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FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO POR Neospora caninum EM
BOVINOS LEITEIROS DA MICRORREGIAO DE ILHEUS - ITABUNA,
ESTADO DA BAHIA.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar a dindmica e fatores
epidemiolégicos associados a neosporose bovina, na microrregido llhéus-
Itabuna, Estado da Bahia e prevaléncia de anticorpos contra Neospora
caninum em bovinos leiteiros provenientes de 19 propriedades selecionadas
por conveniéncia. Foram coletadas 20% de cada categoria (vaca, novilha e
bezerro) dos rebanhos, totalizando 760 amostras de soro bovino com idade
superior a quatro meses de idade, e dos cdes presentes nas propriedades
sempre que possivel. Antes das colheitas foi aplicada uma entrevista semi-
estruturada aos responsaveis pelas propriedades. As amostras foram avaliadas
pela reagdo de imunofluorescéncia indireta com ponto de corte de 1:200 nos
bovinos e 1:50 nos c&es e na andlise estatistica o teste do Qui-quadrado (1)
com corregao de Yates. As associagoes estatisticas entre o sorologia do
rebanho e as possiveis variaveis ligadas ao ambiente e manejo, bem como a
analise de regressao logistica foram realizadas através do pacote estatistico
EPI INFO (EPI INFO 3.5.1). A prevaléncia nos rebanhos foi de 94,74% (18/19),
variando de 1,1 a 66,7%, com positividade nos animais de 13,6% (103/760)
com titulos variando de 1:200 a 1:3200. A freqléncia dos bovinos positivos por
municipio com anticorpos contra N. caninum foi de 12,9% (45/303) em llhéus e
14,1% (58/354) em Itabuna, apresentando 27,69 (18/65) caes positivos em 9
de 13 propriedades analisadas. O modelo final de regressdo logistica
demonstrou a influéncia da variavel faixa etaria com a soropositividade dos
bovinos nos rebanhos analisados. Nao foi observada associagdo entre a
soropositividade dos cédes em relagdo aos bovinos no presente estudo. A
presenga de caes nas propriedades e criagdo de ovinos no mesmo ambiente
serviu como fator de protegdo contra a infecgdo de N. caninum nos rebanhos
analisados. N. caninum acomete bovinos leiteiros no Sul da Bahia, sendo a
transmisséo transplacentaria a principal rota de infecgao.

Palavras-chave: Bovinocultura, epidemiologia, neosporose, RIFI.



viii

FACTORS ASSOCIATED WITH Neospora caninum INFECTION IN DAIRY
CATTLE OF THE MICROREGION OF ILHEUS - ITABUNA, STATE OF
BAHIA.

ABSTRACT

This study aimed to determine the dynamics and epidemiological factors
associated with bovine neosporose in microrregion llhéus-Itabuna, State of
Bahia and prevalence of antibodies against Neospora caninum in dairy cattle
from 19 properties selected for convenience. We collected 20% of each
category (cow, heifer and calf) of the herds, totaling 760 serum samples over
the age of four months, and dogs present in the properties when possible.
Before the harvest was applied a semi-structured interviews with owners. The
samples were evaluated by indirect immunofluorescence with a cut-off 1:200
and 1:50 in cattle and dogs and in the statistical analysis the chi-square {f}
with Yates correction. The statistical associations between herd serology and
the possible variables related to the environment and management, as well
logistic regression analysis was conducted using the statistical package EPI
INFO (EPI INFO 3.5.1). The prevalence in herds was 94.74% (18/19), ranging
from 1,1 to 66,7%, with positive results in animals of 13.6% (103/760) with titers
ranging from 1:200 to 1:3200. The frequency of positive cattle per municipality
with antibodies against N. caninum was 12,9% (45/303) in llhéus and 14,1%
(58/354) in Itabuna, with 27,69% (18/65) positive dogs in 9 of13 properties
analyzed. The final model of logistic regression showed the influence of the
ages in the seropositivity in cattle in the herds analyzed. There was no
association between seropositivity of dogs in relation to cattle in this study. The
presence of dogs in the farms and sheep in the same environment served as a
protective factor against infection of N. caninum in the herds examined. N.
caninum affects dairy cattle in southern Bahia and transplacental transmission

is the main route of infection.

Keywords: Cattle, epidemiology, neosporosis, IFAT.
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1. INTRODUGAO

A microrregido llhéus-Itabuna sempre foi marcada pela monocultura do cacau,
contudo na década de 80 apds a crise cacaueira, esta caracteristica tem sido
mudada forgando agricultores a buscar diversificagdo produtiva, procurando assim o
consorciamento de cultivos bem como a insergéo de outras atividades pecuarias
como a bovinocultura e a ovinocultura.

Pela forma de exploragdo territorial e o manejo empregado, associado a
precarias condigbes de manejo sanitario e pouca organizagao zootécnica na regiao,
pode-se destacar a possibilidade de dispersdo e manutengao de diversos agentes

patogénicos responsaveis pela promogao de prejuizos econémicos na bovinocultura

leiteira.

Neste contexto, pode-se destacar a neosporose, doenga causada pelo
protozoario Neospora caninum que & apontado como importante patégeno, em

bovinos e caes, considerado como uma das mais importantes causas de

abortamento bovino em todo o mundo.

Ainda ndo existem formas efetivas por meios de farmacos ou vacinas para
controle da infeccdo, fazendo-se necessario buscar informagdes que permitam

elucidar a relagéo parasita-hospedeiro em diversos tipos de ambientes e climas, com

vistas a indugdo de medidas de controle e profilaxia.



1.1. Objetivos

1.1.1. Geral

Determinar a dindmica e fatores epidemiolégicos associados a neosporose

bovina, nos Municipios de llhéus e Itabuna, Estado da Bahia.

1.1.2. Especificos

- Determinar a frequéncia do parasitismo nos rebanhos e bovinos da regido do
estudo;

-Determinar a frequéncia do parasitismo em cdes pertencentes a propriedades
rurais;

- Determinar os fatores de risco associados ao parasitismo em bovinos;

- Determinar a associagdo do parasitismo com os casos de abortamento, e outros

sinais relacionados ou nao a disturbios reprodutivos.

(S



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Neospora caninum

Neospora caninum & um protozoario intracelular obrigatério, e importante
patégeno, principalmente de bovinos e cdes que infecta naturalmente diversos
mamiferos tais como: cavalos, bufalos, caprinos, ovinos, suinos, lhamas, alpacas,
camelos, cervideos e rinocerontes (DUBEY, 2003; DUBEY et al., 2007), sendo
apontado como uma das mais importantes causas de abortamento bovino em todo o
mundo (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY, 2003).

Teve o seu primeiro relato em cdes na Noruega por Bjerkas et al. (1984),
tendo sido inicialmente diagnosticado como Toxoplasma gondii, pela semelhanga
biolégica e estrutural entre eles, contudo pela diferenga antigénica, foi descrito e
identificado como novo género e espécie por Dubey et al. (1988a). Em bovinos
Thilsted e Dubey (1989), historicamente foram os primeiros a relatar a presenga de
N. caninum, em um rebanho com histérico de aborto persistente no Novo México,
EUA. Estes encontraram focos de necrose no cérebro de dois fetos e, no rim de um
terceiro estrutura semelhante a cistos de Toxoplasma, sendo o diagnostico,
confirmado como N. caninum através da imuno-histoquimica (LINDSAY; DUBEY,
1989).

A classificagao taxonémica proposta para o parasito € a seguinte: protozoario
pertencente ao reino Protista, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem

Eucoccidiida, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, género Neospora,



especie N. caninum (LEVINE et al., 1980; DUBEY et al., 1988a, CAVALIER-SMITH,

1993).

2.2. Ciclo biolégico e formas infectantes

Neospora caninum é um coccidio, que de forma geral, é bastante semelhante
em estrutura e ciclo de vida ao T. gondii, com duas diferengas importantes:
neosporose € primariamente uma doenga do gado, possuindo canideos como
hospedeiros definitivos, enquanto que a toxoplasmose é primariamente uma doenca
dos seres humanos, ovelhas e cabras, tendo os felideos como unicos hospedeiros
definitivos do T. gondii (DUBEY et al., 2007). Neospora caninum apresenta um ciclo
heteroxeno obrigatério possuindo caes (Canis familiares) e coiotes (Canis latrans)
como unicos hospedeiros definitivos conhecidos (McALLISTER et al., 1998;
GONDIM et al., 2004a).

Existem trés formas infectantes do parasita: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos. Taquizoitos e bradiz;nitos possuem proliferagao assexuada, e ocorrem
nos tecidos dos hospedeiros infectados (intermediario e definitivo), enquanto os
esporozoitos estdo presentes nos oocistos esporulados no ambiente (DUBEY:
LINDSAY, 1996; HEMPHILL, 1999; DUBEY et al., 2002).

Os taquizoitos de N. caninum s&o ovoides, de formato semilunar ou globular e
medem 3-7 x 1-5 ym a depender do estagio de divisdo, os que ainda nao sofreram
divisao sa@o de aproximadamente 7 x 2 um e podem estar presentes em muitos tipos

celulares (DUBEY et al., 2002), geralmente se localizam no citoplasma da célula



hospedeira, formando um vacuolo parasitdforo (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 1996).
Sem uma resposta imunoldgica efetiva estas estruturas pelo processo de
endodiogenia comegam a se proliferar, podendo se espalhar por todo o corpo
através da corrente sanguinea, podendo ocorrer transmisséo transplacentaria para o
feto (WOUDA, 2007). Com o inicio de uma resposta imune do hospedeiro, os
taquizoitas diferenciam-se em bradizoitas estabelecendo-se no hospedeiro como um
cisto tecidual persistente (BUXTON et al., 2002).

Cistos teciduais sdo redondos ou ovalados podendo ter até 100 pm de
diametro, possuindo uma parede de 1-4 ym de espessura (DUBEY et al., 2002) A
parede dos cistos é responsavel pela protegao do parasita das reages imunolégicas
provenientes do hospedeiro e a espessura da mesma depende do tempo em que a
infecg@o esteja presente (JARDINE, 1996).

Os bradizoitos localizados no interior dos cistos s@o alongados e medem
cerca de 7 - 8 x 2 pym; podendo estes estagios serem encontrados em outros tecidos
especialmente na musculatura esquelética (DUBEY et al., 2004a, PETERS, et al.,
2001).

Os cistos podem permanecer viaveis nos hospedeiros infectados por varios
anos sem causar significativas manifestagées clinicas, contudo podem recrudescer,
caso haja imunossupressao do hospedeiro como fator desencadeante do processo
(WOUDA et al., 1999a e ATKINSON et al., 2000).

Os carnivoros podem adquirir a infec¢do através da ingestdo de tecidos
contendo cistos (SCHARES et al., 2001, GONDIM et al., 2004a; McALLISTER et al.,

1998, LINDSAY et al., 1999) que pela resisténcia de sua parede a digestao pela



pepsina acida no estdmago, permite a liberagdo dos bradizoltos no intestino dos
hospedeiros (WOUDA, 2007).

Cadelas quando infectadas podem transmitir o parasita aos seus
descendentes e sucessivas ninhadas podem ser infectadas, mas isoladamente a
transmissao vertical ndo é capaz de manter o parasita nesta espécie, sendo assim a
transmissao horizontal a principal via de infecgdo em caes (BARBER; TRES, 1998).

Os oocistos sao formas de resisténcia, mas pouco se sabe sobre a
sobrevivéncia, bem como, sua resisténcia no ambiente; mas devido a sua estreita
relagédo com o T. gondii, presume-se que a resisténcia dos oocistos de N. caninum
seja semelhante aos de T. gondii (DUBEY, 2004b). Eles séo excretados nas fezes
de caes e coiotes na forma nao esporulada (GONDIM et al., 2004a; LINDSAY et al.,
1999; McALLISTER et al., 1998), medindo cerca de 10 a 12 ym, esporulando no
ambiente em 24h (LINDSAY et al., 1999), com formagéo de dois esporocistos, cada
qual contendo quatro esporozoitos (McALLISTER et al., 1998). A esquizogbnia e
gametogonia, fases que precedem a formagao de oocistos no intestino de caes

ainda nao foram documentados (WOUDA, 2007).

2.3. Prevaléncia em bovinos no mundo e no Brasil

Neosporose bovina € um problema comum em muitos paises com producao
leiteira intensiva, contudo pode afetar tanto o gado de leite quanto o de corte

(DUBEY, 2003). Achados sorolégicos recentes indicam que a infecgdo por N.



caninum no gado leiteiro é de ocorréncia em todos os continentes (DUBEY et al.,
2007).

Nos Estados Unidos encontrou-se prevaléncias de 24,4 e 45% (ANDERSON
et al., 1991, ANDERSON et al., 1995) sendo considerada e maior causa de aborto
no gado leiteiro, assim como na Holanda (WOUDA, 1998a) e Japao (KOIWAI et al.,
2005).

Na Ameérica Latina Venturini et al. (1995) foram os primeiros a relatar a
infeccao por N. caninum em vacas leiteiras com histérico de abortamento na
Argentina observando uma soroprevaléncia de 51,5. No Brasil o a neosporose esta
amplamente distribuida em bovinos e cédes como demonstrado por Dubey et al.
(2007) em sua revisao. |

Nas tabelas 1 e 2, encontram-se um resumo de levantamentos sorolégicos,

evidenciando a preseng¢a de N. caninum em diferentes paises e estados do Brasil.
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2.4. Transmissao e fatores de risco em bovinos

Existem dois meios possiveis de transmissao da infecgao por N. caninum nos
bovinos. A primeira e mais importante rota é usualmente chamada de transmissao
vertical ou fransmissdo congénita, atualmente denominada transmissdo
transplacentaria endogena (TREES; WILLIAMS, 2005). Ela refere-se a passagem
transplacentaria do parasito de uma vaca com infecgao persistente para seu bezerro
ainda no utero. Esta tem origem na reativagéo de bradizoitos presentes nos cistos
teciduais (recrudescéncia da infecgao), em fungdo da diminuicdo da imunidade
mediada por células (ENTRICAN, 2002).

A segunda rota é denominada transmissdo horizontal ou transmissdo pos-
natal, ocorrendo pela via oral, através da ingestido de oocistos esporulados
(DIJKSTRA et al., 2001a; SCHARES et al., 2002; DE MAREZ et al., 1999; TREES et
al., 2002; GONDIM et al., 2004b).

Em um destes estudos experimentais, De Marez et al. (1999) administraram
aproximadamente 10*-10° oocistos de N. caninum observando no periodo de 2 a 4
semanas respostas especificas IgG1 e IgG2 através de RIFI e ELISA nos bezerros
infectados. Em outro estudo Trees et al. (2002) desafiou trés vacas prenhes com 10
semanas de gestagdo com 600 oocistos esporulados, nao verificando abortamento,
mas constatando persisténcia da infecgdo no cérebro de vacas 4 meses apds o
parto através de PCR, concluindo que o limiar para indug&o de aborto seja superior
a 600 oocistos. Gondim et al. (2004b) ao administrarem de 1.500 a 115.000 oocistos

verificaram que 17 das 19 (89%) vacas tornaram-se soropositivas para N. caninum,
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com infec¢éo transplacentaria em 6 dos 17 bezerros (35%) destas, sendo que uma
das vacas abortou e outra vaca deu a luz a um bezerro natimorto.

Recentemente, os termos transmissio transplacentaria enddgena e
transmiss&o transplacentaria exdgena tém sido propostos para descrever mais
precisamente a origem da rota de infec¢do do Neospora caninum para o feto; sendo
que a ftransmissdo transplacentaria endogena ocorre em vacas com infeccédo
persistente apds recrudescéncia da infecgdo durante a gestacao, enquanto que a
transmissao transplacentaria exbgena ocorre ap6s uma infecgdo primaria, apos
ingestao de oocistos no periodo de gestagcao (TRESS; WILLIANS, 2005).

A probabilidade de vacas infectadas passarem a infecgdo para suas crias
durante a gestagao é muito alta, com valores variando de 66 a 95% (PARE et al.
1996; DAVISON et al., 1999: DIJKSTRA et al., 2003). Vacas podem permanecer
infectadas por toda a vida (TREES et al., 1989) podendo transmitir a infecgdo a seus
descendentes em varias gestagdes consecutivas (FIORETTI et al.,, 2003) ou de
forma intermitente (WOUDA, 1998a).

Apesar da eficiéncia na transmissao vertical, fica evidente a partir de modelos
matematicos que a infecgéo pelo N. caninum nao pode ser sustentada em rebanhos
sem a transmissdo horizontal (FRENCH et al., 1999). Além disso, estudos
epidemiologicos e observagbes a campo demonstram a ocorréncia de infecgéo
horizontal em bovinos, com transmissé@o transplacentaria exégena particularmente
em rebanhos com surtos de aborto epidémico, sendo este padrido associado a
transmissao horizontal de N. caninum (McALLISTER et al., 1996,2000: THURMOND

et al., 1997; DIJKSTRA et al., 2001b).
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Dois estudos evidenciaram que a taxa de infecgdo congénita diminuiu
conforme o nimero de gestagdes, estes resultados sugerem que vacas podem em
algum momento desenvolver um grau de imunidade capaz de prevenir a
transmissao transplacentaria (ROMERO et al., 2002; DJIKSTRA et al., 2003). No
primeiro estudo Romero et al. (2002) em 20 rebanhos leiteiro da Costa Rica mostrou
que bezerros nascidos de vacas com seis ou mais partos mostraram menor
probabilidade de nascerem infectadas quando comparadas com vacas primiparas
com um OR=0,6, enquanto Dijkstra et al. (2003) sugeriu infecgdo congénita com taxa
de 80% na primeira parigdo, 71% na segunda e 67% na terceira e 66% a partir da
quarta.

Em estudo retrospectivo na Argentina Moore et al., (2009) constatou que a
probabilidade de um animal ser positivo para N. caninum foi de 85% (OR = 1,85) em
animais com historico de abortamento quando comparados aos animais sem relato
de aborto.

Consumo de placenta, material de fetos abortados ou descargas uterinas por
cdes em fazenda em combinagao com a defecacado no cocho de alimentagédo, nos
locais de armazenamento de feno, ragdo, capim ou de silagem foi observada em
19% das fazendas estudadas e em 75% das fazendas com infecgao pés natal
(DIJKSTRA et al, 2002a), tendo também a ingestdo de carcagas de animais
silvestres infectadas com cistos teciduais a hipotese da existéncia de um ciclo
silvestre do N. caninum (DUBEY, 2003).

Dijkstra et al. (2001a) relataram o sucesso na transmissao do N. caninum
para caes ap6s serem alimentados por placentas de vacas naturalmente infectadas.

Outra forma de infecgdo pode ser através da ingestdo de carcagas (TREES;
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WILLIAMS, 2000), ou came crua (BASSO et al., 2001), sendo que a ingestao de
fetos abortados parega ser uma fonte menos provavel de infecgdo (BERGERON et
al., 2001).

Caes, coiotes e possivelmente outros canideos selvagens podem
desempenhar um papel importante em um ciclo silvestre, pois quando animais
silvestres sdo cacados, a evisceracdo geralmente ocorre a campo, deixando as
visceras no ambiente. Além disso, existe a predagdo natural de animais silvestres
por canideos selvagens. Desta forma as visceras ou a carcaga estariam disponiveis
para o consumo de canideos silvestres e de c3es domeésticos, o que poderia
aumentar o risco de transmissdo de N. caninum para os bovinos (GONDIM et al.,
2004c).

A presenca de caes em uma fazenda tem se mostrado um fator de risco para
infeccdo do gado (PARE et al., 1998; BARTELS et al., 1999; WOUDA et al., 1999b,
MAINAR-JAIME et al.1999), e a introducdo de um novo cdo em uma exploragao
bovina com neosporose endémica parece ser um fator de risco para transmiss&o
horizontal no rebanho (DIJKSTRA et al. 2002b) A presenca de N. caninum no sémen
bovino pode ser uma nova via de transmissdo, contudo parece ser improvavel, pois
a freqliéncia de detecg@o do DNA de N. caninum foi baixa nos estudos (FERRE et
al., 2005; ORTEGA-MORA et al., 2003), sugerindo que organismos viaveis
presentes sao poucos e raros.

Mondry et al. (2001) levantaram a hipotese de transmissdo de N. caninum
atraves da placentofagia de fémeas bovinas no p6s-parto, o que segundo os autores
explicaria a alta prevaléncia da infecgdo nos rebanhos que sdo mantidos sem

contato direto com os cédes potencialmente infectados, contudo Schares e Conraths
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(2001) mencionam a possibilidade de que caes de outras propriedades, assim como
caes selvagens ou outros canideos que ainda nao foram identificados como
hospedeiros definitivos, poderiam explicar a contaminagao das forragens bem como
das aguadas, indicando que a placentofagia por si s6, ndao poderia sustentar e
explicar as altas prevaléncias nos rebanhos. Além disso, falhas neste tipo de
transmissao também foram relatadas por Davison et al. (2001).

O periodo em que ocorre a infecgao durante a gestagdo mediante a dose
infectante, & determinante para o sucesso da doenga como demonstrado por
Gondim et al. (2004b), onde a taxa de transmissdo vertical foi maior nas vacas
infectadas até 160 dias de gestagdo. E também foi maior nas vacas recebendo
41.000 oocistos, no entanto nesta avaliagéo, a transmissao transplacentaria ocorreu
em uma de duas vacas que receberam a menor dose testada de oocistos (1.500),
ap6s 160 dias de gestagdo. Esta associagdo dupla de transmisséo transplacentaria
com ambas as doses de oocistos e tempo de infeccdo permite o desenvolvimento de
curvas de probabilidade para prever resultados de combinagdes da dose de oocistos
ingeridas e dias de gestagao na primeira exposigdo (GONDIM et al., 2004b)

O conhecimento dos fatores de risco que favoregam os rebanhos bovinos de
adquirir a infecgao por N. caninum e sua associagao com o aborto, se faz importante
para o desenvolvimento e implementagdo de medidas de controle da neosporose
bovina. Grande parte dos conhecimentos quanto ao risco de infecgéo ou dos fatores
de protegcdo se baseia nos estudos retrospectivos, caso-controle é experimentais.
Sendo assim a identificagdo repetida de um fator de risco ou de protegdo nos

diversos estudos realizados evidencia que determinada caracteristica encontrada é
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um risco ou fator de protegao verdadeiro para disseminagao ou controle da infecgao
(DUBEY et al., 2007).

Animais mais velhos possuem um risco maior de se tornarem infectadas
(RINALDI et al., 2005). No caso de transmissao vertical, animais soropositivos estao
distribuidos igualmente entre os diferentes grupos de idade, e bezerros soropositivos
possuem vacas soropositivas. Mas quando a transmissao horizontal esta presente
ocorre aglomeragdo de soropositivos em uma determinada categoria, juntamente
com a falta de associagao entre o status sorolégico da vaca e bezerro (DIJKSTRA et
al., 2001b).

Existem indicaces em muitos paises que a soroprevaléncia entre os bovinos
difere conforme o tipo de raga (BARTELS et al, 2006), porém o sistema de
producdo também deve ser levado em consideragao por exercer maior pressao de
produgdo sobre os animais, levando-os a um maior estresse (MELO et al., 2001)
implicando em maiores chances de recrudescimento da infecgdo pelo rompimento
dos cistos do parasita nos animais positivos como especulado por Wouda et al.
(1999a) e Atkinson et al. (2000). Ja Aguiar et al. (2006), nao encontrou diferengas
significativas entre os diferentes tipos de produgdo, possivelmente por se tratar de
animais com baixa produgao pecuaria.

Hassig e Gottstein (2002) na Suiga observaram que a proximidade das
fazendas a cidades ou vilarejos representa um fator de risco ao aborto associado a
Neospora caninum, achados semelhantes foram encontrados na Alemanha por
Schares et al. (2003) quando propriedades que se encontravam ém distritos ou
cidades com alta densidade populacional, favoreciam uma maior taxa de

soroprevaléncias nos rebanhos. Este incremento populacional da densidade, estaria
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segundo Schares et al. (2003) correlacionado a altas densidades de caes, que
podem levar a um elevado risco de infecgdo nos rebanhos localizados préximos a
cidades ou vilarejos.

Altas taxas de lotagdo também foram associadas na Italia onde o risco
individual do gado se tornar soropositivo aumenta conforme o tamanho do rebanho,
interagindo também a este fator uma maior presencga de cdes nas propriedades com
maiores rebanhos (OTRANTO et al., 2003) e na Alemanha rebanhos maiores
tiveram um maior risco de positividade quando analisadas amostras de leite através
de ELISA (SCHARES et al., 2003). O aumento da densidade, associada a diferentes
manejos (BARLING et al., 2001) e medidas sanitdrias ruins poderiam estar
contribuindo para evidenciar tais diferengas (SCHARES et al., 2003).

O fator clima em dois estudos na Europa avaliando os riscos de
soropositividade individual e no rebanho revelaram que a temperatura média na
primavera foi determinante como fator de risco para maior propor¢gdo de
soropositividade (SCHARES et al., 2004; RINALDI et al, 2005). Sendo tal
observagdo justificada pela agdo do clima na esporulagdo e sobrevivéncia dos
oocistos no ambiente (DUBEY et al., 2007), da mesma forma que regiGes mais
Gmidas estiao mais propensas a animais soropositivos (ANDREOTTI et al., 2004).

Vérios s3o os estudos realizados através de técnicas sorolégicas, porém
grande variagio dos resultados € evidenciada, possivelmente pela adogao de
diferentes pontos de corte (BJORKMAN; UGGLA, 1999) e por diferengas regionais,
o que dificulta uma comparagao direta dos resultados encontrados (DUBEY et al.,
2007). Tais diferengas quando encontradas s6 podem ser levadas em consideragao

quando ha uma padronizagdo das anélises e dos desenhos experimentais como
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realizado por Bartels et al. (2006), sugerindo assim diferengas reais no risco de
infecgdo entre diferentes regides, dentro de uma determinada regiéo, e entre 0s
diferentes sistemas de produgdo e manejo. Portanto cautela deve ser tomada ao
transferir resultados de analise de fator de risco em um determinado sistema de

gest&o ou regido para outra (DUBEY et al., 2007).

2.5. Patogenia da neosporose na gestagio

Durante a gestagao as interagdes entre o feto e a mae séo bi-direcionais: O
feto estando na placenta necessita de nutrigdo e um ambiente adequado em
condicbes homeostaticas, considerando que a mée influenciada pelos fatores
placentarios adapta seu metabolismo e sistema imunolégico, permitindo assim a
vida fetal (THELLIN; HEINEN, 2003), tendo agdo de hormdnios esterbides que agem
sistematicamente na preparagdo do endométrio para a implantagdo do embrido
(PICCINI et al., 2000).

Acredita-se que a resposta imune mediada por células seja importante na
protecdo contra N. caninum (INNES et al., 2002), e a caracteristica da resposta
imunologica durante a gestagdo pode ser importante para determinar se uma
infecgdo por Neospora caninum resultara em morte fetal, ou sobrevivéncia do feto e
transmiss&o de infecg@o congénita (INNES et al., 2002; QUINN et al., 2002).

Mediante altos niveis de progesterona, a resposta imune Th2 (Linfécitos T
helper tipo 2) mantém a gestagdo mediante produgdo de IL4 (interleucina 4), IL5,

IL6, IL9 e IL10 e redugio da produgido de moléculas pré-inflamatérias como a IL12 e
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IFN-y (interferon gama), que sao prejudiciais a vida fetal. O equilibrio das respostas
Th1/Th2 € muito importante para que n&o haja rejeig¢ao do feto, ja que respostas do
tipo Th1 promovem produgéo de IFN-y e outras citocinas, que promovem a rejeigao
fetal, e consequentemente ocorrendo o aborto (RAGHUPATHY, 1997).

A resisténcia a muitos parasitas protozoarios intracelulares é dependente de
células T helper 1 (Th1) e da agéo de algumas citocinas inflamatérias. Isto tem
repercussoes importantes para fémeas no periodo de gestagéo, pois forte resposta
celular do tipo Th1 permite o controle de infecgdes provocadas por protozoarios,
mas tais respostas sao nocivas para a sobrevivéncia do feto. Quando uma resposta
do tipo Th2 € predominante, citocinas pro-gestagao séo produzidas, apoiando assim
o desenvolvimento do feto (MAKHSEED et al., 2001), contudo estas citocinas nao
sdo capazes de controlar adequadamente a infecgdo, causando aumento da carga
parasitaria na mae (QUIN et al., 2002).

Citocinas promovidas por resposta Th1 podem ativar macrofagos
inflamatérios e células NK (natural killer) que exercem capacidade citolitica.
Citocinas Th1 podem também agir diretamente sobre as células trofoblasticas,
reduzindo a produgdo da glicoproteina OX-2 (que & responsavel pelo equilibrio
Th1/Th2 a favor do Th2) e aumentando a produgao de FglL2 (pré-trombinase). A
FgL2 pode induzir a coagulagdo do sangue, que impede a circulagdo do sangue
materno da placenta por trombose, assim as trocas vitais entre os sangues materno
e fetal ficam bloqueadas, levando a morte de tecidos fetais. Consequentemente uma
resposta endotelial pode promover ativagdo de neutréfilos que ativados atacam

estruturas do feto e placenta. As citocinas Th1 também estimulam a producéo de
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imunoglobulinas capazes de ativar a cascata do complemento, e a falha em reduzir
esta resposta contribui para o processo de abortamento (THELLIN; HEINEN, 2003).

As alteragdes patolégicas em fungdo da neosporose a €ampo (DUBEY;
LINDSAY, 1996; WOUDA, 1997) e as experimentais possuem agao semelhante na
infeccdo do feto e da placenta (BARR et al., 1994, MALEY et al., 2003;
MACALDOWIE et al., 2004). As infecgbes experimentais no inicio da gestagao
podem causar mudangas patologicas severas em areas fetais ou maternais da
placenta resultando em morte fetal (MACALDOWIE et al., 2004), enquanto infecgdes
experimentais no meio da gestagdo provocam alteragdes placentarias mais leves
com resolugdo das lesdes, levando a infecgbes fetais e sobrevivéncia do feto
(MALEY et al., 2003).

A ocorréncia de destruigdo das células e consequente estebelecimento da
doenca, vai depender de um equilibrio entre a capacidade de penetragdo e
multiplicagdo dos taquizoitos em células do hospedeiro, mediante a capacidade do
hospedeiro inibir a multiplicagéo do parasita (BUXTON et al., 2002).

A infeccdo pode acontecer pela reativagdo de bradizoitos presentes no
interior dos cistos localizados nos tecidos de vacas infectadas durante o periodo de
recrudescéncia, que mediante a diminuicdo da imunidade mediada por células
durante a gestagdo, permite a parasitemia (ENTRICAN, 2002), estando assim a
transmissdo congénita e a ocorréncia do aborto diretamente relacionada com o
periodo da gestagdo em que a vaca foi infectada (WILLIAMS et al., 2000), onde o
maior risco de morte fetal & observado entre 98 e 105 dias de gestagéo e a idade

média de morte fetal variando de 99 a 105 dias (PETER, 2000).



2.6. Diagnoéstico sorolégico

A detecgao de anticorpos contra N. caninum em animais suspeitos indica a
exposicdo dos mesmos ao parasito. A técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
foi a primeira prova imunolégica usada para detecgdio de anticorpos contra N.
caninum (DUBEY et al., 1988b) e tem sido considerada como uma prova de
referéncia frente as outras técnicas. Os testes soroldgicos s&o considerados
ferramentas essenciais para a detecgdo da infecgao sendo importante apoio para
exames clinicos, e indispensaveis em estudos epidemiologicos (BJORKMAN,;
UGGLA, 1999; DUBEY et al., 2006).

Uma variedade de testes de detecgao de anticorpos, além da RIFI, tais como:
ensaios imunoenzimaticos (ELISA), immuno blotting (IB) e testes de aglutinagao
direta (NAT) foram desenvolvidos ao longo dos anos (ATKINSON et al. 2000;
BJORKMAN: UGGLA, 1999; JENKINS et al., 2002). No mundo varios trabalhos sao
realizados empregando-se o uso de técnicas sorologicas, porém grande variagdo
dos resultados é evidenciada, e tais diferengas podem ser esclarecidas pelo uso de
diferentes técnicas sorolégicas ou pela adogdo de diferentes pontos de corte, o que
dificulta uma comparacéo direta dos resultados encontrados (BJORKMAN; UGGLA,
1999).

Em contraste, com a detecgdo direta ou indireta em tecidos fetais, métodos
sorolégicos podem ser utilizados para analisar animais in vivo e assim dar
informagées sobre a rota e estagio de infecgdo. A presenga de anticorpos
especificos de N. caninum nos fluidos fetais ou em soros de vacas pode nao ser s6

util no diagnéstico de infecgdo, mas podem também evidenciar infecgdo congénita,
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deixando claro o possivel papel que um animal pode desempenhar no ciclo de vida
ou na epidemiologia do N. caninum no rebanho (JENKINS et al., 2002).

Os testes sorologicos podem ser utilizados para inferir a auséncia de infecgao
em animais. Nesta circunstancia é importante destacar que anticorpos podem flutuar
substancialmente em animais sem histérico de abortamento, atingindo valores
abaixo do ponto de corte, sendo necessario adotar testes mais sensiveis ou ajustar
o ponto de corte (ALVAREZ-GARCIA et al., 2003).

Varios kits de ELISA baseados em diferentes preparagoes antigénicas, kits de
teste de aglutinagido e reagentes para testes de imunofiuorescéncia ja estao
disponiveis comercialmente. Cada sistema oferece vantagens e desvantagens, que
devem ser cuidadosamente consideradas, quando escolhidos para diferentes
~ aplicagoes (ALVAREZ-GARCIA et al., 2007).

A sorologia também pode ser usada com finalidades diagnéstica em fetos
abortados, ja que o feto bovino comega a desenvolver a capacidade de produzir
anticorpos no meio da gestagdo, com aproximadamente cinco meses (OSBURN,
1988), desta forma a sorologia pode ser empregada preferencialmente em fetos de
cinco meses ou com idade superior, e os fluidos da cavidade abdominal ou toracica
podem ser usados para realizar a detecgao de anticorpos (DUBEY; LINDSAY,
1996). Todavia a sensibilidade da sorologia fetal pode ser baixa, devido a baixos
titulos de anticorpos presentes nos fluidos e pela degradagdo post-mortem das
imunoglobulinas (ALVAREZ-GARCIA et al., 2007).

A selecido de pontos de corte, diferentes dos que sdo adotados em bovinos

adultos devem ser considerados para sorologia fetal. Um ponto de corte para RIFI
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entre os valores de 1:16 (ALVAREZ-GARCIA et al., 2003) e 1:25 (WOUDA et al.,
1997) seria apropriado nesta circunstancia.

Para determinag&o de infecgao transplacentaria, uma amostra de soro pre-
colostral deve ser realizada a fim de evitar falsos positivos em fungéo de anticorpos
colostrais. Desta forma, a auséncia de anticorpos especificos em bezerros recéems-
nascidos, torna a infecgdo por N. caninum improvavel, pois, a concentragdo de
anticorpos pré-colostrais em bezerros congenitamente infectados s&o elevados
(WOUDA et al., 1998b).

Em animais adultos a detecgio de anticorpos especificos € normalmente
realizada com soro, mas amostras de leite também podem ser avaliadas (SCHARES
et al, 2003). Vacas recém abortadas possuem geralmente altos titulos de
anticorpos, portanto a sorologia se torna util para auxilio no diagnéstico da
neosporose como causa de abortamento em vacas (WOUDA et al., 1998a), contudo
a simples presenga de anticorpos ndo prova que a infecgdo causou o aborto, pois
muitas vacas cronicamente infectadas sdo sorologicamente positivas (ALVAREZ-

GARCIA et al., 2007).

2.7. Sinais clinicos em bovinos

A principal manifestagao clinica da neosporose bovina € o abortamento,
ocorrendo tanto em rebanhos leiteiros, quanto nos de corte, causando consideraveis
perdas econdmicas (TREES et al., 1999). Fetos morrem no utero entre o terceiro e o

oitavo més de gestagdo (DUBEY, 2003), com maior freqliéncia entre o 5-6° més
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(DUBEY; LINDSAY, 1996) sendo normalmente expulsos com autélise moderada,
contudo pode haver também morte fetal antes dos cinco meses, seguido de
mumificagdo, reabsorgdo, natimortos e posterior repeticio de cio como
consequéncia (SAGER et al.,, 2001; MOORE, et al., 2002). Na maioria dos casos,
vacas soropositivas, tém bezerros clinicamente normais, porém cronicamente
infectados, embora os mesmos possam nascer vivos, mas doentes, ou natimortos
(DUBEY; LINDSAY, 1996).

Os bezerros doentes, oriundos de uma infecgio congénita tendem a
apresentar disfungdes neuroldgicas e baixo peso ac nascer. Raramente estas
infecgdes congénitas com sintomatologia nervosa sdo aparentes, e quando

visualizadas variam de uma leve ataxia a tetraparalisia (DUBEY; LINDSAY, 1996;

DUBEY, 2003).

Em algumas situagdes membros anteriores e posteriores de bezerros ao
nascer podem apresentar-se flexionados ou hiper estendidos, e ocasionalmente
achados de anormalidades congénitas como escoliose, hidrocefalia e estreitamento

da medula espinhal séo relatados (DUBEY, 1999).

2.8. Importancia econémica
As perdas econémicas provocadas pela neosporose em animais produtores

de camne e de leite estdo especialmente relacionados a problemas reprodutivos

como perda fetal precoce, natimortos e mortalidade neonatal (TREES et al., 1999).
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Apesar do aborto ser considerado o maior prejuizo, as despesas indiretas
devem estar incluidas tais como ajuda de profissionais, estabelecimento de
diagnostico, recria de animais que abortaram, reposigao de animais descartados,
eventuais perdas na produgéo leiteira e o valor do feto perdido (DUBEY et al., 2006,
PETER, 2000).

Redugbdes significativas no ganho de peso pés-desmama, peso de carcaga, €
retorno econdémico foi associada com a detecgdo de anticorpos anti-N caninum em
bezerros de corte em confinamento (BARLING et al., 2000).

Ao quantificar os efeitos da neosporose o essencial é diferenciar a
demonstracdo da infeccdo em si das diversas causas que podem levar ao
abortamento, havendo uma necessidade de mais estimativas e parametros
epidemioldgicos relacionados a perda fetal precoce, natimortos e mortalidade
neonatal, sendo estes dados possivelmente utilizados para quantificar plenamente o
impacto da neosporose através de analise econémica (TREES et al., 1999).

Segundo Eicker e Fetrow (2003) o custo de um aborto pode variam de U$600
a U$ 800 dolares, valores proximos do que foi sugerido por De Vries (2006). Ja
Pfeiffer et al. (1997) estimou que o custo de um aborto induzido pela infecgdo por
Neospora caninum na Nova Zelandia seria de US$ 975 délares. A médio e longo
prazo Peter (2000) determinou que os prejuizos com um aborto pudessem ser de
U$600 a 1.000 ddlares enquanto que no Canada o custo de um aborto incluindo as
perdas de reproducao e redugdo da produgao leiteira chegariam a casa dos U$1.286
dolares.

A variagdo destas andlises econdmicas para calculos de prejuizos por conta

dos abortamentos sdo ilustragdes de casos especiais, ndo sendo avaliadas no
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rebanho ou na meédia do grupo, e os métodos utilizados para a obtengéo destes
valores ndo foram plenamente descritos ou poderiam ser melhorados, justificando

assim tais diferencas (DE VRIES, 2006).

2.9. Prevencao e controle

Uma estratégia geral para o controle da neosporose em todo 0 mundo n&o é
aplicavel por conta de diferengas regionais na epidemiologia da neosporose bovina,
sendo prudente fazer estudos epidemiologicos regionais antes de se adotar um
programa de controle (DUBEY et al., 2007).

As diferengas encontradas no estudo da neosporose, possivelmente podem
ser justificadas pelas diferengas peculiares de cada pais, regido, rebanho (leite ou
corte), das categorias estudadas e das ragas avaliadas (BARTELS et al., 2006);
acompanhando estas diferengas, as opgGes de controle também se modificam em
varios paises, que vao desde estratégias de vacinagdo, manejo reprodutivo,
estratégias para descarte de animais e agdes tomadas em relagido as medidas de
higiene (CONRATHS et al., 2007).

Em fazendas ndo infectadas, prevenir a introdugdo do parasita através de
medidas de biosseguranga € o foco principal. O melhor método para se garantir a
auséncia do parasita em uma propriedade, seria manter o rebanho fechado, mas
pela dificuldade de realizar tal procedimento, recomenda-se que os animais sejam

obtidos somente a partir de rebanhos que foram testados e reconhecidos como
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negativos, de preferéncia com mais de uma prova do teste para evitar falsos-
negativos (HADDAD et al., 2005).

N&o existem vacinas ou quimioterapia seguras e eficazes contra a
neosporose bovina até o momento, desta forma medidas de controle e profilaxia
fundamentados nos aspectos epidemiolégicos conhecidos até o momento devem ser
realizadas com o intuito de evitar a disseminagéo da doenga. (DIJKSTRA et al.
2002b; CONRATHS et al., 2007). No entanto resultados experimentais tém sido
observados, e que podem resultar em uma opgéo de controle quimioterapico em um
futuro proximo (KRITZNER et al., 2002; HAERDI et al., 2006; STROHBUSCH et al.,
2009).

Caes mantidos em contato com o rebanho sao identificados como fatores de
risco para o aparecimento da neosporose bovina (PARE et al., 1998; SCHARES et
al., 2003), pela infecgdo pos-natal do gado através da ingestido de oocistos,
(McALLISTER et al., 2000; GONDIM et al., 2002); devendo-se evitar a presencga dos
mesmos nas instalagdes pela possibilidade de contaminagdo do ambiente pelos
oocistos presentes nas fezes (DIJKSTRA et al. 2002a).

Sendo assim a contaminagao de alimento e da agua fornecida para o gado
deve ser também evitada. A idéia destas medidas & impedir o acesso de cies e
outros potenciais hospedeiros definitivos aos tecidos infectados do hospedeiro
intermediario (fetos bovinos, placentas e carcagas de bovinos a campo)
(CONRATHS et al., 2007).

A ftransmiss@o horizontal da neosporose entre os bovinos ndo esta
comprovada, mas parece possivel, uma vez que bezerros recém-nascidos podem

ser infectados como demonstrado por Uggla et al. (1998) adicionado taquizoitos de
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N. caninum ao colostro. N&o esta claro se esta rota tem potencial de transmiss&o ou
qualquer relevancia epidemiolégica, mas, como medida de precaugso, o acesso do
gado aos tecidos infectados deve ser evitado (CONRATHS et al., 2007).

A transferéncia de embrides de vacas infectadas para receptoras nao
infectadas pode prevenir a transmissao endégena transplacentaria (CAMPERO et
al., 2003). Em contraste quando embries provenientes de doadoras soropositivas
ou soronegativas s&o transferidas para receptoras soropositivas resultam em
progénie soropositiva ao nascimento, como demonstrado por Baillargeon et al.

(2001) onde 5 de 6 animais nascidos de receptoras positivas nasceram infectados

por Neospora caninum.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizagao do estudo

O estudo foi realizado nos Municipios de llhéus e ltabuna inseridos na
Microrregido llhéus-ltabuna (Altitude de 47 m; Latitude Sul 14°70' e Longitude Oeste
39°03'), no Estado da Bahia.

Segundo a pesquisa Pecuaria Municipal realizada em 2008 (IBGE, 2009) em
llhéus ha um efetivo bovino de 15.808 cabegas, sendo 6.736 vacas ordenhadas com
producdo de 2.348 mil litros, @ no municipio de Itabuna ha um efetivo de 15.100

cabegas, sendo 2.000 vacas ordenhadas e produgéo de 1.080 mil litros.
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3.2. Tamanho da amostra e selecéo dos participantes do estudo

3.2.1. Propriedades

As propriedades foram selecionadas por conveniéncia utilizando-se ©
cadastro da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado da Bahia (ADAB). O critério
de selego das propriedades foi de a mesma possuir caracteristica leiteira. O estudo
foi desenvolvido entre margo de 2008 a outubro de 2009, tendo ao final um numero
de 19 propriedades, sendo 11 pertencentes a llhéus e oito & Itabuna. O nimero total
de propriedades foi estipulado, em fungo da viabilidade de tempo para execugéo de

todas as etapas do projeto, conforme cronograma de atividades.

3.2.2. Animais

Os animais foram categorizados em trés estratos: animais de cinco meses a
um ano (bezerros); animais com idade superior a um e até trés anos (novilhas) e
vacas. Em cada propriedade foram colhidos pelos menos 20% de cada estrato, para
garantir a representatividade amostral (WOUDA et al. 1999a). Fizeram parte do
estudo um total 760 animais, selecionados por conveniéncia, sendo 348
provenientes de llhéus e 412 de Itabuna. Critérios como histérico de abortamento ou
problemas reprodutivos, ndo foram utilizados na selegéo dos animais.

Em relacdo aos cdes de fazendas, foram colhidas amostras de sangue

sempre que possivel nas propriedades visitadas.
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3.3. Entrevistas

Durante a visita e antes do momento da colheita, foi realizada uma entrevista
semi-estruturada (Anexo 1) com o intuito de caracterizar o perfil de produgéo,
manejo da propriedade e obter informagdes dos animais, assim como verificar os
provaveis fatores de risco associados a infecgao, de forma a possibilitar a analise
dos resultados obtidos da entrevista, como os encontrados na sorologia.

As propriedades foram categorizadas segundo a forma de organizagéo da
produgdo em Empresarial, Pré-empresarial e Familiar segundo Astudillo et al. (1990)
e classificadas como de ocorréncia esporadica, endémica e epidémica frente a

presenga de casos de aborto de acordo com os estudos de Thurmond et al. (1997);

Davison et al. (1999); Wouda et al., (1999a).

3.4. Colheita e obtencao das amostras

O sangue foi obtido por pungéo das veias jugular ou coccigea, utilizando
sistema Vacutainer® com vidro siliconizado, sem anticoagulante, com capacidade de
10mL. As amostras foram acondicionadas em recipiente isotérmico, com gelo
reciclavel até seu processamento.

Apos a retragdo do coagulo as amostras foram centrifugadas a 350g por 10
minutos, no Laboratério de Analises Clinicas da Universidade Estadual de Santa

Cruz (UESC), para obtengdo do soro, estes foram acondicionados em criotubos
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plasticos de 2,0 mL em duplicata, sob a temperatura de -20°C até o momento da

realizacao da sorologia. (figura1).

(Fotos: Arquivo pessoal)

Figura 1. Amostras sorolégicas identificadas e acondionadas em criotubos.

3.5. Sorologia

Todos os procedimentos da sorologia foram realizados no Laboratério de

Diagnéstico das Parasitoses nos Animais da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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3.5.1. Producéo de antigeno de Neospora caninum

Taquizoitos da cepa NC-BA (GONDIM et al., 2001) foram mantidos em
monocamadas de células VERO cultivadas em meio RPMI com L-glutamina
contendo 5% de soro equino e antibidticos (penicilina e estreptomicina), de acordo
com os métodos descritos por Yamane et al. (1997).

Um frasco de cultivo celular de 25cm?, contendo células VERO infectadas
com taquizoitos de N. caninum, foi utilizado para infectar frascos de culturas puras
de células VERO. O frasco infectado com os taquizoitos era submetido a raspagens
e 1/10 do volume era passado para outro frasco com células VERO, sendo o meio
de crescimento das culturas de células VERO trocado a cada trés dias e 0 meio das
células VERO infectadas com taquizoitos substituido a cada dois dias.

Quando cerca de 80% das células se encontravam infectadas, todo o
contetdo do frasco de cultivo foi removido por raspagem com auxilio de uma
espatula cell scraper. O material foi retirado com auxilio de uma pipeta e

centrifugado a 350g por 10 minutos a 4°C, desprezando-se o sobrenadante

ressuspendendo o sedimento em 1mL de PBS filtrando em seguida em membrana

de Millipore® (0,22pum ).

Em seguida o material foi passado em seringa de 3mL com agulha de 23G x
11/4 (0,65 x 32 mm) por cinco vezes, para ruptura das células e liberagdo dos
taquizoitos, filtrando-se em seguida em millex 5um e centrifugando o filtrado a 350g
por 10 minutos. O sobrenadante novamente foi desprezado e resuspendeu-se duas
vezes em 1mL de PBS filtrado em membrana de Millipore® (0,22um). Ap6s estas
etapas examinou-se os sedimentos na camera de Neubauer, observando o nimero
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de taquizoitos e possivel presenga de residuo, que se encontrado nova filtragem se

| faria necessario.

| 3.5.2. Preparo das laminas para reagio de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Taquizoitos da cepa NC-BA (GONDIM et al.,, 2001), foram usados para
sensibilizar laminas de vidro com teflon, contendo 12 pogos de 4mm de didmetro
cada. Em cada pogo adicionou-se 10puL de uma solugdo de PBS, pH 7,2 contendo
de 500 a 1000 taquizoitos/uL, contados em camara de Neubauer.

As laminas foram secas em estufa a 37°C por uma hora, posteriormente
fixadas em formol a 10% por 10 minutos, novamente levadas a estufa até secar e

depois mantidas em freezer a -40°C.

3.5.3. Reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFl) para deteccdo de

anticorpos contra N. caninum

As laminas sensibilizadas foram retiradas do freezer e lavadas em (PBS) por
5 minutos, deixando-as secar em estufa por 5 minutos.

A RIFI foi realizada de acordo com Yamane et al. (1997). O ponte de corte
utilizado foi de 1:200 nos bovinos (DUBEY et al., 1996) e 1:50 nos cdes (DUBEY et
al., 1988b), onde cada soro foi diluido em PBS pH 7,2. Em cada pogo adicionou-se

10uL de soro diluido. Os controles negativo e positivo empregados na sorologia dos
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bovinos consistiam de soros pré e pss infeccio de bezerros infectados com
taquizoitos para produgao de oocistos em caes (GONDIM et al., 2004b), enquanto
que para a sorologia canina os controles negativo e positivo, que consistiram de
soros pre e poés-infecgao de um cio que recebeu tecido bovino contendo cistos de
N. caninum (GONDIM et al., 2005).

O material foi incubado a 37°C por 30 minutos, submetendo-os depois a duas
lavagens, com PBS por 5 minutos sob leve agitagdo. Apos secagem, foi adicionado
10uL de conjugado anti-IgG bovino (Sigma®-Aldrich F4387 inc.. USA) e conjugado
anti-IgG canino (Sigma®-Aldrich F4012 inc.,, USA), para bovinos e caes,
respectivamente e diluidos conforme especificacdo do fabricante, adicionando-se
0,5% de azul de Evans a solugdo. A lamina foi incubada em camara umida e escura
a 37°C por 30 minutos e lavada posteriormente como descrito anteriormente, porém
com a cuba coberta ou envolta com papel aluminio para evitar propagagéo da luz.
Retirou-se as laminas do PBS, secou-se a temperatura ambiente ou em estufa por
cinco minutos e em seguida realizou-se a montagem da lamina com laminula e
glicerina tamponada (90% de glicerol e 10% PBS).

A leitura foi realizada em microscopio Binocular BX 51 (Olympus™) com
sistema de epifluorescéncia e aumento de 400x, considerando-se as reagoes
positivas quando a fluorescéncia periférica total for observada em mais de 50% dos
taquizoitos. Reagbes parciais ou apicais foram interpretadas como negativas. Para
as amostras de soro positivas de bovinos e caes realizaram-se diluicées dobradas a

fim de determinar o titulo de anticorpos.
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3.6. Andlise estatistica e sistema de unidades

Os dados foram tabulados no pacote estatistico EPI INFO 3.5.1 (DEAN;
ARNET 2008) e analisados utilizando o teste estatistico do qui-quadrado com
corregdo de Yates ou teste exato de Fisher (SAMPAIO 1998). Foi calculado o odds
ratio da analise bivariada com medidas de associagdo e intervalo de confianga de
95%. Ao final realizou-se uma analise multivariada de regressdo logistica nao-
condicional, sendo o modelo inicial constituido pelas as analises bivariadas com “p"
inferior @ 20% e plausibilidade biolégica, e o final construido pela retirada das
variaveis (modelo backward) de acordo com os valores de “p”ajustado pelo teste de
Hosmer & Lemshow. O nivel de significAncia para uma varidvel permanecer no
modelo final foi estabelecido em 5%. A utilizagdo dos simbolos para o sistema de
unidades estd de acordo com o Sistema Internacional de Unidades (INMETRO,

2003).

4. RESULTADOS
4.1, Prevaléncia de Neospora caninum em rebanhos, bovinos e faixa etaria
A presenca de pelo menos um bovino soropositivo foi observada em 94,74%

(18/19) das propriedades, com uma positividade variando de 1,1% a 66,7% (Tabela

3). Nos bovinos observou-se, que 13,6% (103/760) apresentaram sorologia positiva,
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com titulos variando de 200 a 3200 (Tabela 4). A distribuigao por municipio foi de
12,9% (45/348) em llhéus e 14,19 (58/412) em Itabuna (Tabela 5),

A positividade de acordo com a faixa etaria dos animais foi de 15,2% (67/441)
nos adultos, 4,5% (5/110) nas novilhas e 14,8% (31/209) nos bezerros, com p=0,011
(Tabela 6). Em sete (36,84%) das propriedades ndo se colheu o sangue das
novilhas, em fungdo das auséncias destas ou as mesmas serem manejadas em

outro local o que justificou o menor nimero de animais amostrados neste estrato.

Tabela 3. Frequéncia de bovinos soropositivos para Neospora caninum, distribuidos
por propriedades, na microrregigo llhéus-ltabuna, Estado da Bahia

Fazenda Animais Positivos  Porcentagem IC 95%
colhidos
1 12 8 66,7 34,9 - 90,1%
2 45 14 31,1 18,2 - 46,6%
3 55 7 12,7 5,3-24,5
4 94 1 14 0-5,8%
5 23 4 17,4 5—38,8%
6 24 2 8,3 1-27%
7 27 4 14,8 4,2 —337%
8 12 2 16,7 2,1-48,4%
9 88 7 8 3,3-157%
10 73 16 21,9 11,1-33,1%
11 35 8 17,14 6,6 — 33,6%
12 47 < 8,5 2,4 -20,4%
13 14 3 21,4 4,7 - 50,8%
14 29 2 6,9 0,8 -228%
15 129 15 11,6 6,7 - 18,5%
16 14 S 35,7 12,8 - 64,4%
4 4 1 25 0,6 —80,6%
18 18 0 0 0-18,5%
19 17 2 11,8 1,5 - 36,4%
Total 760 103 13,6 11,2-16,2%
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Tabela 4. Freqliéncia de bovinos soropositivos, segundo o titulo de anticorpos contra
N. caninum, na microrregido llhéus-ltabuna, Estado da Bahia

Titulo N°® de animais Categoria
positivos (%) Vaca(%) Novilha(%) Bezerro(%)
200 36 (34,95) 27 (75) 3 (8,33) 6 (16,66)
400 33 (32,04) 18 (54,54)  1(3,03) 14 (42,42)
800 21 (20,39) 15 (71,43) 0 (0) 6 (28,57)
1600 6 (5.83) 4 (66,67) 0 (0) 2 (33,33)
3200 7 (6,80) 3(42,86)  1(1429) 3 (42,86)
TOTAL 103 (100) 67 (65,05)  5(4,85) 31 (30,1)

Tabela 5. Freqiiéncia de bovinos soropositivos para Neospora caninum, segundo o
Municipio, na microrregiao llhéus-ltabuna, Estado da Bahia.

Municipio Total de Totalde Frequéncia Total de Prevaléncia
animais animais de animais propriedades nas
positivos  positivos propriedades

(%) (%)

llhéus 348 45 12,9 11 1,1-66,7

ltabuna 412 58 14,1 8 8-35,7
TOTAL 760 103 13,6 19 1,1-66,7
p=0,72

Tabela 6. Distribuicdo de positividade nos bovinos em funcdo da faixa etaria

Faixa etaria Total de animais  Total positivos  Total negativos

(%) (%) (%)
Vaca 441 (58%) 67 (15,2%) 374 (84,8%)
Novilha 110 (14,5%) 5 (4,5%) 105 (95,5%)
Bezerro 209 (27,5%) 31 (14,8%) 178 (85,2%)
Total 760 (100) 103 (13,6) 657 (86,4)

p=0, 011
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4.2. Presencga dos cdes

A presenca de cées foi observada em 94,74% (18/19) das propriedades
(tabela 7), contudo verificou-se uma correlagdo negativa (p=-0,44) entre a presenga
destes e freqiéncia de infecgdo nos bovinos (Figura 2). Foi possivel a colheita de
sangue de apenas 65 cies de 13 propriedades, destes 27,69% (18/65) foram
soropositivos (titulos de 50 a 800), pertencentes a nove propriedades (Tabela 7).
Nao houve associagio de caes soropositivos em relagdo aos bovinos soropositivos
(p>0,05), assim como para praticamente todas as variaveis associadas aos caes; a

excegao da variavel “presenca de cées na propriedade” que apresentou p<0,05.

18 - *

y = -0,1486x + 8,752
R?=0,1937

Numero de cdes

0 10 20 30 40 50 60
Frequéncia de Neospora caninum nos rebanhos

Figura 2. Correlagéo entre o nimero de caes e freqii€ncia de infecgdo por Neospora

caninum nos rebanhos leiteiros da microrregiao llhéus-ltabuna, Estado da Bahia
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Tabela 7. Freqiéncia de caes soropositivos para Neospora caninum, distribuidos por
propriedades, na microrreqiao lIhéus-Itabuna, Estado da Bahia

Propriedades  Total de cies Total de cées Total de caes
1 colhidos (%) positivos (%)
0 - :

2 3 i -
3 10 ) "
4 3 1(1,54) 0 (0)
5 18 18 (27,69) 2 (11,11)
6 10 4 (6,15) 1(1,11)
7 3 2 (3,08) 0
8 2 ) >
9 6 4 (6,15) 1(1,11)
10 4 2 (3,08) 0
11 14 8 (12,31) 2 (11,11)
12 8 2 (3,08) 1(1.11)
13 1 h .
14 8 5 (7,69) 2(11,11)
15 10 10 (15,38) 6 (33,33)
16 4 3 (4,61) 2 (11, 11)
17 3 3 (4,61) 0 (0)
18 8 3 (4,61) 1(1,11)
19 3 . .

TOTAL 118 65 (100) 18 (27,69)

4.3. Analise multivariada

Para a andlise multivariada, o modelo inicial foi construido utilizando as
variaveis; A agua é colocada em reservatorio proprio, as condi¢gdes de higiene sao
otimas/boas, Bovinos alimentam-se de concentrado, Ha criagdo de galinha, Ha

criagao de ovino, A mediana do tamanho da propriedade é inferior a 120 Ha, O

manejo dos animais & 6timo/bom, A propriedade tem cées, A mediana da taxa de

lotagdo é inferior a 0,35 UA/Ha, Na propriedade ha inseminagéo ou transferéncia e
faixa etaria dos animais (Tabela 8).
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Tabela 8. Modelo inicial da analise multivariada, para determinagéo dos fatores de

risco e de prote¢ao, associados a infecgao por Neospora caninum, na microrregiao
llhéus-ltabuna, Estado da Bahia

Variaveis Odds Cl 95% p
ratio

A 4gua ¢ colocada em reservatério proprio? 1,29  4,8216 0,3472 0,7012

As condigdes de higiene sao étimas/boas? 0,06 05689 0,0069 0,0138

Bovinos alimentam-se de concentrado? 1,57 7,0437 0,3481 0,5588

Ha criagao de galinha? 0,90 23997 0,3394 0,8371

Ha criagao de ovino? 0,48 1,3319 0,1698 0,1572

A mediana do tamanho da propriedade é 1,22 06178 0,6178 0,5621

inferior a 120 Ha

O manejo dos animais é étimo/bom? 5,85 54,3739 0,6301 0,1202

A propriedade tem cies? 0,06 0,3645 0,0108 0,0020

A mediana da taxa de lotagao & inferior a 1,17  2,1913 1,1721 0,6188

0,35 UA/Ha

Na propriedade tem inseminagao ou 0,65 16313 0,2611 0,3612

transferéncia?

Faixa etaria (bezerro/novilha) 3,54 10,2345 1,2286 0,0192

Faixa etaria (vaca/novilha) 4,32 11,9384 1,5639 0,0048

Escore p: 0,0001
Likelihood p:0,0001

O modelo final revelou a existéncia de uma associacdo entre o resultado
soroldgico e a variavel faixa etaria como fator de risco; tendo as variaveis: condigdes
de higiene, criagdo de ovino e a presenga de cées servindo como fator de prote¢éo

contra a infecgao de N. caninum nos rebanhos analisados (tabela 9).

Tabela 9. Modelo final da analise multivariada, para determinagdo dos fatores de
risco e de protegé@o associados a infecgao por Neospora caninum, na microrregido
llhéus-Itabuna, Estado da Bahia

Variaveis Odds Cl 95% p
ratio

As condigdes de higiene sao 6timas/boas? 0,46 0,7611 0,2752 0,0026

Ha criacdo de ovino? 0,30 0,5965 0,1508 0,0006

Propriedade tem caes 0,09 0,3356 0,0246 0,0003

Faixa etaria (bezerro/novilha) 3,27 9,3682 1,1418 0,0273

Faixa etaria (vaca/novilha) 3,94 10,8253 1,4379 0,0077

Escore p: 0,0001
Likelihood p:0,0001
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4.4. Associagao com abortamento e outros distiirbios reprodutivos

Foi possivel a obtengao do registro de 418 vacas, com relagéo ao historico de
abortamentos, sendo o mesmo relatado em apenas 4,78% (20/418) dos animais
analisados. Observou-se uma associagao significativa entre a exposigéo ao agente e
a presenca de abortos (p=0,004), com chances 4 vezes maior de abortamento em
um animal soropositivo (tabela 10). Associagéo significativa foi observada também

em relagéo ao nascimento de bezerros natimortos (tabela 11).

T_ab:el_a 10. Numero de bovinos segundo diagndstico para Neospora caninum e
_hlStOf ICO de_laborlc nos bovinos na microrreg_iio de llhéus e Itabuna, Estado da Bah_ia

O animal ja Neospora caninum
apresentou aborto?
— Positivos Negativos Total
Sim 8 (40%) 12 (60%) 20 (4,8%)
Nao 55 (13,8%) 343 (86,2%) 398 (95,2%)
Total 63 (15,1%) 355 (84,9%) 418 (100)

p= 0,004 OR: 4,16 (1,63 <OR<10,63)

Tabela 11. Numero de bovinos segundo diagnéstico para Neospora caninum e
histérico de natimortos nos bovinos na microrregidao de llhéus e Iltabuna, Estado da
Bahia

O animal ja Neospora caninum
apresentou natimorto?

Positivos Negativos Total
N Sim 4 (6,45%) 58 (93,55%) 62 (15,2%)
Nao 3(0,87%) 343 (99,13%) 346 (84,8%)
Total 7 401 408
p=0,012
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4.5. Associacao com status reprodutivo

Foi possivel a obtengao do registro de 301 vacas, com relagdo ao status
reprodutivo 0 que impossibilitou inserir esta variavel na analise multivariada. Deste
total a positividade foi de 36,6% (92/301), onde 55% (22/40) das vacas gestantes e
26, 8% (70/191) das nao gestantes apresentaram-se soropositivas, observando-se
uma associagao significativa entre a detecgdo de exposigdo ao agente e status
reprodutivo de prenhes (p=0,0006), com chances 3 vezes maior de soropositividade

em vaca gestante, quando comparado a nao gestante (tabela 12).

Tabela 12. Numero de bovinos segundo diagnéstico para Neospora caninum e

status reerodutivo de vacas na microrregiéo de llhéus e Itabuna, Estado da Bahia
#

Status reprodutivo Neospora caninum
Positivos . Negativos Total
Gestante 22 (55%) 18 (45%) 40 (13,3%)
Nao gestante 70 (26,8%) 191 (73,2%) 261 (86,7%)
Total 92 (30,6%) 2(&_(69,4%) 301 (100)

_
p=0,0006 OR: 3,33 (1,69 <OR<6,59)

5. DISCUSSAO

| O resultado da prevaléncia de rebanhos e animais corroboram com os

resultados encontrados por Gondim et al. (1999) e Guimaraes Junior et al. (2004),

encontrando 14,09% e 14,3% respectivamente também no Brasil.
No presente estudo em apenas um dos rebanhos estudados nao foi
evidenciada a presenga sorolégica da neosporose, semelhante a outros estudos no
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Brasil que demonstram alta prevaléncia nos rebanhos (GONDIM et al., 1999, MELO
et al.. 2001; COBERLLINI et al., 2002 GUIMARAES JUNIOR, 2004; AGUIAR et al.,
2006; COBERLLINI et al., 2006: MUNHOZ et al., 2006;: OSHIRO et al., 2007; SILVA
et al., 2008; VALADAS et al., 2008: SANTOS et al., 2009), indicando que a maioria
dos rebanhos leiteiros das regides estudadas possuem pelo menos um animal
infectado.

As prevaléncias encontradas nos rebanhos leiteiros no Brasil e no mundo
variam de 8,8 a 76% (GONDIM et al., 1899; DIJKSTRA et al. 2001b; MOORE et al.,
2002; CANADA et al., 2004; GUIMARAES JUNIOR et al.. 2004: GARCIA-VAZQUEZ
et al, 2005; AGUIAR et al., 2006; BARTELS et al., 2006: MELLO et al. 2008)."No
presente estudo a prevaléncia foi de 94,74%, indicando que o parasito esta
amplamente distribuido na microrregido estudada.

Diferengas nos padrées raciais, no manejo e sistema de criagéo, diferengas
regionais e climaticas, interferem diretamente na dinamica da infeccédo por N.
caninum, o que dificulta uma comparagio direta dos estudos (DUBEY et al., 2007).

Tal afirmativa justifica o fato de estudos com prevaléncia maior em relagéo a
este, como demonstrado na Holanda por Dijkstra et al. (2001b) com 39,4% e por
Bartels et al. (2006) na Alemanha 49%, Espanha 63% e na Holanda 76% e na
Califérnia 45% por Anderson et al. (1995). Todos estes estudos foram realizados em
propriedades com maior nivel de tecnificagdo, com animais de maior produtividade e
que sofrem maior pressdo produtiva, estando estes propensos ao recrudescimento
da infecgao.

O presente estudo se assemelha bastante aos descritos por Aguiar et al.

(2006) e Mello et al. (2008), onde avaliaram animais de baixa produtividade, baixo
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nivel de tecnificagdo, com caracteristicas de produgdo mais voltadas ao nivel
familiar, justificando assim os menores indices de positividade.

Além disso, o tipo e a escolha da amostra, proveniente de rebanhos com
historico de abortamento, certamente influenciam nos resultados de prevaléncia,
como verificado por Locatelli-Dittrich et al. (2001), ao avaliar um rebanho leiteiro com
histérico de abortamento, encontrou uma prevaléncia de 34%. Desta forma a
escolha das amostras, pode estar direcionando alguns resultados a terem maiores
indices de positividade.

A diferenga estatistica observada entre vacas e bezerros em relagdo a
novilhas, pode ter como hipotese o fato que em sete propriedades este grupo nao foi
amostrado, onde a positividade média destas propriedades foi de 17%, contudo a
menor proporgao de novilhas soropositivas pode estar relacionada com a diminuigcao
de anticorpos em animais congenitamente infectados que nao sofreram
recrudescimento da infecgdo (WILLIAMS et al., 2000), logo as novilhas podem ter
sido infectadas congenitamente, mas por conta de flutuagdes de anticorpos, € por
nio serem submetidas ao estresse produtivo seus titulos podem nao ter alcangado o
ponto de corte do teste sorolbgico. Em contrapartida vacas mais velhas tendem a
s de anticorpos, devido uma estimulagdo antigénica

obter niveis mais estavei

prolongada apos repetidas reativagoes da infecgdo (JENSEN et al, 1999), em

virtude de uma diminuigéo da imunidade mediada por celulas (ENTRICAN, 2002) em

fungdo da gestagéo, estresse produtivo e manejo constante de ordenha.

Na Inglaterra resultados semelhantes foram observados por Davison et al.

(1999), No Brasil, os estudos de Melo et al. (2001) e Corbellini et al. (2006) nao

encontraram associagdo entre a presenca de N. caninum € as diferentes faixas
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etarias, envolvendo animais jovens e adultos. J4 Guimaraes Junior et al. (2004).
encontraram uma soropositividade maior nos animais com idade superior a 24
meses. sendo estas diferengas significativas (p=0,017) apontando a idade como
fator de risco, contudo as faixas etarias foram constituidas em 12-24 e 24-161
meses, e a0 compararmos este com o nosso estudo e o de Davison et al., (1999),
observa-se que nao é possivel, utilizando apenas novilhas e vacas caracterizar a
idade como um fator de risco.

A semelhanga nos resultados da soropositividade entre bezerros e vacas,
sugere a transmissao vertical, como principal forma de propagagao do agente nos
rebanhos estudados, como observado por Bjorkman et al. (1996); Anderson et al.
(1997); Schares et al. (1998); Wouda et al. (1998a) e Dijkstra et al. (2001).

Caes no presente estudo aparentemente ndo desenvolveram papel
importante para a transmiss@o do N. caninum nos bovinos leiteiros da regiao. As
variaveis relacionadas a estes nao influenciaram, na soropositividade dos bovinos,
servindo o cdo no presente estudo, como fator de protegdo. Contudo, algumas
evidéncias apontam para certa influéncia da transmissao horizontal, 1°: O resultados
da analise multivariada, uma vez que em condigdes de higiene ruim existe maior
probabilidade de existir oocistos no ambiente ou nas instalagdes, o que pode
contribuir para uma maior possibilidade de infecgao horizontal, por outro lado a
criagao de ovinos nas propriedades visitadas, foi um fator de protegéo em relagado ao
nao aparecimento de bovinos soropositivos, provavelmente pelo habito alimentar
dos pequenos ruminantes, de pastejar mais proximo ao solo o que pode favorecer a

retirada de possiveis oocistos dos pastos. 2° Nas propriedades visitadas, somente

em uma nao houve relatos de caes na propriedade, contudo foram observados caes
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em sua proximidade. Schares et al. (2003), evidenciaram, que cées da vizinhanga
representam fator de risco para as fazendas, pois estes podem translocar fetos
abortados e restos de placenta. Estes materiais poderiam servir de alimento a outros
caes ou canideos silvestres da regido, podendo assim existir um outro hospedeiro
definitivo em potencial, como observado recentemente na Australia (KING et al.,
2010) ja que ndo se tem relato de canideos silvestres da regido, com sorologia
positiva, ou até mesmo por estar relativamente proximo das propriedades €,
contaminar aguadas ou instalagdes e por fim, 3% a impossibilidade de analise
sorolégica de todos os caes em todas as propriedades, o que impediu uma
correlagio mais precisa, ou mesmo de que caes residentes nas fazendas proximas,
ou 0s que morreram antes da realizagdo do estudo e que poderiam ter contribuido
na transmissdo horizontal (GUIMARAES JUNIOR et al., 2004). Além dos caes
eliminar oocistos e permanecer com a sorologia negativa (LINDSAY et al., 1999).

Por outro lado, cdes podem atuar como fator de protegdo como evidenciado
por Barling et al. (2001), semelhante achado foi encontrado neste estudo pelo como
evidenciado no modelo final da analise multivariada. Isso acontece em virtude dos
caes das propriedades n@o permitirem a aproximagao de outros cades e/ou até de
canideos selvagens.

Embora, a auséncia de associagdo seja relatada (AGUIAR et al.,, 2006;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2008), véarios sdo os relatos de que cées séo fatores
de risco para a disseminagdo da neosporose nos rebanhos (PARE et al., 1998:
WOUDA et al., 1999b; BARTELS et al., 1999; DIJKSTRA et al., 2001ab; OTRANTO
etal., 2003, GUIMARAES JUNIOR et al., 2004; COBERLLINI et al. 2006). Logo, em

funcdo das evidéncias observadas neste estudo, ndo devem ser descartadas
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(Figuras 3).

(Fotos: Arquivo pessoal)
Figura 3. Presenga de caes nas instalagbes das propriedades leiteiras da
microrregido llhéus-Itabuna, Estado da Bahia. A- Presenga de cdes no mesmo

ambiente que bovinos; B e C- Caes em contato com local de colocagdo do alimento

e D- Caes em contato direto com o alimento dos bovinos.
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A neosporose bovina possui na infecgo horizontal uma transmissho fecal-
oral e aplicar medidas rigorosas de higiene, sfo fundamentais para evitar a
contaminagado de alimentos ou da agua potavel alravés de possiveis oocistos que
por acaso possam estar no ambiente. Gestdo basica no controle das condigbes
higiénico sanitarias reduzem a possibilidade de infecgo pelo N. caninum, como
demonstrado no modelo final de fatores de risco no respectivo estudo, onde as
propriedades em que apresentavam piores condigoes higiénico sanitarias revelaram
maior exposi¢ao ao parasito. Achados semelhantes a este sao relatados por Silva et
al. (2008), verificando associagao significativa com varios aspectos ligados as
condigdes higiénico sanitarias.

A infecgdo por N. caninum pode acontecer pela reativagdo de bradizoitos
presentes no interior dos cistos localizados nos tecidos de vacas infectadas durante
o periodo de recrudescéncia, que mediante a diminuigdo da imunidade mediada por
células durante a gestacao, permite a parasitemia (ENTRICAN, 2002). Tal afirmagao
justifica a maior presenga de animais gestantes soropositivos na microrregiao
estudada, onde animais congenitamente infectados que pudessem ter flutuagdes de

anticorpos, apdés a recrudescéncia da infecgdo teriam maior possibilidade de

sorologia positiva.

Desta forma o sistema de produgdo também deve ser levado em

consideragao por exercer maior pressdo de produgdo sobre os animais, levando-os
a um maior estresse (MELO et al., 2001). Novilhas nao sofrem tal estresse
metabdlico, pois n@o séo exigidas biologicamente para a produgao de leite, nao
sendo obrigadas a vir ao curral todos os dias, possivelmente por estas

caracteristicas as novilhas estariam apresentando baixa soropositividade.
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Por outro lado, ndo se pode descartar a possibilidade de remanescéncia de

anticorpos Nnos bezerros por uma resposta colostral, bem como o maior periodo de

exposi¢ao das vacas a oocistos do ambiente.

Abortamentos foram relatados na microrregido, apesar do nimero pequeno
de animais com este tipo de relato, pode-se constatar que animais com tal distarbio
no presente estudo possuem 4,16 mais chances de abortar em relagio aos animais
cem historico de abortamento. Estes achados sao semelhantes aos de outros
estudos indicando que vacas infectadas possuem de trés a sete vezes mais chance
de abortar quando comparadas com vacas nao infectadas (WOUDA et al., 1998a,
PARE et al., 1997), semelhante também ao que foi proposto por Moore et al. (2009),
verificando também aumento na probabilidade de animais com histérico de
abortamento, apresentar uma soropositividade, tendo 85% mais chances e um OR
de 1,85.

Embora a neosporose seja apontada como uma das maiores causas de
abortamento em todo o mundo (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY, 2003), a simples
presenga de anticorpos nao prova que a infecgdo causou o aborto, pois muitas
vacas cronicamente infectadas sao sorologicamente positivas (ALVAREZ-GARCIA
et al., 2007) e ndo abortam, o que foi evidenciado no presente estudo, onde animais
positivos, ndo tinham histérico de abortamento, devendo-se assim ter cautela em
relacdo a este tipo de analise.

Canada et al. (2004) sugerem que o alto percentual de fetos abortados
positivos para N. caninum bem como o alto percentual de soropositividade em vacas

nos rebanhos leiteiros, onde ocorreram focos de aborto, indica claramente que o

diagnéstico diferencial para neosporose deve ser sempre considerada nos casos do
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aborto esporadico ou epidemia. Em contraste no presente estudo, o percentual de
animais abortados apesar de pequeno, sugere também a necessidade de um
diagnostico diferencial na regio.

Abortos e ocorréncia de natimortos € uma consequéncia da neosporose,
contudo ao quantificar os efeitos da neosporose o essencial é diferenciar a
demonstragdo da infecgdo em si das diversas causas que podem levar ao
abortamento, havendo uma necessidade de mais estimativas e pardmetros
epidemiologicos relacionados & perda fetal precoce, natimortos e mortalidade
neonatal (TREES et al.,, 1999), para assegurar que o aborto e aparecimento de
natimortos tenham sido realmente conseqiiéncia da infecgéo pelo N. caninum, o que

ainda n&o € realizado na regigo.



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, relacionados com as

informagdes contidas na literatura consultada é possivel concluir que:

Ha uma exposicdo de bovinos ao parasitismo por Neospora caninum, com
ampla distribuicdo nas propriedades leiteiras da microrregido Ilhéus-Itabuna,

Estado da Bahia.

Nos rebanhos estudados, os caes atuaram como fator de protegao, contudo
nao devem ser descartadas medidas de controle da presenga dos mesmos

nas instalacgdes.

Melhores condigées de higiene sdo medidas necessarias para prevencdo da

neosporose na regiao.

A associagdo positiva da exposi¢ao de bovinos com Neospora caninum e a

presenca de abortamentos, remete a necessidade de inclusdo do parasito no

diagnéstico diferencial deste fenémeno.
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7. ANEXOS

Anexo1. Rolte.iro de Entrevista realizada com os responsaveis pelos rebanhos,
durante as visitas as propriedades da microrregido de Ilhéus e Itabuna, Estado da
Bahia.

IDENTIFICAGAO DA PROPRIEDADE N°__

1. Nome:

2. Proprietario: Telefone: email:

3. Municipio:

4. Localizacao em coordenadas:

5. PARTE FiSICA

5.1. Tamanho em hectares:

5.2 Apresenta benfeitorias?

( ) Sim. Quais?

( )Nao

5.3 Material utilizado na construgéo:

5.4 Apresenta residéncia(s)?

( ) Sim. Quantas?

( )Nao
5.5 Apresenta funcionario(s) remunerado(s)?

( ) Sim. Quantos?

( )Nao
5.6 Apresenta morador(es)?

() Sim. Quantos?

( )Nao
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6. MANEJO

6.1 Numero total de bovinos:

6.2 Numero de vaca(s):

Em lactagio: Secas:

6.3 Numero total de novilha(s):

6.4 Numero total de bezerro(s):

6.5 Numero total de reprodutor(es):
6.6 Possui Veterinario responsave|?
( )Sim( )Nao

6.7 Qual o sistema de criagio?

( ) Extensivo ( ) Semi-intensivo ( ) Intensivo

6.8 Qual o sistema de produgio?

( )Familiar( ) Empresarial ( ) Pré-empresarial
6.9 Qual a produgéo leiteira (Kg/dia)? E em periodos de seca?
6.10 Qual a média por animal?

6.11 Qual ragca predominante no rebanho?
( )Europeu( )Zebu( )Mestico-Europeu( ) Mestico-Zebu
6.12 Realiza beneficiamento do leite?

( ) Sim. Qual(is)?

( ) Nao

6.13 Qual o tipo de ordenha?

( )Manual ( )Mecanizada-aberta( ) Mecanizada-fechada

6.14 Os animais da propriedade sao vacinados contra:

( ) Raiva ( ) Leptospirose ( ) Outra. Qual?
( ) Aftosa

( ) Manqueira (carbuinculo) ( ) BVDV

( ) Brucelose ( )IBR



6.150s animais se alimentam de:
() Pastagem( ) Silagem( ) Feno( )Forragem ( )C
6.16 Os animais se alimentam em determinadas épocas do anoodn:antmdo
() Silagem( ) Feno( ) Forragem ( ) Concentrado |
6.17 Qual o tipo de suplementagio mineral?

( ) Salmineral () Salcomum( ) Ambos

6.18 Como & 0 manejo dos animais?

( ) Excelente/bom () Satisfatério/ruim

6.19 Como sdo as condigdes higiénico-sanitarias?

( ) Excelente/boa ( ) Satisfatéria/ruim

6.20 Existe criagdo de outros animais no mesmo ambiente?

() Sim. Quais?

( ) Nao

6.21. Qual a origem da agua dos bovinos? E natural ou Tratada?

( )Rio( )Acgude( )Nascente ( )Encanada tratada ( ) Outras. Quais?
6.22. A agua é colocada em reservatério préprio?

( )Sim( )Nao

6.23. Quantas ordenhas séo realizadas no dia?

( )1( )2oumais

6.24. Qual o tipo de reproducao (monta)?

() Natural ( ) Inseminagao artificial () Ambas

( ) Transferéncia de embrides

6.25 Existe controle de helmintos? Existe algum critério para escolha?

( )Sim( )Nao

6.26. Como é realizado
Frequéncia de uso:
Produto/Via de aplicagﬁonuantidade:_______.
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6.27. Existe controle de Carrapatos/berne? Existe algum critério para escolha dc
carrapaticida:
( )Sim( )Nao

6.28 Como é realizado

Frequéncia de uso:

produto/Via de aplicacao/Quantidade:
Existem moscas na propriedade?

( )Sim( )Nao

Quais?

( ) Doestabulo( )Do chifre( )Doméstica

6.29 Cuidados na ordenha

Como é realizada a higiene antes da ordenha?
como é realizada a higiene apés a ordenha?
como é identificada a mastite?

Como é realizada a linha de ordenha?

Que medidas sao adotadas ao identificar um caso clinico?
6.30 Limpeza e desinfecgao das instalagdes
Qual é a frequéncia e forma de higienizagio?
Qual é o destino dos residuos orgéanicos?
Qual é o destino dos animais mortos?

7. PERGUNTAS REFERENTES A NEOSPOROSE

7.1 Propriedade apresenta bovinos com presenca de anticorpos anti-Neospora-
caninum?

( )Sim( )Nao

7.2 Propriedade apresenta caes

() Sim. Quantos?

( )Nao

7.3 Tem contato com a fonte de agua?
( )Sim( )Nao

7.4 Tem contato com os bovinos?
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( )Sim( )Nao

7.5 Tem contato com a alimentagéo dos bovinos?
() sim( )Nao

7.6 Qual o tipo de alimentagéo é dada aos caes?

( )Ragéo comercial ( ) comida caseira( )Ambas

7.7 Ja observou o cdo comendo placenta e ou restos fetais?

( )Sim( )Nao

7.8 Ja forneceu colostro ou leite aos cies?

( )Sim( )Nao

7.9 Proprietario ja observou a presenca de canideos selvagens?
( )Sim( )Nao

7.10 Quais?

( )Cachorro domato( )Loboguara( )Ambos

() Outros. Qual(is)?

7.11 Propriedade apresenta aborto?

( )Sim( )Nao

7.12 Em caso afirmativo, qual a intensidade?

( )Esporadico ( )Endémico( ) Epidémico

7.13 Propriedade tem problemas com repetigao de cio?

( )Sim( )Nao

7.14 Os bezerros nascem normais?

( )Sim( )Nao

7.5 Existe comércio de compra e venda entre os bovinos?

() Sim. Qual:

.( ) Nao
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1.1.2. IDENTIFICACAO DO ANIMAL N°__

g. Nome:

g, |dade:

10. Raca:

( )Holandés () Gir-Holanda () Jersey ( ) Mestigo-Europeu ( ) Mestigo-
Zebu

( ) Outras. Qual?

14. Procedéncia

() Propriedade () Vizinhanga ( ) Municipio ( ) Outros Quais? -

p—

12. Producao de leite Kg / dia:

13. Animal ja apresentou aborto?

( )Sim. Quantos?

( ) Nao
14. Animal ja apresentou repetigio de cio?
( )Sim( )Nao

15. 0 animal é vacinado contra:

( ) Raiva ( )Leptospirose( )Outra. Qual?
( ) Aftosa

( ) Manqueira (carbtnculo) ( ) BVDV
( ) Brucelose ( )IBR

16. Apresenta indicativo de anticorpos anti-Neospora caninum?
( )Sim( )Nao

17. Ja apresentou bezerros natimortos?
( )Sim( )Nio

18. Vaca esta cheia ou vazia?
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Bahia

“Variaveis (p<0,05)

!;x;&ac;lana do tamanho da Propriedade ¢ inferior a 10 :1 gagg;?'de ;
A mediana da taxa de lotagao & inferi | |

iar i ¢80 & inferior a 0,35 180 0,001
Propriedade possui veterinario r

O sistema de produgao é empreeszl?;rllsével? 0,37 0,0000
empresarial? ou pre- 0,41 0,0002
Mediana da produgéo de lej .

A ordenha na propriedadeeétiqii ép f?pr;edade 2,32 0,0002
As condigdes de higi ool 0,40 0,0003

¢ Igiene sao otimas/boas?

A agua dos bovinos é colocada e o 0,38 0,0002
proprio? m reservatério 0,57 0,0133

O tipo de monta nos rebanhos & nat

. ; ural?

A propriedade faz Inseminagao ou transferéncia d 2)'76 St
embrides? = 41 0,0001

A propriedade tem cies?

Cao tem contato com fonte de agua? 222 gggg:}
Os caes alimentam-se de placenta ou restos fetais? 0,44 0,0004

A vaca ja apresentou abortos? 415 0'0040

A vaca ja apresentou bezerros natimortos? 7.88 0.0097

A vaca esta cheia ou vazia? 333 0.0006
Ha criago de ovino 024 0,000
H4 criagao de galinhas 2.88 0,0023
Na propriedade tem mosca doméstica 2,54 0,0000
Na propriedade tem mosca do chifre 0,34 0,0019
Os caes da propriedade alimentam-se apenas de 2,26 0,0018
racao

Vacas ja apresentaram repeticéo de cio? 0,46 0,0184
Variaveis (0,05<p<0,20) OR Valorde p
O manejo dos animais & 6timo/bom? 0,68 3’1773
Bovinos alimentam-se de concentrado? 0,58 0,:] ﬁg
Faixa etaria '

Ha criacdo de equino 183 Sl
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Continuagdo anexo 2.

Valores de “p" observados nas variavei

: ; \ s relacionadas a epidemiologia da
neosporose bovina na microrregiao llhéus-Itabuna, Estado da Bahiap .

“Variaveis (>0,20)

—_— . Valor de p

Existe mosca na propriedade?

Namero de ordenhas g'gggg
O sistema de criacao é intensivo!semi-intensivc)? 0'2052
Existe criagdo de animais no mesmo ambiente? 0'9255
A agua recebe algum tipo de tratamento? ' 0'4742
Realiza algum beneficiamento do |eite? 0.9273
Cao tem contato com bovinos? e
Cao tem Ciqn‘tatt_v’mrl')n a alimentagao dos bovinos? 07109
O proprietario ja observou pr ‘ g
seISagens? Presenca de canideos 0,3774
Ja fo;neoeu colostro ou leite direto das vacas aos 0,7904
caes’ '

A propriedade apresenta abortos? 0.3485
A Propriedade tem repeticao de cio? 0’531 8
Existe comercio de compra e venda de bovinos? 0,4412
A Propriedade tem c&es positivos para neospora? 0,9565
Quantos caes positivos |l 0,3473
Raca dos bovinos € européia? 0,9961
O animal nasceu na propriedade? 0,2119
Municipio 0,7235
Alimentam-se de silo ou feno? 0,5888
Alimentam-se de forragem? 0,8615
Criagcdo de animais no mesmo ambiente? 0,9256
Quantos caes? 0,5783
Tem mosca do estabulo? 0,3995
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Anexo 3. Resumo apresentado no XXxVv| CONBRAVET
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XXXVI Congresso Brasileiro de Medicina Veterinaria Cadigo do resumo: 2576

Area: Produgiio e satide animal

Anticorpos contra Neospora caninum em rebanhos leiteiros dos municipios de llhéus e
Itabuna, Bahia.

Gidedo da Silva Galvao: Ricardo Rossi Rodrigues?; Luis Fernando Pita Gondim®; Alexandre
Dias Munhoz®.

RESUMO

A realizagéo deste estudo teve como objetivo determinar a presenca de anticorpos contra
Neospora caninum em rebanhos leiteiros pertencentes a microrregi&o de llhéus e Itabuna, Estado da
Bahia. Foram analisadas 230 amostras de soro provenientes de 13 propriedades selecionadas por
conveniéncia, com a coleta de pelo menos 20% de cada rebanho. As amostras foram testadas pela
técnica de Imunofluorescéncia indireta com ponto de corte de 1:200, e na analise estatistica,
empregado o teste do qui-quadrado com corregio de Yates. Do total, 84/230 (36,52%
apresentaram-se soropositivos. Em todas as propriedades houve pelo menos um animal soropositivo,
sendo que as frequéncias de animais reagentes nos rebanhos variaram de 7,41 a 72,73%, indicando
a ampla distribuic&o do parasito na regido. Até a realizagdo do presente trabalho, n&o havia relatos de
anticorpos contra o parasito no sul do Estado da Bahia.

) animais

PALAVRAS-CHAVE: Bovinos, neosporose, prevaléncia.

INTRODUGAO

Neospora caninum & um protozoério intracelular obrigatério e importante patégeno,
principalmente de bovinos e caes, que infecta naturaimente diversos mamiferos, sendo apontado
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como uma das mais importantes causas de abortamento bovino em todo o mundo (DUBEY, 2003).
Bovinos infectam-se por ingestdo de oocistos esporulados no ambiente ou por passagem
transplacentaria de taquizoites da mae para o feto (BASSO et al,, 2001), tendo cées (McALLISTER et
al, 1998) e coiotes (GONDIM et al., 2004) como os hospedeiros definitivos do parasito.

A transmiss@o vertical € uma importante rota de transmiss&o de N. caninum, contribuindo
gssim para @ manuten¢ao da doenga nos rebanhos (PARE et al, 1996). A presenga de caes
infectados em fazendas constitui um importante fator de risco para a transmissdo horizontal do
parasito e dissemina¢ao da enfermidade nos rebanhos bovinos (WOUDA et al., 1999).

Este estudo teve como objetivo determinar a frequéncia de anticorpos contra N. caninum em

bovinos na regido, em levantamento preliminar de 13 propriedades leiteiras nos municipio de Ilhéus e
Itabuna, Bahia.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de soro bovino proveniente de 13 propriedades leiteiras
localizadas nos Municipios de llhéus e Itabuna, inseridos na Microrregido llhéus-ltabuna (Altitude de
47 m; Latitude Sul 14°70'0" e Longitude Oeste 39°03'0"), no Estado da Bahia. As propriedades e os
animais foram selecionados por conveniéncia utilizando-se o cadastro da Agéncia de Defesa

Agropecudria do Estado da Bahia (ADAB), onde se coletou pelo menos 20% de amostras de cada
rebanho.

Foram colhidas 230 amostras de sangue, por pungéo das veia coccigea utilizando sistema a
vécuo € tubos de vidro siliconizados, sem anticoagulante, com capacidade de 10mL. O
processamento das amostras e a analise dos dados obtidos foram realizados no Laboratorio de
Anélises Clinicas Veterinarias da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) e no Laboratério de
Diagnostico das Parasitoses nos Animais da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Apés a retragdo
do coagulo, o sangue foi centrifugado a 350g por 10 minutos para a separagdo do soro e
acondicionado em criotubos de 2,0 mL, em duplicata, identificados e mantidos sob a temperatura de -
20 °C até o momento da realizagdo dos exames.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Diagnéstico das Parasitoses dos Animais da
UFBA para a detecgdo dos anticorpos contra N. caninum por meio do teste de Imunofluorescéncia
indireta de acordo com Yamane et al. (1998), com ponto de corte em 1:200, utilizando taquizoitos da
cepa NC-BA. A leitura foi realizada em microscédpio Binocular BX 51 {Olympus“"') com sistema de
epifluorescéncia, considerando-se positivas as reagdes que apresentaram fluorescéncia periférica
total em mais de 50% dos taquizoitos.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A frequéncia de anticorpos contra N. caninum em bovinos na microrregido de llhéus e Itabuna
foi de 36,52% (86/230), variando de 7,41 a 72,73% entre os rebanhos estudados. Em todas as
propriedades avaliadas houve pelo menos um animal soropositivo. A freqliéncia de animais positivos
por municipio foi de 28,16% em lihéus e 42,64% em Itabuna (p= 0,068) (Tabela 1).

Os resultados deste estudo assemelham-se as frequéncias de anticorpos encontradas por
Melo et al. (2006) no estado de Goias (microrregides de Anapolis e Goiania), e Sartor et al. (2005) no
Estado de Sao Paulo (regi&o de Presidente Prudente).
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Gondim et al. (1998) na Bahia (microrregido de Feira de Santana) observaram uma
requéncia de anticorpos anti-N. caninum de 14,09% em 447 bovinos, inferior ao resultado encontrado
1o estudo corrente. 0 que provavelmente se deve as diferencas climaticas entre as regides, pois a
microrregido de lihéus e Itabgna apresenta maior umidade o que favorece a permanéncia do parasito
no ambiente por periodos mais longos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam a exposicdo de bovinos a Neospora caninum com ampla
distribuicd0 nos rebanhos da microrregido estudada, devendo o parasito ser incluido no diagnostico
giferencial nos casos de abortamento bovino, fazendo-se necessaria a complementag&o de estudos
que visem elucidar os aspectos relacionados a epidemiologia da neosporose na regiso.
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Tabela 1 — Distribuicao de animais soropositivos e soronegativos para Neospora caninum, nos
municipios de lIhéus e Itabuna, estado da Bahia

Neospora caninum
Municipio Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
" llhéus 29 (28,16) 72 (71,84) 101 (43,91)
ltabuna 55 (42,64) 74 (57,36) 129 (56,09)
Total 84 (36,52) 146 (63,48) 230 (100)
=333 P=0,068
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