo fato de que estes animais tém uma maior probabilidade
de infectar sua progénie (ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000). O
“status” sorologico do rebanho pode ser usado como critério de descarte de fémeas

bovinas, bem como, a ndo utilizacdo de terneiras infectadas pelo N. caninum para
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reposicdo no rebanho, sdo estratégias que quando tomadas em conjunto, podem
diminuir o risco futuro de aborto nos rebanhos leiteiros (MOEN et al.,, 1998;
BJORKMAN et al., 1996; THURMOND; HIETALA, 1997; HOBSON et al., 2005).

A transferéncia de embrides para receptoras soronegativas, utilizando o
procedimento definido pela Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes
(IETS) em bovinos, € recomendada como método de controle da transmisséo
transplacentéria endégena de N. caninum (BAILLARGEON et al., 2001).

Williams et al. (2000), sugerem como prevencdo de abortamento em fémeas
bovinas que foram infectadas congenitamente por N. caninum, desafio com

taquizoitos na décima semana de gestacao.

Estudos indicam que a vacina para neosporose bovina, tem capacidade de
reduzir a incidéncia de abortos, porém ndo gera protecdo contra a transmissao
vertical do parasito (ROMERO et al., 2004).

A vacina para neosporose bovina, é produzida a partir de cultura in vitro de
taquizoitos inativados e um adjuvante comercial. Induz altos niveis de anticorpos
contra o parasito e foi demonstrado ser segura (CHOROMANSKI; BLOCK, 2000). E
utilizada em varios paises como EUA, Costa Rica, Brasil e Nova Zelandia (ROMERO
et al., 2004). Uma das desvantagens apos a utilizacdo da vacina é a dificuldade na
interpretacdo dos resultados soroldgicos do rebanho (DUBEY; SCHERES, 2006).

Moore et al. (2005), relataram o uso experimental em bovinos na Argentina,
de uma vacina ndo comercial, com a mesma formulacdo da vacina comercial. Os
animais inoculados com essa vacina desenvolveram altos niveis de anticorpos, que
foram semelhantes aos desenvolvidos por bovinos naturalmente infectados com N.

caninum.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA ESTUDADA

A regido onde as amostras foram coletadas compreende 0s municipios de
Pelotas, Arroio do Padre, Turucu e Morro Redondo (Fig. 2), e estéa localizada no sul
do Rio Grande do Sul, entre os paralelos 31° 21’ e 32° S, e 0s meridianos 52° 05’ e
52° 42’ W, com altitude variando de 7 a 247m acima do nivel do mar. Nesta regido o
clima é temperado Uumido, com ocorréncias de secas nao muito intensas no verao.
Apresenta quatro estacdes bem definidas: verédo, primavera, outono e inverno, com
temperatura média anual 17,6 °C e umidade relativa entre 70 e 85% (EMBRAPA
CLIMA TEMPERADO, 2006).

Rio Grande do Sul
B Fegido de Pelotas

Figura 2 - Distribuicdo geogréfica dos municipios estudados, na regido sul do Estado do Rio Grande
do Sul: Pelotas (1); Turucu (2); Morro Redondo (3); Arroio do Padre (4).
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A regido é caracterizada pela agricultura familiar, minifundiaria, onde 73,7%
das propriedades possuem area inferior a 20 ha e rebanho bovino de até 15 animais.
Os municipios estudados fazem parte da maior bacia leiteira do Rio Grande do Sul,
sendo a bovinocultura leiteria o grande destaque na pecuaria. A economia regional é
sustentada na agropecuaria e na agroindustria, tendo como principais lavouras:
arroz, feijao, milho, soja, batata inglesa, cebola e péssego e, como principais
atividades pecuarias: bovinocultura leiteira, suinocultura e ovinoculturas. No setor

industrial predominam os produtos alimentares, minerais e madeira.

Segundo dados da Divisdo de Fiscalizacdo e Defesa Sanitaria Animal da
Secretaria da Agricultura e Abastecimento de Pelotas, RS, a regido estudada, no
ano de 2005, possuia um rebanho bovino de exploracao leiteira, de 24763 animais,
distribuidos em 1814 propriedades. A distribuicdo de propriedades e do rebanho

leiteiro, por municipio estudado, encontra-se na tab. 3.

Tabela 3 — Numero de propriedades e de bovinos de exploracédo leiteira, nos
municipios da regido de Pelotas, RS (SAA, 2005).

MUNICIPIO N° PROPRIEDADES LEITEIRAS N° DE BOVINOS
Pelotas 1404 20608
Turugu 65 463

Arroio do Padre 307 2876
Morro Redondo 38 816
Total 1814 24763

4.2 PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

O numero de propriedades/municipio a serem avaliados para obter uma
amostra representativa da prevaléncia de anticorpos para Neospora caninum foi
determinado através do programa Epi-Info 6.04, com prevaléncia estimada de 50%,
precisdo de 10% e nivel de confianca de 95%. Do total de 1814 propriedades,
segundo o programa, deveriam ser analisadas, no minimo, 92 propriedades (72 em
Pelotas, 15 no Arroio do Padre, 3 em Turugu e 2 em Morro Redondo).

Em cada municipio, foi feita uma selecdo aleatéria simples das

propriedades, previamente numeradas de 1 a n (Epi-Info 6,04). Caso ndo fosse
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possivel realizar a coleta na propriedade sorteada, esta era substituida por outra,

préxima e com as mesmas caracteristicas da anterior.

Para evitar a interferéncia de anticorpos colostrais, foram coletadas fémeas
bovinas com idade superior a seis meses. Estas fémeas foram categorizadas de
acordo com a faixa etaria nos seguintes estratos: de 6 a 12 meses, 13 a 24 meses e

maiores de 24 meses.

O numero de animais a serem coletados em cada propriedade foi também
calculado através do programa Epi-Info, levando em conta o numero maximo e o

minimo de fémeas existentes nas propriedades a serem estudadas (tab. 4).

Tabela 4 — Numero de fémeas coletadas por propriedade, segundo o tamanho do
rebanho leiteiro (Epi-Info 6.04).

TOTAL DE FEMEAS NA PROPRIEDADE NUMERO DE FEMEAS COL ETADAS
até 10 10
11-20 17
21-30 24
31-40 29
41-50 34
51-100 50
mais de 100 60

Para minimizar um possivel efeito do tamanho dos rebanhos na ocorréncia
da doenca, optou-se por estratificar as propriedades em trés grupos, de acordo com
0 numero meédio de animais de producéo leiteira, tendo sido obtidas as categorias: |
(até 15 animais), Il (16 a 50 animais) e Il (mais que 50 animais). Esta escolha foi
realizada com base nos dados obtidos junto a Secretaria da Agricultura e
Abastecimento de Pelotas, de acordo com a distribuicdo do rebanho bovino nas
propriedades da regido, por municipio, sendo obedecida a representatividade de

cada categoria de propriedade, na formacao da amostra do municipio.

4.3 COLETA DE SANGUE E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Foram coletadas amostras sanguineas de 1046 bovinos, em 92
propriedades da regido. As coletas foram realizadas durante os meses de maio a
outubro de 2006. As amostras foram coletadas da veia coccigea dos bovinos com

auxilio de tubos vacutainer devidamente identificados. Posteriormente, foram
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levadas ao Laboratério de Parasitologia da UFPel onde, apdés completarem o
processo de formacdo do codgulo, foram centrifugadas durante 10 minutos a
3600rpm. O soro separado foi estocado em frascos plasticos de 1,5ml a -20°C, até a

realizacdo dos testes sorologicos.

No dia da coleta foi aplicado um questiondrio ao responsavel pela
propriedade (Apéndice 1). O questionario abordou aspectos epidemiolégicos ligados
ao agente, sistema de manejo, tamanho do rebanho, histérico de aborto na
propriedade (relatado pelo proprietario), alimentacdo dos bovinos, presenca de cées
e outros animais domeésticos e silvestres, esquema de vacinacdo, histérico de
nascimento de terneiros com sinais clinicos compativeis com neosporose. Os dados
foram armazenados em planilhas eletrénicas (Microsoft Office Excel 2003) para

posterior analise através dos programas Epi-Info 6.04 e Statistix 8.0.

Durante a visita as propriedades, foram coletadas amostras sanguineas de
cades gue estavam presentes e possuiam algum tipo de contato com o0s bovinos,
para posterior correlacdo com os resultados obtidos. A analise sorologica (RIFI,
ponte de corte 1:50) desses cades faz parte de outro projeto de pesquisa e 0s
resultados foram cedidos pelo colega Nilton Azevedo da Cunha Filho. Foram
coletados 128 cées, num total de 67 propriedades.

4.4 TESTES SOROLOGICOS

As amostras de soro foram analisadas no Laboratério de Doencas
Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(USP), pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a fim de determinar a
presencga de anticorpos para N. caninum, segundo Dubey et al. (1988).

Foram utilizadas laminas de vidro sensibilizadas com taquizoitos
(concentragéo de 10 taquizoitos/ml) do isolado NC-1 de N. caninum, obtidos através
de cultivo celular (de mondcitos bovinos) e mantidas em caixas de polipropileno a -
20°C até o momento do uso. Antes de serem usadas, as laminas foram retiradas do
congelador e secas a temperatura ambiente; amostras de 20ul de soro diluido
(solucdo de diluicdo: Na,HPO4; NaH,PO,4 NaCl, Soro Albumina bovina e &agua
destilada) foram adicionados a cada pocinho da lamina, que foi incubada em camara
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Uumida, a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com solucao
tampéao carbonada pH 9,0 (NaCos; NaHCog3; NaCl e agua destilada) trés vezes, por 5
minutos cada. Apds esta etapa, as laminas foram secas a temperatura ambiente e
em cada pocinho foi adicionado uma aliquota de 20ul de solucdo contendo anti-IgG
bovino marcado com isoticianato de fluoresceina (SIGMA F-7887), diluida em PBS
(PBS + azul de evans) a 1:4000. Foi entdo repetido o procedimento inicial de
incubacdo e lavagem das laminas, como descrito anteriormente. Apos as laminas
secas a temperatura ambiente, foram montadas com laminula e gllicerina
tamponada pH 8,0 (90% glicerol+ 10% PBS) e examinadas ao microscopio de
imunofluorescéncia (OLYMPUS, modelo BX-FLA), utilizando a objetiva de 40 vezes.

Inicialmente foi realizada uma triagem dos soros com ponto de corte de
1:100. Reacdes, a partir desta diluicdo, que apresentavam taquizoitos com
fluorescéncia periférica total, foram consideradas positivas. Todas as amostras
positivas foram retestadas em diluicdes seriadas a partir de 1:100, a fim de
determinar a titulacdo de anticorpos, indicada pela maior diluicdo que apresentou
fluorescéncia periférica completa. Soro controle positivo e negativo, provenientes do
banco de soro do Laboratério de Doencas Parasitarias da USP, foram incluidos em

cada lamina.

4.5 DETERMINACAO DA PREVALENCIA E ANALISE ESTATISTI CA

A estimativa de soroprevaléncia foi calculada entre o numero de resultados
positivos e 0 numero total de testes realizados, acompanhada do respectivo intervalo
de confiangca de 95%. As propor¢cdes de animais soropositivos dentro das suas
respectivas faixas etarias foram comparadas através do teste de Qui-quadrado.

Essa analise inicial foi realizada no programa Epi-Info 6.04.

A associacao entre os potenciais fatores de risco e a soroprevaléncia nas
propriedades (variavel dependente) foi construida através do modelo de regressao
logistica, com auxilio do programa Statistix 8.0. A analise foi realizada em duas
etapas: inicialmente utilizou-se o teste de Qui-quadrado (analise univariada), onde
as variaveis pré-selecionadas, que obtiveram um valor de P < 0,25, foram
examinadas, e seu potencial de colinearidade testado, para posterior inclusdo no
modelo multivariado (regressdo logistica), que constituiu a segunda etapa da
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andlise. As variaveis foram primeiramente examinadas, com base na resposta e
frequéncia de resposta, ou seja, variaveis com valor zero foram excluidas do modelo

inicial (analise univariada).

Em ambas as etapas foram utilizadas variaveis dicotbmicas que assumiam
valor 1 se o animal tinha resultado do teste positivo para anticorpos para N.
caninum, ou se esta variavel era considerada de risco para neosporose bovina, e 0,
se o resultado fosse negativo e a variavel ndo representasse um risco aparente para

a enfermidade.

Valores de P < 0,05 e OR # de 1 para um intervalo de confianca (IC) de 95%

foram considerados indicativo de uma associagao significativa entre as variaveis.



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DAS PROPRIEDADES E DO REBANHO E STUDADO

A distribuicdo das propriedades estudadas, quanto as caracteristicas de

infra-estrutura e manejo, encontra-se na tab. 5.

A maioria das propriedades pertence a categoria | (70,7%), e tem area
inferior 20 ha (58,6%). A area variou de 1/4 a 800 ha.

Quanto a raca, 48,9% (45) das propriedades, criavam bovinos provenientes
de cruzamentos raciais, seguidos de 30,4% (28) da raca Jersey e 20,7% (19) da
raca Holandesa.

A producéo leiteira mensal variou de 0 a 32.000 litros, e em 84,8% das
propriedades sédo produzidos menos de 5000 I/més. Predomina a ordenha manual
(55,4%), reproducdo somente por monta natural (46,7%), agua de fonte natural
(91,3%) e o armazenamento dos alimentos em galpdes (89,1%).

A caracterizacdo das propriedades, quanto a possiveis fatores de risco para

neosporose, encontra-se na tab. 6.

A ocorréncia de aborto foi registrada em 51,1% das propriedades e somente
em 10,6% delas foi feito diagndstico especifico para neosporose.

Na maioria das propriedades existem caes (94,5%) e/ou canideos silvestres
(37%) em convivio com os bovinos. O namero de caes variou de 1 a 11 por
propriedade, com média de 3,37. Os cées e outras espécies de animais domésticos

tém acesso aos cochos e local de armazenamento do alimento dos bovinos em
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96,7% e 87% das propriedades, respectivamente. Além disso, em 79,3% delas os
terneiros recebem pool de colostro.

Tabela 5 - Caracterizagédo da infra-estrutura e manejo das propriedades analisadas
na regiao de Pelotas, RS.

VARIAVEL/CARACTERISTICA N %

Categoria

I 65 70,7

Il 23 25

1 4 4,3
Area

até 20 ha 54 58,6

21-50 ha 19 20,7

> 50 ha 19 20,7
Producéo

até 1000l/més 38 41,3

1001-5000l/més 40 43,5

> 5000l/més 14 15,2
Tipo de ordenha

mecanica 41 44.6

manual 51 55,4
Manejo reprodutivo

monta natural 43 46,7

inseminacdo artificial 30 32,6

ambas 19 20,7
Manejo alimen tar

campo natural 88 95,7

pastagem 36 39,1

silagem 41 44,6

concentrado comercial 41 44,6

conc. fabricacéo caseira 43 46,7

sal mineral 20 21,7

Origem da agua
encanada 8 8,7
fonte natural 84 91,3
Armazena gem de alimento s
galpdo 82 89,1
paiol 5 54
silo 3 3,3
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Tabela 6 — Perfil sanitario das propriedades analisadas na regidao de Pelotas, RS,

guanto a possiveis fatores de risco para neosporose bovina.

CARACTERISTICA N %

Ocorréncia de aborto bovino

néao 45 48,9

sim a7 51,1
Diagn 6stico * 17 36,2
Diagndstico ° 5 10,6
Historico de aborto  bovino repetido

nao 72 78,3

sim 20 21,7
Natimortos ou nascidos c/ sinais neurolégicos

nao 70 76,1

sim 22 23,9
Destino dado a carcaca de bovinos

néo recolhe 28 30,4

recolhe 64 69,6
Numero de cée s/propriedade

nenhum 5 54

1-5 74 80,4

6-11 13 14,1
Presenca de cées soropositivos p/  N. caninum

sim 18 26,9

nao 49 73,1
Presenca de canideos silvestres

nao 58 63

sim 34 37
Utilizacao de vacinas

nao 6 6,5

aftosa 86 93,5

doencas reprodutivas 13 14,1

mastite 3 3,3

clostridiose 34 37

brucelose 36 39,1

leptospirose 13 14,1

pasteurelose 1 11
Utilizacao de pool de colostro p/ terneiros

néao 19 20,7

sim 73 79,3
Acesso cocho °

sim 89 96,7

nao 3 3,3
Acesso alimento *

sim 80 87

nao 12 13

diagnostico etioldgico de aborto em bovinos

2 diagnostico especifico para N. caninum em bovinos que abortaram

3 acesso de outros animais aos cochos dos bovinos

“ acesso de outros animais aos locais de armazenamento da comida dos bovinos
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5.2 SOROLOGIA

Foram analisados 1046 soros bovinos provenientes de 92 propriedades de
exploracdo leiteira da regido de Pelotas. Anticorpos para N. caninum foram
encontrados em 126 bovinos (12,04%) distribuidos em 43 (46,7%) propriedades,
com titulos variando de 100 a 800 (tab. 7). A porcentagem de fémeas soropositivas,
por propriedade, variou de 2,6 a 100%. A freqiéncia de animais soropositivos, bem
como o0 numero de propriedades com pelo menos um animal positivo, segundo o

municipio estudado, encontra-se na tab. 8.

Do total de fémeas amostradas, 41 pertenciam a categoria etaria de 6 a 12
meses, 155 de 13 a 24 meses e 850 com mais de 24 meses. Na Fig. 3 encontra-se a

distribuicdo das fémeas soropositivas segundo a idade.

Das 67 propriedades em que foi coletado e analisado soro dos cées, 18
(26,9%) tinham pelo menos um cao positivo para N. caninum, e 49,3% (33/67)
apresentavam bovinos soropositivos para o parasito. Na figura 4 encontra-se a
frequéncia das propriedades estudadas quanto ao resultado sorologico de bovinos e

caninos, que conviviam nestes estabelecimentos.

Tabela 7 — Frequéncia de bovinos soropositivos na regido estudada, segundo o titulo
de anticorpos para N. caninum por RIFI.

TITULO N° DE ANIMAIS POSITIVOS %
100 26 20,6
200 87 69,1
400 10 7,9
800 3 2,4

Total 126 100




44

Tabela 8 — Distribuicdo da frequéncia de bovinos soropositivos para N. caninum
(RIFI) segundo o municipio estudado.

Municipio Propriedades Bovinos
Examinadas Positivas % Examinados  Positivos %
Pelotas 72 34 47,2 777 97 12,5
Arroio do Padre 15 33,3 193 13 6,7
Morro Redondo 100 32 8 25
Turugu 3 2 66,7 44 8 18,2
Total 92 43 46,7 1046 126 12,04
201
151 10,7

<24

>24

meses

FIGURA 3 - Distribuicdo de bovinos soropositivos para N. caninum, (RIFI) segundo a faixa etéria.

100+

DOsem bovinos soropositivos

M com bovinos soropositivos

% de propriedades

SOropositivos

soronegativos

Cées

FIGURA 4 — Relacdo entre a soropositividade (RIFI) para N. caninum de bovinos e caes, nas
propriedades estudadas na regido de Pelotas, RS.
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5.3 ASSOCIACAO ENTRE AS CARACTERISTICAS DA PROPRIED ADE E OS
RESULTADOS SOROLOGICOS

Na tab. 9 encontram-se listadas as variaveis consideradas de risco para
neosporose bovina e o resultado do teste sorologico realizado nos animais da

regiao.

Tabela 9 — Distribuicdo das propriedades com pelo menos um bovino soropositivo,
segundo os possiveis fatores de risco para N. caninum.

PROPRIEDADE

VARIAVEL INDEPENDENTE

N POSITIVOS %

Categoria Propriedade

| até 15 animais 65 28 43,1

Il de 16 a 50 animais 23 13 56,5

[Il > 50 animais 4 4 100
Area Propriedade

até 20ha 54 26 48,1

21-50ha 19 7 36,8

>50ha 19 10 52,6
Producéo Leiteira

até 1000l/més 38 13 52,6

1001-5000l/més 40 23 57,5

>50001/més 14 7 50
Tipo de ordenha

mecénica 41 22 53,6

manual 51 21 41,2
Manejo reprodutivo

monta natural 43 17 39,5

inseminacdo artificial 30 15 50

ambas 19 11 57,9
Ocorréncia de aborto b ovino

nao 45 20 44,4

sim 47 23 48,9
Historico de aborto bovino repetido

nao 72 35 48,6

sim 20 8 40
Terneiros °

nao 70 33 47,1

sim 22 10 45,5
Destino dado a carcaca de bovinos

néo recolhe 28 17 60,7

recolhe 64 26 40,6
Raca

Jersey 28 16 57,1

Holandés 19 8 42,1

cruzamento 45 19 42,2
Numero de cées/propriedade

nenhum 5 2 40

1-5 74 33 44,6

6-11 13 8 61,5
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VARIAVEL INDEPENDENTE PROPRIEDADES

N POSITIVOS %

Presenca de canideos silvestres

néo 58 30 51,7

sim 34 13 38,2
Utilizacao de pool de colostro p/ terneiros

néo 19 9 47,4

sim 73 34 46,6
Acesso alimento *

néo 12 1 8,3

sim , 80 42 52,5
Acesso cocho *

néo 3 1 33,3

sim 89 42 47,2
Tipo de alimento dos bovinos

campo natural 88 40 45,5

pastagem cultivada 36 19 52,8

concentrado comercial 43 23 53,5

concentrado fabricacdo caseira 41 15 36,6

silagem 41 21 51,2

! acesso de outros animais ao local de armazenamento da comida dos bovinos
2 acesso de outros animais ao cocho dos bovinos
3 terneiros natimortos ou nascidos com algum tipo de sinal neuroldgico

As variaveis que foram utilizadas no modelo de regressao logistica (que
apresentaram valor de P < 0,25 na andlise univariada) correspondem somente a
freqiéncia de resposta observada nas propriedades das categorias | e Il. Nove
variaveis foram utilizadas na analise multivariada: producao leiteira mensal, raca,
namero de cées/propriedade, manejo reprodutivo, presenca de canideos silvestres,
acesso a comida dos bovinos, destino dado a carcaga de bovinos, tipo de ordenha e
tipo de alimento dos bovinos (concentrado comercial e de fabricacdo caseira e

silagem).

No modelo final (multivariado), as variaveis, producdo leiteira mensal (nos
niveis até 1000 I/més e de 1001 a 5000 I/més) e acesso de outros animais a comida
de bovinos, foram significativamente associados a soroprevaléncia para N. caninum
(P < 0,05). Na tab. 10 encontram-se os resultados obtidos na regressao logistica das

propriedades pertencentes a categoria | e Il.

N&o foi identificada associacao entre a soropositividade e as outras variaveis
estudadas. Foi evidenciada a existéncia de colinearidade entre as variaveis, manejo

reprodutivo, raca e tipo de ordenha.

A proposta inicial deste estudo foi estratificar as propriedades (I, Il e llI)

guanto ao tamanho do rebanho, tendo como base o levantamento prévio realizado
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na regiao, onde foi constatada uma maior representatividade de propriedades com
rebanhos de até 15 bovinos de exploragcdo leiteira, ou seja, da categoria . Na
analise estatistica, propriedades da categoria “llI” (> 50 animais) precisaram ser
excluidas do modelo, uma vez que todas tiveram pelo menos um animal soropositivo
para N. caninum, logo, ocorreu frequéncia zero para uma das respostas
(propriedades negativas). Como esse estrato é formado por propriedades com infra-
estrutura e manejo diferenciado, e o tamanho da amostra foi reduzido (n=4), pois
sao raras na regiao, optou-se por utilizar como unidade de observacao os individuos
(fmeas bovinas), sendo construido um novo modelo estatistico para avaliar a
associacdo dos fatores de risco para neosporose bovina nestas propriedades. O

resultado da analise univariada (Qui-Quadrado) esta representado na tab. 11.

A maioria das variaveis nao difere entre essas propriedades, estando, todos
0s animais expostos a condi¢des idénticas. Entre as varidveis analisadas, constatou-
se associacgao estatisticamente significativa entre a soropositividade dos bovinos e o
histérico de abortamento repetido na propriedade, indicando que, nessa situacao, 0s

animais estao expostos a um maior risco de infec¢ao por N. caninum.

Tabela 10 — Resultado da analise multivariada dos fatores associados com
soropositividade para N. caninum nas propriedades estudadas,
pertencentes a categoria l e Il.

VARIAVEL OR IC 95% P
Acesso alimento *
nao 1 ---
sim 15.13 1.86-122.81 0.0110
Producéo Leiteira
até 1000l/més 2.78 1.07-7.21 0.0359
1001-50001/més 3.13 0.76-12.83 0.1124

! acesso de outros animais ao local de armazenamento da comida dos bovinos
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Tabela 11 - Analise da associacdo entre possiveis fatores de risco e a
soropositividade de bovinos, em propriedades com rebanho superior
a 50 animais, na regiao de Pelotas, RS.

p BOVINOS 2
VARIAVEL % POSITIVOS X P

Histérico aborto bovino repetido

sim 160 20

nao 50 12 3,90 0,048
Acesso alimento *

sim 171 28

nao 39 4 0,92 0,33
Terneiros *

sim 171 28

nao 39 4 0,92 0,33

'acesso de outros animais ao local de armazenamento da comida dos bovinos
“terneiros natimortos ou nascidos com algum tipo de sinal neurolégico



6 DISCUSSAO

A pecuéria leiteira € uma das atividades mais importantes do setor

agropecuario do Rio Grande do Sul, desenvolvida em 80% dos municipios gauchos.

Os municipios estudados fazem parte da maior bacia leiteira do Estado, e &
formada principalmente por pequenas propriedades (70,7%), com rebanho menor ou
igual a 15 bovinos, proveniente de cruzamentos raciais (48,9%), principalmente com
gado europeu, com area inferior a 20 ha (58,6%) e producao leiteira de até 5000
litros/més (em 84,8% das propriedades), caracterizando uma regidao minifundiaria,
pouco tecnificada e médo de obra essencialmente familiar. Este tipo de sistema de
producdo (peculiar desta regido) se assemelha com o que Aguiar et al. (2006)
observaram no Estado de Rondonia, RO, diferindo da maioria dos levantamentos
sorolégicos realizados no Brasil e no mundo que utilizam propriedades altamente
tecnificadas e com rebanhos de grande producéo leiteira (ROMERO et al. 2002;
GUIMARAES JR et al. 2004; SARTOR et al. 2005; LISTA-ALVES et al., 2006).

A grande variacdo observada na frequéncia de anticorpos para N. caninum
entre os rebanhos leiteiros no Brasil (tab. 2) e no mundo (tab. 1), possivelmente seja
explicada pelo uso de diferentes testes soroldgicos e na escolha do ponto de corte
adequado. Além disso, as diferentes técnicas de amostragem, provenientes de
rebanhos com histérico de abortamento, certamente, influenciam os niveis de
anticorpos para o agente sendo bem maiores nestes casos, como verificado por
Stobbe (1999); Locatelli-Dittrich et al. (2001), do que gquando comparados a
amostras oriundas de levantamentos epidemiolégicos, cujas propriedades séao

sorteadas e as coletas realizadas ao acaso, como foi realizado no presente estudo.



50

Os resultados de prevaléncia obtidos neste estudo (12,02%) sdo semelhantes aos
obtidos por outros estudos com metodologia semelhantes realizados em outras
regides produtoras de leite no Brasil (GONDIM et al., 1999; MELO et al.,, 2001;
CORBELLINI et al., 2002; SARTOR et al., 2003; OGAWA et al., 2005; AGUIAR et
al., 2006).

N&o foi encontrada diferenca significativa, quanto a propriedades com
animais soropositivos, entre 0s municipios estudados. A difusdo do N. caninum nas
propriedades estudadas foi relativamente baixa (46,7%), inferior & constatada por
Corbellini et al. (2006b), na regido noroeste e sudoeste do RS, Guimaraes Jr et al.
(2004) no norte do Parana e Aguiar et al. (2006) em Rondénia, de 93,3, 91,3 e 70%

respectivamente das propriedades com pelo menos um animal soropositivo.

A grande variacdo no percentual de fémeas soropositivas por propriedade,
encontrada nos rebanhos estudados (2,6 a 100%) é sugestiva de que as
caracteristicas e praticas de manejo utilizadas nas propriedades, possam influenciar

a probabilidade de um animal se tornar mais ou menos exposto ao N. caninum.

Segundo Dubey (1999) e Lindsay; Upton e Dubey (1999), os titulos de 1:800
sdo considerados altos e sugestivos de infeccdo ativa pelo N. caninum. Neste
estudo trés animais apresentaram titulos de 1:800 (tab. 7). Estes bovinos eram
provenientes de rebanhos distintos e com historico de abortamento. Dois destes
animais tinham mais de 24 meses e apresentavam historico de problemas
reprodutivos (retorno ao cio ou aborto), a terceira fémea tinha idade inferior a 24
meses, era primipara e estava prenhe no momento da coleta. Contudo, a
interpretacdo dos resultados de testes soroldgicos deve ser cautelosa, pois animais
que abortaram ou que estdo gestando, apresentam flutuacdo dos titulos de
anticorpos (STENLUND et al., 1999).

Neste estudo foi observada uma baixa ocorréncia (26,8%) de propriedades
com cées soropositivos para N. caninum, que conviviam diretamente com os bovinos
nas propriedades avaliadas, inferior ao constatado por Guimardes Jr et al. (2004),
gue observaram 65,2% das propriedades leiteiras norte do Parana, com pelo menos
um céo soropositivo para N. caninum. A presenca de cdes soropositivos, embora
nao tenha apresentado associagcdo estatisticamente significativa com a
soropositividade dos bovinos, pode significar uma fonte de infeccdo através de

contaminacdo ambiental com oocistos, uma vez que, 61,1% das propriedades com
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cdes soropositivos também tinham bovinos soropositivos, enquanto que, entre

aguelas cujos caes eram soronegativos para N. caninum, esse indice foi de 44,9%.

Nas propriedades estudadas existia pelo menos um céo (94,5%), ou canideo
silvestre (37%) em convivio com os bovinos, valores semelhantes foram encontrados
por Corbellini et al. (2006b) e Guimardes Jr et al. (2004) de 95 e 95,7 %
respectivamente, sendo que estes Ultimos autores, relataram a presenca de
canideos silvestres em 34,8% das propriedades estudadas. Mesmo que neste
estudo ndo tenha sido observada nenhuma associacdo entre a presenca de
canideos domésticos ou silvestres e a soropositividade para N. caninum no rebanho,
fatores como a existéncia de um ciclo silvestre do parasito, o desconhecimento de
aspectos epidemiolégicos, sobretudo do envolvimento de canideos silvestres,
aliados as condi¢des produtivas no Rio Grande do Sul, possivelmente contribuam
para a transmissdo e manutencao da neosporose no rebanho bovino neste Estado.
Ogawa et al. (2005) e Aguiar et al. (2006) ndo observaram associacdo entre bovinos
criados em potreiros juntamente a encostas de mato, e conseqientemente com
algum tipo de contato com animais silvestres, além da presenca de caes nas
propriedades, e soropositividade para N. caninum em rebanho bovinos. Guimaraes
Jr et al. (2004) e Corbellini et al. (2006b), embora tenham observado uma fraca
correlacdo entre soropositividade para N. caninum em bovinos e a presenca de caes
nas propriedades, salientaram que o fator de risco mais importante é a area das
propriedades, que sendo pequena permitiram o acesso destes caes e bovinos a

agua, alimentos e placentas, e restos fetais contaminados.

N&o foi observada nenhuma associacdo entre soropositividade para N.
caninum, e a area da propriedade, a lotacdo animal e a categoria da propriedade (I,
Il ou Ill), sendo que 100% (4/4) das propriedades da categoria Ill (rebanho > 50
bovinos) apresentaram pelo menos um animal positivo para o protozoério. No
entanto Dijkstra et al. (2001) e Corbellini et al. (2006b), verificaram que a area da
propriedade (ha) pode ser um importante fator de risco a exposi¢do ao N. caninum,
pois em propriedades com &areas menores 0S bovinos se encontrariam mais
concentrados e consequentemente oS cées teriam maior acesso a carcagas de
bovinos, fetos abortados, placenta e descargas uterinas do que em propriedades

com areas maiores.



52

Corbellini et al. (2006b), também néo encontraram, a exemplo deste estudo,
associacdo com o numero de bovinos no rebanho nem a lotagdo animal como fator
de risco para neosporose bovina. Ao contrario, Aguiar et al. (2006), em Rondonia,
AM, encontraram associagcdo entre soropositividade para N. caninum e tamanho do
rebanho, sobretudo em propriedades que possuiam mais que 25 bovinos, estes

tinham 9,7 vezes mais chance de se infectarem com o parasito.

Neste estudo ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre
as diferentes faixas etarias dos bovinos, demonstrando com isso, que ndo existem
evidéncias suficientes nos animais selecionados de infecgdao horizontal. A
transmissao vertical é considerada a rota mais importante de transmissdo do N.
caninum, sendo que fémeas cronicamente infectadas podem transmitir o agente em
gestacdes subsequentes, o que determina que a prevaléncia de soropositivas na
populacdo, seja similar entre as diferentes faixas etérias (BJORKMAN et al., 1996,
ANDERSON et al., 1997, DAVISON; OTTER; TRESS, 1999b). No Brasil, resultados
semelhantes foram encontrados por Melo et al. (2001) e Locatelli-Dittrich et al.
(2001) que também encontraram falta de associacdo entre a presenca de N.
caninum e as diferentes faixas etarias, envolvendo animais jovens e adultos. Porém,
Guimaraes Jr et al. (2004) observaram um nimero menor de animais soropositivos
na faixa de 12-24 meses em relagcdo aos animais maiores de 24 meses (p=0,017),
caracterizando a idade como um importante fator de risco para neosporose bovina.
A auséncia de epidemias nas propriedades estudadas, e diferencas significativas
entre as faixas etarias, indicam que a principal rota de transmissdo dos rebanhos

estudados no presente trabalho é a vertical.

Os possiveis fatores de risco para infeccdo por N. caninum que
apresentaram significancia estatistica no modelo univariado (P < 0,25), e que
posteriormente, na analise por regressdo logistica, revelaram associacao
significativa com a sopositividade ao agente, nas propriedades, foram: acesso de
outros animais domésticos ou silvestres a comida dos bovinos e producéo leiteira <
5000litros/més, estes resultados podem estar relacionados com as precarias
condi¢cdes sanitarias e nutricionais observadas nos rebanhos da regido e que

consequentemente aumentam o risco de infeccdo pelo N. caninum.

Em outros estudos realizados no Brasil, muitos destes fatores considerados

neste estudo como de risco a infeccdo pelo N. caninum (tab. 9), foram associados a
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soroprevaléncia para o agente em rebanhos de exploracdo leiteira. Ogawa et al.
(2005) no Parana, nao encontraram diferencas significativas entre sorologia para N.
caninum e alimentagéo, presenca de cdes e/ou outros animais e producao leiteira.
Corbellini et al. (2006b), encontraram associacdo entre rebanhos soropositivos para
N. caninum e o fornecimento de pool de colostro para os terneiros, aumentando a
probabilidade de exposicdo ao agente e promovendo a transmissdo horizontal da
neosporose. Guimaraes Jr et al. (2004), encontraram como fatores de protecao para
neosporose bovina, o tipo de alimentacdo fornecido ao gado, como silagem e
concentrado de fabricacdo caseira. Estes mesmos autores ndo encontraram
associagcdo com o0 acesso de outros animais ao local de armazenamento e

fornecimento do alimento aos bovinos.

Os resultados obtidos com este estudo indicam que N. caninum esta
presente nos rebanhos leiteiros da regidao de Pelotas, RS, e provavelmente esteja
difundido nos rebanhos de todo o Estado, como demonstram os trabalhos realizados
por Corbellini et al. (2002), Ragozo et al. (2003), Pappen et al. (2005) e Corbellini et
al. (2006b).

O estudo epidemiologico da regido, considerando a selecdo das
propriedades estudadas (técnica de amostragem) e a representatividade da
amostra, reflete a prevaléncia média para N. caninum nos bovinos provenientes de
rebanhos leiteiros de Pelotas, Turucu, Morro Redondo e Arroio do Padre. Mesmo
que estes municipios facam parte da maior bacia leiteira gaucha, com producéo
superior a de outras regides mais tecnificadas no Estado, as condigBes sanitarias e
de manejo dos rebanhos avaliados sdo precarias, bem como o estado nutricional
destes animais. Estes dados refletem a realidade das unidades produtoras de leite
no Rio Grande do Sul que é completamente diferenciada daquelas estudadas no

restante do pais.



7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que na regido estudada:
* a soroprevaléncia para N caninum entre bovinos leiteiros é de 12,04%;

* essa soroprevaléncia independe do tamanho do rebanho;

* a principal rota de infeccéo entre os bovinos leiteiros € a transplacentéria,
uma vez que a soroprevaléncia foi similar entre as diferentes faixas
etarias;

e 0 acesso de outros animais domeésticos e/ou silvestres a comida dos

bovinos, aumenta o risco de infec¢éo por N. caninum;

* ndo existe associagao significativa entre soropositividade de cées e
bovinos, comprovando uma menor importancia da infeccao pés-natal em

bovinos;

* rebanhos de baixa producédo leiteria apresentam maior soroprevaléncia

para N. caninum do que aqueles de alta producéo.
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Apéndice



APENDICE A — Questionario aplicado ao responsavel p  ela propriedade durante
a coleta de amostras

N©O.: N°. Secretaria: Data:

Nome do Proprietario:

Nome da Propriedade: Tel. contato:
Municipio: Localidade:

Area total da propriedade: Area destinada adgoéa:
Area destinada a agricultura: NO. Total de bosi
Producado mensiditeira: N° vacas lactacao:
Raca:

Caes-( ) Sim( ) Nao Quantos:
Gatos - ( ) Sim ( ) Ndao Quantos:
Equinos - ( ) Sim ( ) Nao Quantos:
Ovinos - ( ) Sim ( ) Nao Quantos:
Suinos - ( ) Sim ( ) Nao Quantos:
Caprinos - ( ) Sim ( ) Nao Quantos:
Aves - () Sim ( ) Ndo Quantos:

Bovinos de corte - ( ) Sim ( ) Nao Quantos:

J& observou aborto na propriedade:
() Sim ( ) Ndo Quantos: Espécie animal: dés!
Realizou algum tipo de diagnostico:
() Sim( ) Nao Qual(is):
Vacas com historico de abortos repetidos:
() Sim( ) Ndao Quantos:
No caso de aborto em bovinos, recolhe fetos abmstdd campo:
() Sim ( ) Nao Destino:
Destino dado a animais mortos no campo:
Intervalo entre partos:
Inseminacdo ou monta natural:
Taxa de natalidade em bovinos:
Existem sorros na propriedade:

( ) Sim ( ) Ndo Epoca do ano:
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Proximidade da casa:

() Sim( ) Nao Contato com os bovinos: ( m%i) Nao
Alimentacao fornecida aos bovinos:

( ) Silagem ( ) Pastagem ( ) concentrado — Qual
Onde armazena: Acesso de outros animais Htfh Y § Nao
Utiliza cochos:

() Sim ( ) Nao Local:
Outros animais tém acesso aos cochos

() Sim( )Nao
Procedéncia e como é fornecida agua para os animais
Ja observou nascimento de terneiros fracos:

() Sim ( ) Ndao Quantos:
Utiliza algum tipo de vacina nos bovinos:

()Sim( ) Nao Qual (is):
Utiliza pool de colostro ou leite em balde pardevaeiros:

( )Sim ( )Nao



