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"Melhores ou piores é a mesma coisa.
A bota que nos pisa € sempre uma bota.
Ja compreendereis o que quero dizer:

nao mudar de senhores, mas nao ter nenhum"”

(Bertolt Brecht)
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RESUMO

A neosporose é uma doenca causada pelo protozodrio denominado Neospora
caninum. Os caes e coiotes sdo hospedeiros definitivos, e 0s ovinos, entre 0s
animais de producdo, se constituem em uma das espécies susceptiveis ao
N.caninum, podendo ocorrer problemas reprodutivos, e consequentemente perdas
econdmicas. Este trabalho teve por objetivo verificar a soro-ocorréncia de anticorpos
anti-N.caninum em ovinos naturalmente infectados. Para isto foram colhidas 381
amostras de sangue de fémeas ovinas, provenientes de 11 propriedades rurais
localizadas na regido Norte do Estado do Parana. Para a pesquisa de anticorpos
anti-N.caninum, utilizou-se a técnica de Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI, > 50). Também foram colhidas amostras de sangue de 25 cdaes, que co-
habitam com ovinos nestas propriedades. Para o estudo epidemiolégico foi aplicado
um questionario contendo informacfes ligadas a neosporose, tanto para ovinos
guanto para os caes. Dos 381 soros ovinos testados obteve-se uma soro-ocorréncia
de 13,91% de positividade (10,7% < IC 0,95% < 17,9%) e dos 25 cées testados
obteve-se 36% de positividade (18,7% < IC 0,95% < 57,4%). Foi observada
diferenca significativa na associacao entre o resultado da sorologia dos ovinos para
N.caninum e as variaveis "abate animais na propriedade" (P=0,0041; OR=5,27) e
"cées com acesso as visceras" (P=0,0001; OR=1,49).

Palavras-chave: Neospora caninum. Ovinos. Imununofluorescéncia indireta. Caes.
Soro-ocorréncia.
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ABSTRACT

The neosporose is a disease caused by protozoan called Neospora caninum. The
coyote and dogs are definitive hosts, and sheep, among livestock, is a species likely
to N.caninum, reproductive problems may occur, and hence economic losses. This
study aimed to verify the occurrence of serum antibodies in sheep naturally infected
N.caninum. For this were collected 381 blood samples from female sheep from 11
farms located in the northern region of Parana State. For the detection of antibodies
N.caninum, using the technique of reaction of indirect immunofluorescence (IFAT,
>50). Also blood samples were collected from 25 dogs, which co-inhabit with sheep
in these properties. For the epidemiological study was applied a questionnaire with
information related to neosporose for both sheep and for the dogs. Of 381 sheep
sera tested were obtained by a serum-occurrence of 13.91% of positivity (10.7% <ClI
0.95% <17.9%) and 25 dogs tested were obtained by 36% of positivity (18.7% <CI
0.95% <57.4%). Significant difference was observed in the association between the
results of serology for the sheep and the variables N.caninum "slaughter animals on
the property (P = 0.0041, OR = 5.27) and dogs with access to the viscera (P =
0.0001, OR =1.49).

Keywords: Neospora caninum. Sheep. Indirect imununofluorescence. Dogs. Serum-
occurrence.
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1 REVISAO DE LITERATURA

NEOSPOROSE OVINA

1.1 INTRODUCAO

A neosporose infecgcdo causada por Neospora caninum mostrou-se
uma importante e emergente doenca reprodutiva em todo o mundo (ANDERSON,
ANDRIANARIVO; CONRAD (2000).

O N.caninum € um protozodrio intracelular obrigatério causador da
neosporose, doenca de distribuicdo mundial, que pode acometer uma gama
consideravel de espécies animais domésticos e silvestres (DUBEY, 1999; GONDIM
et al., 2004).

Na Noruega Bjerkas, Mohn e Presthus (1984) ao examinarem
cérebros de sete caes, filhotes da raca Boxer com problemas neurolégicos,
encontraram cistos teciduais semelhantes aos do Toxoplasma gondii, todavia, ndo
detectaram anticorpos anti-T.gondii no soro desses animais. Ap0s esse achado, o
pesquisador Dubey et al. (1988) realizaram um estudo retrospectivo (1948 - 1987)
examinando cortes histologicos provenientes de 23 cdes com provavel
toxoplasmose. O T.gondii foi identificado em 13 cdes e um novo parasito,
estruturalmente distinto, foi encontrado em 10 cées, sendo este pertencente a um
novo género e espécie e denominado N.caninum.

Segundo Gondim, Pinheiro e Almeida (2007), até 0 momento, 0 cao
e 0 coiote sdo o0s Unicos identificados como hospedeiros definitivos do parasita.
Entretanto, acredita-se que outros canideos silvestres também possam assumir essa
condicdo (GONDIM et al., 2004; McALLISTER et al., 1998).

Basso et al. (2001) observaram, pela primeira vez, na Argentina, um
cado eliminando oocistos de N.caninum devido a infec¢do natural. Em estudo, foi
possivel observar que caes, alimentados com placentas de bovinos naturalmente
infectados, eliminaram oocistos pelas fezes (DIJKSTRA, 2001). O primeiro
isolamento do N.caninum em cées no Brasil foi realizado na Bahia, em um céo da

raca Collie, macho, com sete anos de idade, que apresentava sinais neuroldgicos
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(GONDIM et al.,, 2001). A soroprevaléncia em cdes vem sendo estudada em
diferentes regides do territorio brasileiro, com valores variando entre 4,3% e 59,0%
(GENNARI, 2004), evidenciando o tipo de alimentacdo (BRESCIANI et al., 2006), o
ambiente no qual o animal vive - urbano ou rural (FERNANDES et al., 2004), o
acesso as ruas (GENNARI et al., 2002; JESUS et al., 2002; AZEVEDO et al., 2005)
e a idade dos cdes (SOUZA et al., 2001; CANON-FRANCO et al., 2003; AZEVEDO
et al., 2005; GENNARI et al., 2006), dentre outros fatores importantes de risco na
epidemiologia do N. caninum.

Dubey et al. (1990a) avaliando um cordeiro recém-nascido que
apresentava sintomatologia e veio a 6bito com uma semana de vida, constataram
através da imuno-histoquimica (IHQ) e andlise ultraestrutural dos cistos
encontrados, que se tratava de uma infeccdo por N.caninum pela via
trasnsplacentaria, sendo este o primeiro caso de N.caninum infectando naturalmente
nesta espécie animal.

A presenca de anticorpos para N.caninum em amostras de soro,
indica exposicdo ao parasita, que pode ser identificada por meio de testes
soroldgicos tais como a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI (DUBEY et al.,
1988), Neospora Agglutination Test - NAT (ROMAND; THULLIEZ; DUBEY, 1998) ou
Teste Imunoenzimatico - ELISA (BJORKMAN; HOLMDAHL; UGGLA, 1997; DUBEY
et al., 1997).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi o primeiro teste
soroldgico usado para a demonstracdo de anticorpos anti-N.caninum (DUBEY et al.,
1988) e vem sendo amplamente usada para diagnéstico de infecgdo em ovinos e em
cées, constituindo-se em padrdo ouro para a comparagdo com outros testes
(ATKINSON, et al., 2000). A RIFI é baseada no principio de fixacdo de taquizoitos
integros em laminas, as quais sdo incubadas com o soro teste diluidas e, em uma
segunda etapa, com anticorpos marcados com fluoresceina direcionados contra
imunoglobulinas da espécie animal sob investigacdo. A reacdo é avaliada em
microscopio de fluorescéncia e, para um resultado positivo, € necessario uma
brilhante e completa fluorescéncia periférica do parasita (UGGLA; HILALI;
LOVGREEN, 1987; PARE; HIETALA; THURMOND, 1995).

No Brasil, as pesquisas com N.caninum estdo em fase de
levantamentos soroldgicos e sua soroprevaléncia € desconhecida em algumas

regides. A falta de informacfGes sobre a epidemiologia do agente tem limitado
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substancialmente a proposicdo de solucbes objetivas e praticas para prevenir a
infeccdo. Inimeras séo as causas de problemas reprodutivos em ovinos, devendo, 0
N.caninum, ser incluido, quando do diagndstico desses possiveis agentes. Dessa
maneira, o estudo epidemiologico da doenca € fundamental para verificar-se a

relacdo hospedeiro, agente e meio ambiente.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Dados a respeito da prevaléncia de N.caninum na espécie ovina no
Brasil e no mundo, sdo menores quando comparados com a espécie bovina. A
distribuicdo do parasita € mundial, sendo que a infeccéo ja foi relatada nos cincos
continentes (DUBEY, 1999).

Helmick et al. (2002) encontraram, pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (ponto de corte 1:50), trés soros positivos (0,45%) num
total de 660 soros provenientes de ovelhas que haviam abortados na Inglaterra e
Pais de Gales. Neste pais e na Inglaterra foi estimado em 12,5% dos abortamentos
bovinos sdo causados pela neosporose (DAVISON; OTTER; TREES, 1999b). Na
California, a neosporose foi apontada como a maior causa de abortamentos em
bovinos de leite (ANDERSON et al., 1991).

O quadro 1 mostra alguns trabalhos que relatam frequéncias de

anticorpos anti-N.caninum em ovinos no Brasil.

Estado Espécie Frequéncia Autor/Ano
RS Ovino 3,2% VOGEL et al., 2006
PR Ovino 9,5% ROMANELLI et al., 2002
SP Ovino 9,2% FIGLIUOLO et al., 2004
MS Ovino 12% GONCALVES et al., 2004
BA Ovino 7,4% OTERO et al., 2002
DF Ovino 8,7% UENO et al., 2005
RO Ovino 29% AGUIAR et al., 2004

Quadro 1 — Frequéncia de anticorpos anti-N.caninum em ovinos no Brasil.
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Algumas pesquisas demonstram que a transmissao vertical ocorre
numa propor¢ao muito maior que a horizontal em bovinos, e € o principal meio pelo
qual a infecgdo mantém-se no rebanho por muitas geragdes (PARE; THURMOND;
HIETALA, 1996; WOUDA; MOEN; SCHUKKEN, 1998, DAVISON, OTTER; TREES,
1999a). Wouda, Moen e Schukken (1998) observaram que animais soropositivas
filhas de vacas que abortaram por neosporose tém trés vezes mais risco de abortar
gue as vacas soronegativas. Neste estudo,apenas duas bezerras soronegativas
(teste feito antes da ingestdo de colostro) filhas de vacas soropositivas também
abortaram, sugerindo que a infeccdo pds natal também ocorre, mas numa proporcao
bem menor.

Entretanto, as altas prevaléncias em alguns rebanhos e a
manutencado da infeccdo na propriedade por tempo prolongado nédo poderiam ser
resultado somente de transmissdes verticais (WOUDA et al., 1999). Assim, outros
trabalhos demonstram influéncia de fatores de risco relacionados a transmisséo
horizontal em bovinos. Pare et al. (1998) encontraram forte associagao entre
positividade para neosporose em bovinos de leite com presenca de cdes na
propriedade, enquanto para outro fator, como o tipo de manejo, ndo houve
associacdo. Bartels, Wouda e Schukken (1999) observaram associacdo entre a
presenca de caes e de aves domeésticas (que poderiam servir como disseminadores
de oocistos eliminados por cdes) com a ocorréncia de abortamentos por neosporose
em bovinos de leite na Holanda. Ja Wouda et al. (1999) encontraram associacdo da
soropositividade em caes de fazendas com a prevaléncia nos bovinos, sendo que a
prevaléncia em cées de areas rurais foi maior que a de cdes de areas urbanas,
indicando que haja maior risco de exposi¢cao nos caes rurais devido ao carnivorismo.
Sob condi¢bes naturais, ndo se sabe como o0s cées infectam-se. Possiveis formas
de infeccdo seriam a ingestdo de placentas, fetos ou outros tecidos de bovinos ou
predacdo de pequenos mamiferos ou aves (WOUDA et al., 1999).

O confinamento no inverno também pode aumentar a
soroprevaléncia (SANDERSON; GAY; BASZLER, 2000), apesar de Wouda, Bartels
e Moen (1999) terem constatado maior ocorréncia de abortamentos no verao.

A alimentacdo com silagem de milho durante o verdo teve
associacdo com abortamentos causados pela neosporose, e a hipotese sugerida
seria a producao de micotoxinas na silagem, que provocariam imunossupessao no

animal. Porém, infec¢des intercorrentes com o virus da diarréia viral bovina, com o
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herpesvirus bovino tipo 1, com Leptospira hardjo e com Salmonella dublin nédo
tiveram associacao (BARTELS; WOUDA; SCHUKKEN, 1999).

1.3 CicLo BIoLOGICO

Trés formas infectantes do parasito sao descritos: taquizoitos,
bradizoitos contidos em cistos teciduais e esporozoitos contidos em oocistos
(DUBEY, 2003).

A transmissdo do N.caninum ocorre por dois mecanismos
conhecidos: horizontal e vertical. A transmisséo horizontal ou pos-parto é a condi¢éao
em que a infeccdo ocorre por ingestdo de agua ou alimentos contaminados com
oocistos esporulados expostos no meio ambiente por meio das fezes dos
hospedeiros definitivos (SOUZA et al., 2003). A transmissao vertical ou infecgao
congénita (infecgéo via placentaria) ocorre quando a mae transmite a doenca para
seus descendentes, geracdo apos geracao (GUIMARAES JUNIOR, 2002).

O hospedeiro pode infectar-se pela ingestao de oocistos ou de cistos
teciduais, ou pela via transplacentaria (DUBEY, 2003; DUBEY et al., 2002a).

O ciclo biolégico do parasita foi elucidado em 1998, quando foi
demonstrada a eliminacdo de oocistos nas fezes por cédes que ingeriram cistos
contidos em cérebro de camundongo infectado, concluindo-se que o cdo era um
hospedeiro definitivo (MCALLISTER et al., 1998). Em outro experimento, Lindsay,
Dubey e Duncan (1999) observaram eliminagcdo de oocistos por caes cinco dias
apos a ingestao de cistos teciduais, durante seis dias consecutivos. Neste estudo, 0s
oocistos esporularam no ambiente apos 24 horas e um dos cédes eliminou oocistos,
embora nado tenha sido verificada conversdo sorolégica. Basso et al. (2001)
confirmaram a condigdo do cado como hospedeiro definitivo ao observarem a
eliminacdo de oocistos por cdo naturalmente infectado. Mais recentemente foi
observado que o coiote (Canis latrans) também pode eliminar oocistos nas fezes e
representar um hospedeiro definitivo (GONDIM et al., 2004).

O oocisto esporulado apresenta dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada (DUBEY et al., 2002a) e, a microscopia Optica, sdo muito

semelhantes aos de Hammondia heydorni em fezes de caes e de Toxoplasma gondii
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e Hammondia hammondi em fezes de gatos (LINDSAY; UPTON; DUBEY, 1999). A
guantidade de oocistos eliminada pelos cédes nas fezes € pequena em comparacao a
quantidade eliminada de oocistos de T.gondii pelos gatos (DUBEY et al., 2002), mas
Gondim, Mcallister e Gao (2005) observaram que filhotes eliminam uma quantidade
maior que caes adultos. Neste mesmo estudo, foi verificada re-excrecéo espontanea
de oocistos por cdes dois meses ap0s a primeira inoculacdo, e ainda apds um
segundo desafio 18 a 20 meses depois do primeiro desafio. Em contrapartida, caes
reinoculados apés oito meses ndo eliminaram oocistos, sugerindo a existéncia de
uma possivel imunidade durante esse periodo.

O ciclo sexuado ocorre apenas no hospedeiro definitivo, mas os
estagios entero-epiteliais no cdo ou coiote ainda ndo foram demonstrados (DUBEY
et al., 2002a). O cdo pode comportar-se como hospedeiro definitivo ou intermediario
(DUBEY et al., 2002a). No hospedeiro intermediario ocorrem o0s estagios
assexuados: os taquizoitos e bradizoitos (WOUDA et al., 1999).

Ha relatos de infecgBes naturais em cdes (DUBEY et al., 1988b),
bovinos (CONRAD et al.,, 1993), bufalos (RODRIGUES et al., 2004), ovinos
(KOBAYASHI et al., 2001), caprinos (DUBEY; ACLAND; HAMIR, 1992), equinos
(LINDSAY et al., 1996), raposas (ALMERIA et al., 2002), veados (DUBEY et al.,
1996b), rinoceronte (WILLIAMS et al.,, 2002), Ilhama e alpaca (SERRANO-
MARTINEZ et al., 2004), ratos (HUANG et al., 2004), e apenas infeccbes
experimentais em gatos (DUBEY; LINDSAY; LIPSCOMB, 1990), suinos (JENSEN et
al., 1998), camundongos (LIDSAY; DUBEY, 1990), gerbis (DUBEY; LINDSAY,
2000), coiotes (GONDIM et al., 2004) e macacos (BARR et al., 1994).

Os taquizoitos penetram ativamente na célula do hospedeiro e se
dividem rapidamente por endodiogenia, provocando a lise da célula e
subsequentemente infectando novas células (INNES et al., 2001). Com a resposta
imune do hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos, formas de
multiplicacédo lenta contidas em cistos teciduais (INNES et al., 2001; WOUDA et al.,
1999). Uma queda de imunidade do hospedeiro poderia provocar reativagcdo dos
bradizoitos e rompimento do cisto (WOUDA et al., 1999).

Os taquizoitos podem ter formato ovoide, lunar ou globular, e
localizam-se dentro de um vacuolo parasitéforo no citoplasma da célula hospedeira
(DUBEY et al., 2002a; SPEER et al., 1999). Taquizoitos ja foram observados em

macrofagos, neutrofilos, células do tecido nervoso, hepatécitos, fibroblastos,
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midcitos, células epiteliais tubulares renais e células endoteliais vasculares (DUBEY;
LINDSAY, 1996; SPEER; DUBEY, 1989).

Os oocistos podem ter formato redondo ou ovalado, essa parede
cistica encerra os bradizoitos que podem estar em numero de 20 a 100 (SPEER et
al., 1999). Os cistos de N.caninum séo encontrados em baixo numero nos tecidos
gquando comparado aos de T.gondii (SPEER et al., 1999). Eles sdo observados
comumente no sistema nervoso (DUBEY et al., 2002a; DUBEY; LINDSAY, 1996),
mas ja foram encontrados em musculo ocular de potro (LINDSAY et al., 1996) e
musculo de bovino e cdo (PETERS et al., 2001).

1.4 NEOSPOROSE EM OVINOS

Ha poucos relatos de infec¢do natural em ovinos; a maior parte dos
conhecimentos sobre a neosporose nesta espécie advém de inoculacbes
experimentais, cujas alteracdes clinicas e histopatolégicas assemelham-se as da
toxoplasmose ovina e neosporose bovina (BUXTON et al., 1997; MCALLISTER et
al., 1996).

O primeiro relato da enfermidade na espécie foi em 1990 (DUBEY et
al., 1990a). Estes autores reanalisaram o tecido neurolégico de um cordeiro do
Reino Unido com suspeita de toxoplasmose que apresentava sinais neuroldgicos e
veio a 6bito com uma semana de idade. Ao exame histopatolégico do cérebro e
medula espinhal, foi observado encefalomielite ndo superativa e redu¢cdo da massa
cinzenta com focos de cavitacdo, além de cistos semelhantes aos de T.gondii,
porém o diagnostico ndo fora comprovado (HARTLEY; BRIDGE, 1975). A nova
andlise, feita por microscopia eletrénica e imuno-histoquimica, confirmou a presenca
de cistos de N.caninum no cérebro e medula espinhal.

Em outro trabalho, Kobayashi et al. (2001) relataram a presenca de
cistos teciduais de N.caninum no cérebro de uma ovelha prenhe assintomética e no
cérebro de seus dois fetos, confirmada por imunoperoxidase e reacdo em cadeia
pela polimerase. Ao exame histopatologico, os cérebros dos fetos mostraram

encefalite multifocal. No mesmo ano, no Japao, o parasita foi isolado do cérebro de
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uma ovelha prenhe assintomatica sem historico de abortamento (KOYAMA et al.,
2001).

Em um estudo com 281 fetos ovinos abortados na Inglaterra e Pais
de Gales, nenhum deles mostrou-se infectado por N.caninum pela imuno-
histoquimica ou sorologia do liquido pleural dos fetos (OTTER et al., 1997). Em
2003, relatou-se pela primeira vez a deteccdo do agente em abortos ovinos
resultantes de infeccdo natural. O estudo foi feito em uma propriedade da Suica com
histérico de abortamentos, sendo que, de 20 abortos analisados, quatro foram
positivos para o agente através do diagndstico laboratorial na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e cistos teciduais foram observados no cérebro por imuno-
histoquimica (HASSIG et al., 2003).

Apesar da escassez de relatos de infec¢cdes naturais associadas a
abortos, infec¢cdes experimentais tém demonstrado facilmente a ocorréncia de
transmissao vertical, de abortamentos e outras falhas reprodutivas (BUXTON et al.,
1997; BUXTON et al., 1998; JOLLEY et al., 1999; MCALLISTER et al., 1996). Em
inoculacdo experimental de ovelhas prenhes, Mcallister et al. (1996) observaram a
ocorréncia de abortamentos, fetos mumificados, natimortos, nascimento de filhotes
fracos e nascimento de filhotes clinicamente sadios, mas congenitamente infectados,
dependendo do periodo de gestacdo em que a fémea era infectada. Aquelas
ovelhas inoculadas com 65 dias de gestacdo abortaram, enquanto as que foram
inoculadas com 120 dias de gestacdo deram a luz cordeiros vivos. As ovelhas
infectadas ndo apresentaram outros sintomas além dos reprodutivos.

Em um experimento Buxton et al. (1998) demonstraram a ocorréncia
de morte e reabsor¢cao embrionéria, além de outras falhas reprodutivas ja citadas, de
acordo com a idade gestacional em que a ovelha era infectada. O protozoario
parece ter predilecdo pelo epitélio coribnico fetal e vasos sanguineos placentarios,
induzindo a vasculite, trombose e necrose de placentomas (BUXTON et al., 1998).

Jolley et al. (1999) verificaram que as ovelhas podem abortar
repetidamente por neosporose ap0s uma infeccéo inicial que se torna crénica, mas
parece haver um certo grau de imunidade contra novos abortamentos ou
transmissdo transplacentaria (BUXTON et al., 2001). Um experimento demonstrou
que ovelhas inoculadas antes da prenhez e depois desafiadas com 90 dias de
gestacao desenvolveram algum grau de imunidade ao darem a luz cordeiros mortos

e vivos, sendo que a maioria dos cordeiros vivos ndo nasceram infectados, ao
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contrario do grupo que teve a primoinfeccdo durante a gestacdo, em que ocorreu
perda de todos os fetos. Um terceiro grupo, inoculado uma unica vez antes da
prenhez ndo apresentou nenhum abortamento, mas deu a luz cordeiros infectados
(BUXTON et al., 2001).

Innes et al. (2001) observaram resultados semelhantes com
inoculacdo de vacas prenhes. No entanto, em outro estudo, vacas naturalmente
infectadas e depois desafiadas durante a gestacdo ndo abortaram, mas deram a luz
bezerros congenitamente infectados (WILLIAMS et al., 2003). Os autores sugerem
que a transmissao transplacentaria possa ter ocorrido devido a recrudescéncia da
primoinfeccdo, e ndo pela re-infeccdo, ja que também ocorreu transmissao vertical
no grupo de vacas naturalmente infectadas, mas nao desafiadas na gestacédo. A
infecgé@o pelo parasita estimula uma resposta humoral e celular, mas acredita-se que
a resposta celular seja mais importante devido ao fato de o parasita ser intracelular
(INNES et al., 2002). Segundo Innes et al. (2002), durante a gestacdo pode haver
regulacdo da liberacdo de citocinas importantes na imunidade celular contra o
N.caninum, mas que em altos niveis poderiam levar a abortamento.

A diminuicdo dessas citocinas seria uma possivel explicacdo para a
reagudizacdo da infec¢cdo durante a prenhez. Muito embora novos estudos devam

ser feitos quanto a participacdo das citocinas na imunidade para ovinos.

1.5 PERDAS ECONOMICAS

Ha poucos estudos que quantifiguem 0s prejuizos da neosporose.
N&o h& estudos relacionados a esse topico em ovinos.

Os prejuizos gerados com a doenca em bovinos decorreriam de
abortamentos, reducdo do valor do animal, aumento do intervalo entre partos,
infertilidade, aumento do descarte e queda da producdo de leite (TREES et al.,
1999). As perdas estimadas com abortamentos em bovinos por neosporose na
Califérnia sdo de 35 milhdes de dolares por ano (DUBEY, 1999).

Hernandez, Risco e Donovan (2001) verificaram que vacas

soropositivas produziram 3 a 4% menos leite que vacas soronegativas. Ja Barling et
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al. (2000) observaram associacdo entre soropositividade para N.caninum em

bezerros de corte e reducdo do ganho de peso e peso vivo ao abate.

1.6 NEOSPOROSE EM HUMANOS

N&o se conhece ainda o potencial zoonético deste parasita, porém,
ja é sabido que, quando a populacdo humana entra em contato com o parasito, a
populacdo humana apresenta algum grau de imunocomprometimento (DUBEY;
LINDSAY, 1996; MINEO, 2008). Embora nenhum caso de neosporose tenha sido
relatado em humanos, anticorpos anti-N.caninum ja foram detectados na espécie
(MINEO, 2008).

Tranas et al. (1999) observaram 69 soros positivos (6,7%) dentre
1029 soros de doadores de sangue no Estado da Califérnia, Estados Unidos da
Ameérica, pela reacédo de imunofluorescéncia indireta a diluicdo 1:100, mas a diluicdo
1:200 todos foram negativos. Porém, Robert, Tourte-Schaefer e Klein (1998) néo
encontraram nenhum soro positivo entre 500 amostras de mulheres gravidas da
Franca pela RIFI a diluicgdo 1:80, assim como Petersen et al. (1999), que
investigaram soros de 76 mulheres da Dinamarca com histoérico de abortamento
pelas técnicas de ELISA, RIFI e Western blot e ndo encontraram nenhum soro

positivo.

1.7 DIAGNOSTICO

O diagnéstico preciso do N.caninum requer a combinacdo de
histérico do rebanho, sinais clinicos e dados de laboratério. Ovinos adultos com
histérico de aborto o nascimento de animais natimortos enunciam possivel infec¢éao
por N.caninum. Entretanto, casos assintomaticos em ovinos e os sinais inespecificos
da neosporose dificultam o diagnéstico clinico da doenca, tornando o diagnéstico
laboratorial imprescindivel para confirmar uma infeccdo por N.caninum. A

confirmacado laboratorial direta é realizada por meio de exames histopatologicos e
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imuno-histoquimicos, da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e através do
isolamento dos parasitas mediante a inoculacdo do material suspeito (ANDREOTTI
et al.,, 2002). Em fetos abortados, pesquisa-se o protozodrio em liquidos fetais e
tecidos (placenta, cérebro, coracdo e figado do feto), por meio de técnicas que
permitam a deteccdo de lesGes, o isolamento e identificacdo do parasita e a
deteccao de acidos nucléicos (DUBEY et al., 2002).

No entanto, a viabilidade do parasita e sua distribuicdo
compreendem, na maioria das vezes, um empecilho para a detec¢cédo do protozoario
em tecidos, tornando o diagndstico soroldgico (indireto), com a pesquisa de
anticorpos contra N.caninum, uma alternativa plausivel para a concretizacdo do
diagnostico definitivo (ANDREOTTI et al., 2002). A presengca de anticorpos
especificos é atil como auxilio no diagnéstico e em estudos epidemioldgicos
(HUFFMANN, 2007).

Especialmente em estudos epidemiologicos de abortamento em
decorréncia do N.caninum, a sorologia é utilizada como método diagnéstico. A maior
indicacao do sorodiagndstico é para a avaliacdo de exposicdo e risco de infeccdo do
rebanho, do que, especificamente, para o diagnodstico de abortamento em animais
associados ao N.caninum, pois este € feito geralmente pelos exames histopatolégico
e imuno-histoquimico dos tecidos fetais, cuja utilizacdo de diferentes técnicas
diagnésticas, como a PCR, maximiza a chance de detectar a infeccdo por
N.caninum nos fetos. Vale ressaltar que, em casos de abortamento, outras doencas
também devem ser investigadas, como a brucelose e toxoplasmose (ANDREOTTI et
al., 2002).

Nos estudos sorologicos, embora existam vérias técnicas para
detectar a presenca de anticorpos seéricos especificos para N.caninum (cdes e
ovinos), as técnicas mais utilizadas sédo: RIFI (Reac¢do de Imunofluorescéncia
Indireta) e teste ELISA ( Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (ANDREOTTI et al.,
2002). Quadro 2.
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Métodos Antigenos

RIFI (Reacao de Imunofluorescéncia Indireta) Taquizoitas
Imunoblot Extrato solavel
ELISA cinético (Teste Imuno-Enziméatico) Sonicado
ELISA Extrato solavel
CI-ELISA Extrato iscom
r-ELISA P65

RIFI NCDGI-2, N54
MAT (Teste de Aglutinagdo Modificada) Tagquizoitas

Quadro 2 — Métodos soroldgicos e antigenos usados no diagnéstico de N.caninum

Fonte: ANDREOTTI et al., 2002.

1.8 PREVENCAO E CONTROLE

As medidas de prevencao e controle da neosporose muitas vezes
podem tornar-se inviaveis economicamente ou pouco praticas. Ainda ndo ha um
tratamento efetivo contra a neosporose. Estudos utilizando drogas antiprotozoarias
em terneiros infectados tém mostrado algum efeito relativo a diminuicdo da
disseminagdo do parasito no animal. Porém, como é impossivel prever o aborto, o
tratamento de neospororose ovina ndo teria nenhum sentido pratico e seria anti-
econbmico. Com relacdo a vacinacdo, ha indicios de que as vacinas inativadas
conferem algum efeito na prevencao da transmissao vertical (mae-filha), porém seu
resultado na prevencdo do aborto é muito discutivel. Portanto, ainda ndo se sabe
sobre as vantagens econdmicas de se utilizar vacinas inativadas contra Neospora
caninum (INNES et al., 2002).

Sendo assim, seria prudente e importante a adogao de medidas
efetivas de controle evitando que a doenca permaneca cronicamente no rebanho,
causando varias consequéncias. Entre as medidas se destacam: no caso de
transferéncia de embrido, uso somente de receptoras soronegativas; reducao da
exposicao de caes a tecidos infectados como placenta e fetos abortados, pois os
cées podem infectar-se ao ingerirem carcagas de ovino e restos de placenta de

animais infectados, podendo transmitir a infec¢édo; uso de maternidades individuais;
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reduzir o nimero de cdes co-habitando com o rebanho; cobrir os alimentos; enviar
ao laboratorio fetos abortados e placenta para diagnosticar a causa do aborto
(MOEN et al., 1998).

E invidvel descartar todos os animais soropositivos de uma
propriedade com alta soroprevaléncia. Por outro lado, o descarte de animais
soropositivos com historico de aborto baseado no resultado sorologico de apenas
um animal da propriedade também ndo € uma medida racional, jA& que muitos
animais soropositivos podem ter abortado por outras causas. Novamente, uma
avaliacdo geral da propriedade através de uma andlise soroepidemiolégica e
histérico reprodutivo constituem-se na melhor maneira para iniciar-se um programa
de controle e prevencdo da doenca. Compra de animais com pelo menos dois
resultados negativos para Neospora caninum (entre outras doencas infecciosas, é

claro) também se constitui em uma importante arma preventiva (DUBEY, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a soro-ocorréncia de anticorpos contra N.caninum em
fémeas ovinas naturalmente infectadas através da técnica de imunofluorescéncia

indireta, em propriedades rurais localizadas, no norte do Parana, Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar fatores determinantes da ocorréncia contra N. caninum nos
rebanhos ovinos estudados, associando o resultado da sorologia as variaveis das

propriedades, obtidas através da aplicacéo de ficha epidemiolégica.
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3.1 Soro-ocorréncia de anticorpos contra Neospora caninum em ovelhas

de propriedades rurais localizadas no norte do Parana, Brasil.

Occurrence of serum antibodies against Neospora caninum in sheep from

farms located in northern Parana, Brazil.

RESUMO

O Neospora caninum € um protozoario causador de doenga de esfera reprodutiva
em algumas espécies de animais, causando perdas econdémicas em rebanhos de
produgado. Esta doenca esta ligada diretamente a problemas reprodutivos, podendo
ser transmitida por fémeas infectadas aos seus descendentes ou através de oocistos
eliminados nas fezes de seus hospedeiros definitivos. O objetivo deste trabalho foi
estimar a soro-ocorréncia de anticorpos contra N.caninum em ovinos de
propriedades rurais localizadas no norte do Parana. Foram colhidas 381 amostras de
sangue de ovelhas e 25 amostras de sangue canino em 11 propriedades rurais na
regidao norte do Parana. Utilizou-se a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
para a deteccdo de anticorpos contra N.caninum e considerados positivos os
animais que apresentaram titulos = 50. Encontrou-se uma ocorréncia em ovinos de
13,91% (10,7% < I1C 0,95% < 17,9%) e 36% (18,7% < IC 0,95% < 57,4%) para os
caes sororreagentes ao N.caninum. Foi observada diferenga significativa na
associagao entre o resultado da sorologia dos ovinos para N.caninum e as variaveis
“abate animais na propriedade” (P=0,0041; OR=5,27) e “cdes com acesso as
visceras” (P=0,0001; OR=1,49).

PALAVRA-CHAVE: Neospora caninum. Ovinos. Caes. Imunofluorescéncia indireta.

Soro-ocorréncia.
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ABSTRACT

The protozoan Neospora caninum is a cause of disease of reproductive sphere in
some species of animals, causing economic losses in livestock production. This
disease is directly linked to reproductive problems and may be transmitted by
infected females to their offspring or from oocysts eliminated in the feces of their
definitive hosts. The objective was to estimate the occurrence of serum antibodies in
sheep N.caninum of farms located in northern Parana. Were collected 381 blood
samples from sheep and 25 canine blood samples on 11 farms in northern Parana.
Using the reaction of indirect immunofluorescence (IFA) for detection of antibodies
against N.caninum considered positive and those that had = 50 titles. There was an
occurrence of 13.91% in sheep (10.7% <CI 0.95% <17.9%) and 36% (18.7% <ClI
0.95% <57.4%) for dogs seropositive to N.caninum. Significant difference was
observed in the association between the results of serology for the sheep and the
variables N.caninum "slaughter animals on the property (P = 0.0041, OR = 5.27) and
dogs with access to the viscera (P = 0.0001, OR = 1.49).

KEYWORD: Neospora caninum. Sheep. Dogs. Indirect immunofluorescence. Serum-

occurrence.
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3.1.1 INTRODUGCAO

O rebanho ovino no Brasil em 2003 era de 14,5 milhdes de cabecas (IBGE,
2009). Nos anos 90 o pais chegou a ter 20 milhdes de cabegas, mas, devido a uma
retracdo do mercado de |&a, houve uma queda no tamanho do rebanho e, atualmente
a ovinocultura esta em expansao, voltada para a produgdo em ovinos de corte. A
regidao Sul responde por 31,75%, ficando atras da regido nordeste, que possui
56,56% do rebanho ovino do pais. O rebanho ovino paranaense é de 601.704
cabecgas, encontrando-se espalhado por todo o Estado, com uma oferta muito
instavel de animais para abate (IBGE, 2009).

O consumo de carne ovina no Brasil, que hoje é de 700 gramas per capita
por ano, vem aumentando, mas ainda esta abaixo de paises desenvolvidos
(GECOMP-UnB, 2004). Apesar disso, a oferta de carne nacional ndo consegue
atender a demanda. Em 2003, o Brasil importou 3.135 toneladas de carne ovina,
estima-se que 50 a 90% da carne ovina consumida nos grandes centros sejam
importadas (FAO, 2009).

Neospora caninum, protozoario do Filo Apicomplexa, Familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae (MUGRIDGE et al., 1999) é hoje
reconhecido como importante parasita de bovinos, caes, ovinos, caprinos, equinos e
cervideos (BUXTON et al., 1997; DUBEY, 1999).

Bjerkas et al. (1984) observaram um protozoario muito semelhante ao
Toxoplasma gondii, em caes com sorologia negativa. Dubey et al. (1988a) isolaram e
classificaram o parasita em cées nos EUA, denominando-o Neospora caninum. O
cao foi o primeiro hospedeiro definitivo do N.caninum descrito (MCALLISTER et al.,
1998). Gondim et al. (2004) observaram que os coiotes também eliminam oocistos
pelas fezes sendo os primeiros canideos selvagens confirmados como hospedeiros
definitivos desse agente. Por tal similaridade estrutural e biolégica, é possivel que,
até 1988, o N.caninum tenha sido diagnosticado erroneamente como T.gondii e se

mantido “oculto a luz das investigagdes cientificas” (SOUZA et al., 2001).
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Em ovinos, infecgbes naturais e experimentais tém demonstrado a
ocorréncia de transmissao vertical e falhas reprodutivas nesta espécie, como morte,
reabsor¢cao embrionaria, abortamentos, fetos mumificados, natimortos, nascimento
de filhotes debilitados ou nascimento de filhotes aparentemente sadios, mas
congenitamente infectados, dependendo do periodo de gestacdo em que a fémea é
infectada (HASSIIG et al., 2003; BUXTON et al., 1997; MCALLISTER et al., 1996).
Abortamentos repetidos podem acontecer, a exemplo do que ocorre com vacas
(JOLLEY et al., 1999).

Dubey et al. (1990) avaliando um cordeiro recém-nascido que apresentava
sintomatologia nervosa e que veio a 6bito com uma semana de vida, constataram
pela imuno-histoquimica (IHQ) e analise ultraestrutural dos cistos, que se tratava de
uma infeccédo por transmissao vertical do N.caninum. Este foi o primeiro relato de
N.caninum infectando naturalmente a espécie ovina. Kobayashi et al. (2001)
constataram um caso de infecgdo natural pelo N.caninum acometendo uma ovelha
prenhe e seus dois fetos gémeos, evidenciando também a transmissao vertical do
agente nesta espécie animal.

Entre os métodos de diagndsticos utilizados a Reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), foi o primeiro teste empregado no diagnostico da
neosporose, em 1988 (DUBEY et al ., 1988).

Devido ao fato da ovinocultura ser uma pecuaria em evolugédo no Brasil e
em particular na regido norte do estado do Parana é necessario estudos sobre as
enfermidades infecciosas e parasitarias que podem afetar o rebanho,
particularmente a neosporose, que possui grande importancia do ponto de vista
econdmico. Assim, o levantamento sorolégico foi realizado devido a auséncia de
informagdes sobre a ocorréncia de anticorpos da infecgdo por N.caninum em

propriedades rurais localizadas no norte do Parana.
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3.1.2 MATERIAL E METODOS

3.1.2.1 Populacao e amostragem

A regido estudada no presente trabalho apresenta o tipo climatico
subtropical temperado, caracterizado por temperaturas médias no inverno inferior a
18°C e no verao, acima de 22°C, com concentracado de chuvas, porém sem estacao
seca definida. Estas condi¢cdes climaticas apresentam-se como adequadas para
manutencao de oocistos de N.caninum no meio ambiente, de acordo com
Sanderson; Gay e Baszler (2000) os quais afirmam que fatores climaticos, tais como
umidade e temperatura, influenciam a esporulagdo de oocistos de N.caninum.

Do total de 1393 animais nas propriedades estudadas, foram colhidas 381
amostras de sangue de ovelhas, no periodo de novembro de 2007 a janeiro de
2008, provenientes de 11 propriedades rurais, localizadas em seis municipios da
regidao norte do Parana. O critério para inclusdo destas propriedades foi a presenca
de cadastro no nucleo regional da Secretaria da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (SEAB) de Londrina. Os Nucleos Rurais estdo representados na
figura1.

O tamanho da amostra foi calculado utilizando o programa EPI-INFO-6,4
(DEAN et al., 1994) com prevaléncia estimada em 50%, erro de 5% e intervalo de
confianga de 95%.

Também foram colhidos sangue de 25 cédes que habitam nestas

propriedades conforme quadro 3.



43

1 - Colorado

2 — Prado Ferreira

3 -Bela V. do Paraiso
4 — Cambé

5 - Londrina

Va 6 - Tamarana
)
¥
i(/
C'J
p
'
3 o
A
4 E_
4
Estado do Parana S ?(
nd
L= %‘\z—, .

Figura 1 — Distribuicdo geografica dos municipios estudados, na regido norte do estado do

Parana.

Quadro 3 — N° de propriedades e respectivos rebanhos e amostras utilizados no

estudo.
N° Animais N° ovinos N° Caes
Propriedades (ovinos) da amostra da amostra
1 180 31 2
2 54 16 1
3 83 15 1
4 43 11 1
5 380 102 4
6 38 10 0
7 45 10 2
8 225 68 4
9 38 15 2
10 90 58 0
11 217 45 8
Total 1393 381 25
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3.1.2.2 Colheita de amostras

As amostras de sangue dos ovinos e caes foram colhidas por venocentese
jugular, com o animal em estagao, utilizando-se agulhas descartaveis 40x12, e tubos
de ensaio devidamente identificados. Apos a retragdo do coagulo, os soros foram
acondicionados em tubos tipo “eppendorf’, identificados e mantidos a temperatura

de -18°C até a realizagéo dos testes soroldgicos.

3.1.2.3 Variaveis estudadas

O estudo envolveu a colheita de amostras de sangue de ovinos, e dos caes
presentes nas propriedades. Além disso, durante o periodo de colheita foi aplicado
um questionario (ficha epidemiolégica) em cada uma das propriedades, tendo sido
entrevistado o proprietario ou o responsavel (anexo 1). O questionario abordou
aspectos epidemioldgicos ligados ao agente, presengca de cées na propriedade,

histérico de abortamentos, sistema de manejo, alimentagao dos ovinos e caes.

3.1.2.4 Exame sorolégico

As amostras foram analisadas pela técnica de reagao imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para detec¢cdo de anticorpos IgG anti-N.caninum, (CONRAD et al.,
1993). Foi utilizado conjugado anti-lgG ovino previamente padronizado na diluicdo
1:900

Inicialmente foi realizada uma triagem dos soros na dilui¢ao 1:25 (JOLLEY
et al., 1999; HELMICK et al., 2002). As amostras positivas para N.caninum foram
novamente testadas em diluicbes sequenciais na base dois até 1:6400 para ovinos e
1:1600 para caes, sendo que estes ultimos titulos que apresentaram fluorescéncia
periférica completa. A leitura foi realizada em microscépio epifluorescente utilizando
objetiva de 40 vezes. Consideraram-se positivas aquelas amostras com titulos =250
em ovinos e caes sendo consideradas positivas somente aquelas amostras nas

quais os taquizoitos apresentaram fluorescéncia periférica total (PARE et al.,1995).
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3.1.2.5 Analise estatistica

As variaveis foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado (X?) com nivel de
significancia de 5% e o teste exato de Fisher. O programa Epi info versdo 6,04b
(CDC-Atlanta) foi usado para calculo das associagbes considerando um P < 0,05

como significativo.

3.1.3 RESULTADOS

3.1.3.1 Resultados do estudo epidemiolégico

Foram estudadas 11 propriedades na qual, a area das propriedades foi
bastante heterogénea, variando de 5 a 1300 ha.

Em 57% das propriedades a atividade principal foi a pecuaria e 43% é
mista (pecuaria e agricultura). Em relagdo ao sistema produtivo, 100% das
propriedades dedicaram-se a ovinocultura de corte, com 94,5% adotando sistema
semi-intensivo de manejo e 5,5% o sistema extensivo. O numero total de animais no
rebanho, variou de 38 a 380 animais.

Em 72,7% das propriedades foram abatidos animais na propriedade.

A presenca de cées foi relatada por 81,8% das propriedades. Nas
propriedades onde havia presenca de caes, 72,7% eram criados soltos e 27,3%
criados presos. Relatou-se ainda a presenca de outros canideos em 27,3% das
propriedades. Em nove das 11 propriedades foram observadas a presenga de caes,

com um numero médio de 2,3 caes por propriedade.

Em 27,3% (3) das propriedades os caes recebiam como alimento, resto de
comida caseira. Em 7 (63,7%) propriedades foi relatado que os cées tinham acesso

as visceras de animais abatidos.

Quanto aos problemas reprodutivos, em 100% das propriedades ocorreu
abortamento nos ultimos 12 meses. Em 26,8% dos abortamentos ocorreram no terco
inicial da gestagao e 66,7% no terco final da gestacdo. A frequéncia dos problemas
reprodutivos em 75,6% das propriedades ocorreram entre a 22 e 52 cria e 24,4%

ocorreram na 12 cria.
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3.1.3.2 Resultados dos exames

Das 381 amostras de sangue ovinos processados e analisados pela RIFI,
53 (13,91%) foram soro-positivas com titulo =250 (10,7% < IC 0,95% < 17,9%)
(Tabela 2).

Entre os ovinos soropositivos o titulo de maior frequéncia foi de 200
(30,20%), seguido dos titulos: 50 (28,30%), 100 (18,90%), 400 (7,50%), 800 (5,70%),
1600 (3,80%), 3200 (3,80%) e 6400 (1,9%) (Tabela 3). Entre os ovinos estudados,
das 11 propriedades 9 (81,82%) possuiam ao menos um animal positivo para
N.caninum e apenas 2 (18,18%) eram negativas (Tabela 2).

Das 25 amostras de soros dos caes coletadas e analisadas pela RIFI, 9
(36%) foram positivas para N.caninum com titulo 250 (18,7% < IC 0,95% < 57,4%).

Entre os caes soropositivos o titulo de maior frequéncia foi de 100
(33,40%), seguido dos titulos: 200 (22,20%), 400 (22,20%), 50 (11,10%) e 1600
(11,10%) (Tabela 4).

Foi observada diferenga significativa na associagdo entre o resultado da
sorologia dos ovinos para N.caninum e as variaveis “abate animais na propriedade”
(P=0,0041; OR=5,27) e “cdes com acesso as visceras” (P=0,0001; OR=1,49).

3.1.4 DISCUSSAO

Este estudo foi o primeiro inquérito realizado com ovinos em propriedades
no norte do Parand, apresentando uma maior ocorréncia de anticorpos (13,91%) em
comparagao aos (9,5%) encontrado por (ROMANELLI et al., 2002) na regido centro-
oeste do Parana. Ressalta-se neste trabalho, ocorréncia de anticorpos anti-
N.caninum em ovinos acima da encontrada em trabalhos realizados nas regiées Sul
e Sudeste do Brasil.

Helmick et al. (2002) no Reino Unido detectaram apenas 3 animais
(0,45%), de um total de 660 ovelhas com histérico de abortamento, Bartova et al.
(2008) analisando 547 amostras de soro ovino na Republica Checa obtiveram 12%

de positivos.
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No Brasil os estudos sorolégicos da infecgao pelo N.caninum em ovinos
tém demonstrado indices de soropositividade variaveis nos varios estados da
federacao. Romanelli et al. (2002) no Parana, Otero et al. (2002) na Bahia, Figliuolo
et al.(2004) em Sao Paulo, Aguiar et al. (2004) em Rondbdnia e Vogel et al.(2006) no
Rio Grande do Sul, encontraram 9,5%, 7,4%, 9,2%, 29% e 3,2% de animais
sororeagentes respectivamente.

A comparacao de prevaléncia entre trabalhos que utilizam diferentes testes
sorologicos com variados pontos de corte nao € confiavel, uma vez que ocorrem
diferencas na sensibilidade e especificidade dos testes (BJORKMAN; UGGLA,
1999).

No estudo observou-se que 9 (81,82%) das 11 (100%) propriedades foram
sororreagentes ao N.caninum. Figliuolo et al. (2004), em 30 propriedades estudadas,
observaram que 86,6% apresentavam animais sororeagentes a RIFI. Estes valores
sao de dificil comparacgao, pois no estudo realizado em S&o Paulo, as propriedades
possuiam na sua maioria, criagdes tecnificadas com alta produgéo animal, enquanto
que neste estudo, as propriedades desenvolviam agricultura do tipo familiar, com os
animais criados na sua maioria para consumo proprio.

As propriedades estudadas demonstraram que a difusdo deste agente é
elevada em rebanhos ovinos da regido pesquisada, com uma ocorréncia que variou
de 1,7 a 32,3%. Foi constatada a presenga de cdes em nove das 11 propriedades,
sendo que destas, a propriedade que possuia mais de um céao positivo, foi a que
apresentou a maior prevaléncia nos ovinos (32,3%). Tais observag¢des sao validadas
pelo fato dos cades serem o hospedeiro definitvo do N.caninum, e
consequentemente, responsaveis pela manutengdo do agente nos rebanhos,
através da transmissdo do agente pela via horizontal. Muito embora muita das
propriedades que possuiam o cédo presente ndo foi revelada sorologia positiva ao
N.caninum. Outros fatores de natureza epidemiolégicos possam estar envolvidos
como presencga de outros possiveis reservatérios no meio rural.

Os titulos mais frequentes foram 200, 50 e 100, iguais aos observados por
(FIGLIUOLO et al., 2004).

Apenas em quatro propriedades foram encontrados cées sororreagentes
enquanto em duas propriedades nao foram encontrados ovinos nem caninos
sororreagentes. Em trés propriedades onde foram detectados ovinos sororreagentes

ao N.caninum todos os caes foram soronegativos, o que sugere a transmissao
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vertical do parasita aos ovinos (BUXTON et al., 1997); embora cées errantes de
propriedades vizinhas e mesmo da cidade, aparegcam frequentemente no meio dos
rebanhos.

Foram observadas diferencas significativas na associacdo entre a
sorologia do N.caninum dos ovinos e as variaveis relacionadas ao “abate animais na
propriedade” (P=0,0041; OR=5,27) e “cdes com acesso as visceras” (P=0,0001;
OR=1,49). Fernandes et al. (2002), em Uberlandia, Minas Gerais, trabalhando com
caes de origem urbana, periurbana e rural, encontraram maior ocorréncia de
anticorpos anti-N.caninum nos caes do meio rural, e atribuiram este achado a
presenca dos bovinos e a possibilidade desses caes se alimentarem com restos de
placentas e fetos abortados.

Todos esses achados elucidam a importancia do cao na epidemiologia do
agente e apontam a necessidade de, em estudos de epidemiologia, os cées e os
ovinos serem contemplados.

Na propriedade onde havia maior ocorréncia de ovinos positivos (32,3%),
constatou-se uma ocorréncia de 100% dos caes para N.caninum.

A principal forma de transmissao da neosporose em animais de producao
€ a transmissao vertical, ou seja, as fémeas que sobrevivem a infecgdo congénita
perpetuam o parasita por toda a sua vida, transmitindo-o para seus descendentes,
(BARTELS et al., 1999; ANDERSON et al.,, 2000). Apesar de nao ter ocorrido
diferenga significativa entre a “presencga de caes” e a ocorréncia do N.caninum em
ovinos (P=0,059; OR=3,36), a ocorréncia de cées soropositivos, chamam a atencéo
para uma possivel transmissao horizontal nas quatro propriedades encontradas.
Outros estudos mostram nao haver associagdo positiva e “presenca de caes’
(FIGLIUOLO et al., 2004).

Neste estudo, ndo ocorreu associagao entre sorologia do N.caninum e as
variaveis relacionadas ao “tamanho da propriedade” (P=0,0001), “tipo criagao”
(P=0,20), “freqiéncia problemas reprodutivos” (P=0,84) e “fase gestagao
acometidas” (P=0,0011); o que vem ao encontro do relatado por Barling et al. (2001),
em animais de corte no Texas.

Apesar de em nove das 11 propriedades terem sido observadas a
presenca de caes, com um numero meédio de 2,3 caes por propriedade, as variaveis

estudadas referentes a “presenca de caes” na propriedade (P=0,059), “como os caes
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sdo criados” (P=0,81) e “presenca de outros canideos” (P=0,156); ndo mostraram

associagao, estando em acordo com os resultados relatados por (UENO, 2005).



50

3.1.5 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo pode-se inferir que:

e Resultados sorologicos indicam a ocorréncia de anticorpos anti-
N.caninum presentes em rebanhos ovinos de propriedades da regiao

norte do estado do Parana, com ocorréncia de anticorpos de 13,91%.
e Os caes estudados apresentaram ocorréncia de 36% para N.caninum.
e As variaveis “abate animais na propriedade” e “caes com acesso as

visceras” tém correlagdo positiva em relacdo a ocorréncia da

neosporose em ovinos.
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Tabela 1 — Ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum (RIFI-IgG) em soros de ovinos e

caes, em 11 propriedades rurais localizadas no norte do Parana, Brasil, 2009.

N° de ovinos N° de caes
Amostra Sororreagentes Amostra Sororreagentes
propriedades analisada % analisada %

1 31 0 (0) 2 0 (0)

2 16 4 (25) 1 0 (0)

3 15 2(13,3) 1 0 (0)

4 11 1(9,1) 1 1 (100)

5 102 4 (3,9) 4 0 (0)

6 10 3 (30) 0 0 (0)

7 10 0 (0) 2 0 (0)

8 68 22 (32,3) 4 4 (100)

9 15 3 (20) 2 1 (50)

10 58 1(1,7) 0 0 (0)

11 45 13 (28,9) 8 3 (37,5)
Total 381 53 (13,91%) 25 9 (36%)
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Tabela 2 — Distribuigdo das ocorréncias de titulos de anticorpos obtidos pela reacéo

de imunofluorescéncia indireta em ovinos no norte do Parana, Brasil, 2009.

Titulo N° de amostras Ocorréncia
positivas %
50 15 28,3
100 10 18,9
200 16 30,2
400 4 7,5
800 3 57
1600 2 3,8
3200 2 3,8
6400 1 1,9
Total 53 13,91

Tabela 3 — Distribuicdo das ocorréncias de titulos anticorpos obtidos pela reag¢ao de

imunofluorescéncia indireta em cées no norte do Parana, Brasil, 2009.

Titulo N° de amostras Ocorréncia
positivas %

50 1 11,1
100 3 33,4
200 2 22,2
400 2 22,2
1600 1 11,1

Total 9 36
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Tabela 4 — Associacdo entre as variaveis estudadas com a soropositividade dos

ovinos ao N.caninum (IFI-lgG) em 11 propriedades no norte do Parana, Brasil, 2009.

Variaveis Animais Animais P OR 1IC(95%)
Soro nhao OR
reagentes
reagentes
Manejo
Tamanho Propriedade
Pequena (até 10 alq.) 26 0
Média (11 a 100 alq.) 299 0 0,0001 - -
Grande (acima de 100alq.) 15 41
Tipo Criacao
Pecuaria intensiva 0 0
Pecuaria semi-intensivo 319 41 0,20 0,89 0,85<OR<0,92
Pecuaria extensiva 0
21
Problema Sanitario
referente a propriedade
Abate animais na
propriedade
Sim 128 159
Nio 1 72 0,0041 527 256<OR<11,08
FrequénciaProblemas
Reprodutivos
Primeira cria 83 10
De segunda a quinta cria 755 31 0,84 0,98 0,44<OR<2,30



Fase gestacio acometidas

Primeiro terco
Segundo terco
Terco final

Presenca de outros

animais

Caes na propriedade
Presenca

Auséncia

Caes acesso a visceras
Sim

Nao

Caes criados

Soltos

Presos

Outros canideos
Presenca

Auséncia

102
25

213

256

84

267

73

17
36

0
0 0,0011
41
273 0,059
55
0
0,00001
41
31
0,81
10
70
258 0,156

3,36

1,49

0,95<OR<14,16

1,32<0OR<1,68

0,51<OR<2,67
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APENDICE A -

FICHA EPIDEMIOLOGICA - NEOSPOROSE
Propriedade n°= Data: / /
Entrevistado
Nome/Funcgao:
Proprietario: Fone para
contato:

1. Dados gerais sobre a propriedade:

Enderego/Municipio: :

Localizagao:

Tamanho (hectare/alqueire):

1.2Atividade principal:

( ) pecuaria ( ) agricultura ( ) mista

2. Dados epidemiolégicos referentes a Toxoplasmose:

2.1 Numeros de pessoas que moram na propriedade:
Adultos: (> 18 anos ) ( ) Adolesc: (>12a 18 anos )( ) Criangas: (0a 12

anos ) ()

2.2 Presencgas de roedores:

() sim ( )nédo () silvestre

2.3 Observados em:

( ) depdsito de racdo () curral ( ) residéncia ( ) outros

( ) ndo sabe

2.4 Presencas de gatos: () sim ( )nao ( ) ndo sabe
N° de animais

2.5 Os gatos tém acesso a:

( )depdsitoderagdo ( )feno ( )silagem () curral
( )pastagem ( )sala de ordenha ( ) outros

2.6 Abastecimento de agua (homem ):

( )rede publica ( )pogo convencional ( ) mina ( ) Pogo artesiano
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( ) ndo sabe ( ) outros

2.7 Abastecimento de agua (animais):

( ) rede publica () pogo convencional ( ) mina ( )represa
( ) agude pluvial ( ) corrego ( ) outros

2.8 A agua consumida é armazenada em caixa d’agua: ( ) sim ( ) ndo

2.9 A agua tem cor: ()sim ( )nédo
210 “« “ “ cheiro: () sim ( )nédo
211 “« “ “ sabor: () sim ( )nédo

2.12 A fonte de abastecimento de agua esta préoxima a:

2.12.1 Curral ( )sim( )néo

2.12.2 Esgoto ( )sim( )nao

2.12.3 Privada ( )sim ( )nao

2.12.4 Canil ( )sim( )néo

2.13Ingestao de carnes e derivados produzidos na propriedade:( ) sim ( ) ndo
2.13.1 Qual a frequéncia: ( )diariamente ( )semanalmente

( ) mensalmente ( ) semestralmente ( ) anualmente

2.14 Apoés temperar, vocé experimentam a carne antes de cozinhar: ( ) sim ( ) ndo
2.15 Tipos de carne consumida: ( ) crua ( ) mal passada ( ) cozida

2.16 Quais os derivados consumidos: ( ) linguiga frescal

() linglica defumada ( )quibe cru () outro; qual?

2.17 Ocorrem abate de animais na propriedade: ( )sim( ) nédo

2.18 Quais as espécies: ( ) bovina ( )suina ( )ovina ( )aves (frangos) ( )outra
2.19 O leite utilizado para a produgao de queijo é pasteurizado ou fervido?

() sim ( )nédo ( ) néo sabe

2.20 O queijo produzido na propriedade é consumido pelos moradores:

() sim ( )né&o ( ) n&do sabe

2.21 Os moradores fizeram algum exame de sangue em 1999 a 2003:

() sim ( )nédo ( ) ndo sabe

2.22 Toxoplasmose ( )sim ( )nédo ( )nao sabe

Qual o teste? Titulo

2.23 Brucelose () sim ( )nao ( ) n&o sabe



63

Qual o teste Titulo

2.24 Leptospirose () sim ( )nao ( ) n&o sabe
Qual o teste? Titulo

2.25 Outros:

Qual o teste? Titulo

3. Dados epidemiolégicos referentes a Neosporose:

3.1 Presencas de caes na propriedade: ( ) sim ( )ndo N° de animais (---------- )
3.2 Presencas de outros canideos: ( )sim () nao ( ) néo sabe

3.3 Os caes sao criados: ( ) soltos continuamente( ) soltos parcialmente ( )presos
3.4 Tém acesso a: ( )curral () pastagens ( ) deposito de ragéo ( ) feno

( ) silagem ( ) sala de ordenha

4. Dados sobre a criagao ovina (Neosporose):

4.1 Tipo de exploracao: ( ) Pecuaria intensiva ( ) Pecuaria semi-intensiva

( ) Pecuaria extensiva ( ) Pecuaria mista (corte/la )
4.2 Caracteristicas raciais dos animais: ( ) europeu ( ) mestico
4.3 Raga predominante: ( ) ( ) Outros

4.4 Alimentagao volumosa: ( ) pastagem ( ) forrageira  ( )feno

4.5 Alimentacao controlada:( ) ragdo comercial ( ) ragado produzida na propriedade
4.6 Suplementagao mineral: ( ) sal comum( ) sal comum + mineral ( )nenhuma
4.7 Nimero de animais: ( ) 0 a ---meses ( )----a----meses ( ) reprodutores ( ) matrizes
4.8 Problemas reprodutivos: ( ) abortamento ( ) repeticdo de cio ( ) natimortos

( ) recém nato debilitado ( ) auséncia de cio ( )ndo sabe ( ) nenhum problema

( ) outros. Quais:

4.9 Frequéncia dos problemas reprodutivos ( cria) :( ) primeira ( ) segunda

( )apos 5% () todas ( ) sem problema reprodutivo

4.10 Fase da gestagao acometida: ( ) terco inicial () tergo médio ( ) terco final

( ) ndo sabe
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4.11 O problema foi diagnosticado: ( ) sim ( )ndo  Qual:

4.12 Problemas neurolégicos com cordeiros: ( ) membros flexionados ( ) membros

hiperextendidos

( )ataxia () exoftalmia ( ) assimetria ocular ( )nenhum ( ) outro

5. Dados sobre a criagao canina (Neosporose):

5.1 Qual o tipo de alimento consumido: ( ) resto de comida ( ) ragao

( ) visceras de animais abatidos ( ) abortamentos

5.2 Problemas neurolégicos: ( ) paresia de membros ( ) ataxia

( ) rigidez com membros esticados ( ) morte subita ( ) outro ( ) n&o sabe
5.3 Problemas respiratoérios:

( )sim.Qual? ( )néao ( ) ndo sabe

6. Vacinas

6.1 Animais foram vacinados

( )sim ( )ndo ( )nao sabe

6.2 Se vacinados quais as vacinas usadas e quando isto ocorreu (més e ano)

Obs: especificar bem, pois é importante quando da interpretagao da sorologia.





