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RESUMO

Neospora caninum € um importante agente etioldgico de distribuicdo mundial, que ocasiona
abortos em bovinos de leite e de corte, e consequentemente grandes prejuizos econémicos a
cadeia produtiva destes animais. A criacdo de bovinos no Brasil ¢ de longe, a atividade
econdmica que ocupa a maior extensdo de terras, incluindo o Arquipélago de Fernando de
Noronha, no qual a agropecudria € uma atividade permitida, particularmente para
subsisténcia, onde a mesma é exercida de forma rustica e com baixa produtividade. Este
trabalho, tem por objetivo, determinar a prevaléncia e os fatores de risco associados a infec¢éo
por Neospora caninum em bovinos no Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco,
Brasil. Foram coletadas 122 amostras de soro bovino, e 16 amostras de soro de cées oriundas de
10 propriedades, nas regifes perimetrais das mesmas, em um raio de 2 km do centro do curral de
manejo, ainda foram coletadas 22 amostras de cdes. As coletas ocorreram em bovinos de corte
ou leite, machos ou fémeas, com diferentes faixas etarias, com histérico clinico ou ndo de
infeccdo da neosporose. O diagnostico da infeccdo foi realizado através da pesquisa de
anticorpos 1gG anti N. caninum pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizado-se
como ponte de corte 1:200 e 1:50 para bovinos e cédes respectivamente. Dos 122 bovinos
testados, 84 (68,85%) apresentaram anticorpos anti Neospora caninum e 09 cdes do total de 38
(23,68%) também se mostraram reagentes. Constatou-se neste estudo que a infeccdo por
Neospora caninum encontra-se disseminada em todas as propriedades do Arquipélago, sendo
necessaria a introducdo de medidas de controle e profilaxia, evitando assim a perpetuacdo do
agente nos rebanhos. Os resultados da analise univariada dos fatores de risco associadas a
infecgdo por Neospora caninum ndo apresentaram odds ratio significativas, contudo as variaveis
suplementacdo alimentar, tecnologia em equipamentos para 0s animais, presenca de curral e
ordenha apresentaram uma tendéncia na associagdo da soropositividade dos animais desse
estudo. A regressdo logistica dos fatores de risco associados a infec¢do por N. caninum revelou
diferenca de odds ratio significativa para as variaveis exploracdo mista (odds ratio p = 13,79) e
ndo criar aves (odds ratio p = 5,45), demonstrando a influencia desses fatores na manutencéo do

agente nos rebanhos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Protozoario, diagnéstico soroldgico, bovinos



ABSTRACT

Neospora caninum is an important etiologic agent of worldwide distribution, which causes
abortions in dairy and beef cattle, and consequently significant economic losses to the avian
production. The cattle in Brazil is by far the economic activity that occupies the largest area of
land, including the Fernando de Noronha Archipelago, where agriculture is a permitted activity,
particularly for subsistence, where it is exercised in order rustic and low productivity. This work
aims to determine the prevalence and risk factors associated with infection by Neospora caninum
in cattle in Fernando de Noronha, Pernambuco, Brazil. They collected 122 samples of bovine
serum, and 16 dogs serum samples from 10 properties in the perimeter of the same areas in a
radius of 2 km from the handling corral the center, were also collected 22 samples of dogs. The
collections occurred in beef cattle or milk, male or female, of different age groups, with clinical
history of infection or not neosporosis. The diagnosis of infection was performed by anti N.
caninum 1gG antibody research by Immunofluorescence Reaction (IFA) was used as cut-off
point 1: 200 and 1:50 for cattle and dogs respectively. Of the 122 cattle tested, 84 (68.85%) had
anti Neospora caninum antibodies and 09 dogs total of 38 (23.68%) also showed reagents. It was
noted in this study that Neospora caninum infection is widespread in all Archipelago properties,
the introduction of control and prophylaxis measures being necessary, thus preventing the
perpetuation of the agent in herds. The results of the univariate analysis of risk factors associated
with infection by Neospora caninum showed no significant odds ratio, however the variables
supplementary feeding, technology equipment for the animals, the presence of barn and milking
showed a trend in the association between seropositivity of animals in this study . Logistic
regression analysis of risk factors associated with infection by N. caninum showed a significant
odds ratio of difference for the variables mixed farm (odds ratio p = 13.79) and not raise poultry
(odds ratio p = 5,45), demonstrating the influence of these factors on the agent maintaining the
studied herds.

KEYWORDS: Protozoan, serological diagnosis, cattle
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INTRODUCAO

A pecuaria bovina ¢ um dos setores mais importantes do agronegocio brasileiro e
consequentemente da economia nacional, estando o Brasil a frente no ranking de maior
exportador de carne bovina desde 2008, indicando crescimento de 2,15% ao ano para 0S
proximos anos (BRASIL, 2014a).

Para que essa importante cadeia produtiva possa permanecer sélida e promissora, a
sanidade dos rebanhos é um dos maiores desafios, ja que as doencas parasitarias e infecciosas se
apresentam como as principais causas de prejuizos econdmicos do segmento.

A infeccdo por Neospora caninum, tem sido um achado comum em muitos paises
produtores de leite (WILLIAMS et al.2009; KAMGA-WALADJO et al.2010), sendo
responsavel por grandes entraves da pecuaria nacional e mundial.

No Brasil, a frequéncia da infeccdo varia de acordo com a regido estudada, tipo de
exploragdo, tipo de estudo, ponto de corte utilizado no diagnéstico soroldgico, histérico da
propriedade para rebanho o que muitas vezes dificulta a comparacéo dos dados. Neste sentido, 0s
registros zootécnicos das propriedades sdo extremamente importantes no controle da doenca,
sendo que dados referentes a repeticdo do estro, nimero de abortamentos, natimortos e animais
nascidos com ma formacgdes, importantes indicativos da necessidade de realizacdo de um
inquérito soroldgico para investigacdo da infeccdo por N. caninum. No Brasil, o primeiro
inquérito soroldgico para este protozoario foi relatado em bovinos criados no Mato Grosso do
Sul e Séo Paulo (BRAUTIGAM; HIETALA e GLASS, 1996), com frequéncias variando de zero
(DE MELO et al. 2001) a 97,2% ( GUEDES et al.2008). Na cadeia epidemioldgica de
transmissédo, o cdo tem sido considerado o hospedeiro definitivo, capaz de eliminar oocistos nas
fezes (DUBEY, 1997), aléem de participar da cadeia epidemiolégica como hospedeiro
intermediario formando cistos em seus tecidos, & semelhanca de outras espécies animais
(DUBEY et al. 1999).

Neste contexto, a literatura demonstra que a presenca de cédes nas criacdes de bovinos
podem funcionar como importantes fatores de risco para a infeccdo e consequentemente a
ocorréncia de abortos em bovinos, indicando uma associacdo entre a infeccdo em ambas as
espécies (SANCHEZ et al.2003).

Tendo em vista a escassez de pesquisas versando sobre o Neospora caninum em
bovinos no Arquipélago de Fernando de Noronha, Estado de Pernambuco, associada a sua
importéncia para sanidade dos rebanhos, este trabalho, o primeiro a pesquisar esse panorama,

teve como objetivo determinar a prevaléncia e os fatores de risco associados a infecgcdo por



Neospora caninum (DUBEY, CARPENTER, SPEER, TOPPER E UGGLA, 1988) em todos 0s
bovinos cadastrado na Coordenadoria de Meio Ambiente do Arquipélago de Fernando de

Noronha, Brasil, sendo esse o primeiro levantamento



2.0 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Historico

Desde o primeiro relato em 1984, em cées na Noruega (BJERKAS et al.1984), até 1987,
0 Neospora caninum foi passivel de confusdo com o Toxoplasma gondii, em funcdo da
similaridade morfoldgica e bioldgica existentes entre ambos (DUBEY et al.1988). Poucos anos
mais tarde, caracteristicas ultraestruturais, imunogénicas e patogénicas confirmaram a diferenca
entre estes dois coccideos (DUBEY; LINDSAY, 1993). A partir desta data a neosporose passou
ser uma doenca emergente em todo o mundo, tendo sido reconhecida como importante causa de
abortamento na bovinocultura em diversos em paises (DUBEY, 2005).
Sendo assim, Thilsted e Dubey (1989) foram os primeiros a diagnosticar a infeccdo por N.
caninum em bovinos, embora a suspeita da infeccdo ja tinha sido aventada por outros
pesquisadores (OTOOLE; JEFFREY, 1987; PARISH et al.1987).
No Brasil, o primeiro inquérito soroldgico para N. caninum, foi realizado em bovinos criados no
Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (BRAUTIGAM et al.1996) com frequéncias variando de zero
(DE MELO et al. 2001) a 97,2% (GUEDES et al.2008).

2.2 - Etiologia e Ciclo Biologico

Através de estudos morfoldgicos realizados com microscopia Optica, eletrbnica, e
resultados da analise da sequéncia de DNA, o N. caninum foi taxonomicamente classificado
pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem
Eucoccidiorida, Familia Sarcocistidae (COX, 1991; ELLIS et al.,1994).
O protozoario tem um ciclo de vida heteroxeno, tendo os cdes e coiotes como 0s Unicos
hospedeiros definitivos (HD) (MCCALLISTER et al.1998; GONDIN et al.2004) e os
ruminantes, felinos, equinos, aves entre outras espécies atuando como hospedeiros
intermediarios (HI) (COSTA et al.2001; COSTA et al.2008).
Na biologia do coccideo, trés estagios sdo conhecidos sendo eles: taquizoitos, bradizoitos e
oocistos (DUBEY, 1999a; LINDSAY; DUBEY, 2000).
Os taquizoitos, estagio intracelular do parasito, sdo encontrados no HI (VOGEL et al.2006), os
quais se multiplicam rapidamente no interior de diversas celulas do hospedeiro, ocasionando a
ruptura da mesma (HEMPHILL et al.1999). Estes taquizoitos livres disseminam a infec¢do aos
Orgdos durante a fase aguda da infeccdo, possuindo tropismo pelo sistema mononuclear
fagocitario (GENNARI; SOUZA, 2002; MULLER et al.2002).



Por outro lado, os bradizoitos dividem-se lentamente e sdo encontrados no sistema
nervoso central (SNC), nervos periféricos, retina, musculo esquelético e cardiaco, podendo
persistir durante anos sem ocasionar manifestacdes clinicas significativas no hospedeiro
(DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY, 1999a; MULLER et al.2002).

O oocisto € a forma de resisténcia ambiental do parasito que é eliminado na forma néo
esporulada junto com as fezes do HD, (DUBEY, 2003). Ap6s 24 a 72 horas, 0S 00cistos
presentes no ambiente tornam-se esporulados capazes de infectar um novo hospedeiro
susceptivel (LINDSAY et al.1999; DUBEY, 2003).

A fase sexuada do N. caninum ocorre quando os hospedeiros definitivos séo infectados ao
consumirem tecidos contendo os parasitas na forma cistica no interior das células intestinais
ocorre a multiplicacdo sexuada, sendo posteriormente liberados oocistos ndo esporulados nas
fezes que contaminam o ambiente (COLLERY, 1996).

Na fase assexuada, o HI se infecta ingerindo, 4gua e alimentos contaminados com
oocistos esporulados. No estdmago do HI, os oocistos rompem-se pela agdo mecanica liberando
0S esporozoitos, que invadem os tecidos e se multiplicam originando taquizoitos moveis. Estes
taquizoitos moveis por sua vez sdo encontrados em desenvolvimento dentro de vacuolos
parasitoforos de vérias células (COLLERY, 1996).

Os bradizoitos sdo encontrados na forma de cisto, nos tecidos do sistema nervoso central
e periférico e podem ficar em laténcia por varios meses ou anos, restabelecendo o ciclo caso
venha a ser consumido por um HD (SPURI, 2006).

Até o momento a transmissdo horizontal direta de animal para animal ndo foi
comprovada (ANDERSON et al.1997), porém, sabe-se que a infeccdo pode se estabelecer em

bovinos, por meio da ingestdo de oocistos esporulados (DE MAREZ et al.1999).

2.3 - Distribuicéo geogréfica e soroprevaléncia da Neosporose Bovina

A neosporose é amplamente difundida em todo o mundo, tendo sido diagnosticada em
todos os continentes, exceto Antartida (DUBEY; LINDSAY, 1996). Desde o primeiro relato até
hoje inimeros estudos realizados em todo 0 mundo reportam taxas de infeccdo variando de 1,6%
na Alemanha a 64,5% na Argentina (Quadro 1). A infecgdo por N. caninum em bovinos tem
sido reconhecida em todo mundo, sendo atualmente aceita como importante causa de

abortamento em bovinos de corte e leite sendo a principal etiologia em vérios paises.



Quadro 1 — Prevaléncia da infec¢do por N. caninum nos diferentes continentes do mundo.

Continente Americano
América do Norte

Canada 21,9% Bergeron et al.(2000)
Estados Unidos 16% Rodriguez et al.(2003)

América Central
Costa Rica 43,3% Romero et al.(2005)
México 45,0% Meléndez et al.(2005)

América do Sul
Argentina 64,5% Venturini et al.(1999)
Chile 39,7 Patitucci et al.(2000)
Paraguai 35,7% Osawa et al.(2002)
Uruguai 61,3% Kashiwazaki et al.(2004)

Continente Europeu
Alemanha 1,6% Bartels et al.(2006)
Andorra 9,2% Armengol et al.(2007)
Beélgica 12,2% Dijkstra et al.(2002)
Dinamarca 26,0% Klein et al.(1997)
Eslovaquia 36,8% Pitel et al.2001),
Espanha 16,2% Bartels et al.(2006)
Franca 11,1% Pitel et al.,(2001)
Holanda 39,4% Dijkstra et al.(2001)
Hungria 3,3% Hornok et al.(2006)
Italia 18,8% Magnino et al.(1999)
Polonia 9,3% Wierzchon et al.(2006)
Portugal 46,0% Canada et al.(2004)
Reino Unido 60,6% Paré et al.(1997)
Republica Checa 3,9% Vaclavek et al.(2003)
Rdssia 9,9% Conraths et al.(2000)
Suécia 2,0% Bjorkman et al.(2000)
Turquia 7,5% Sevgili et al.(2005)

Continente Asiatico
China 17,2% Yu et al.(2007)
Coréia 56,0% Morales et al.(2001)
Ird 46,0% Razmi et al.(2006)
Japéo 48,7% Hur et al.(1998)
Tailandia 32,0% Vural et al.(2006)
Taiwan 5,5% Kyaw et al.(2004)
Vietnam 5,5% Huong et al.(1998)

Continente da Oceania

Australia 24,0% Atkinson et al.(2000)
Nova Zelandia 46,7% Thornton et al.(1994)




No Brasil, apds o primeiro relato em 1996 (BRAUTIGAN et al.1996), a circulagdo deste
coccideo j& foi comprovada em todas as regides geograficas, apresentando também diferentes
soroprevaléncias. As taxas de infeccdo estimadas em rebanhos bovinos no Brasil, variam de
0,0% (DE MELO et al. 2001) a 97,2% .

Quadro 2 — Prevaléncia da infeccdo por N. caninum em diferentes regides do Brasil.

Regido Norte

Amazonas 10,7% Aguiar et al. (2006)
Rondbnia 11,2% Aguiar et al.(2006)
Regido Nordeste
Bahia 15,60% Godim et al.(1999)
Bahia 10,29 Jesus et al.(2002)
Maranhéo 50,74% Teixeira et al. (2010)
Para 18,7% Minervino et al. (2008)
Pernambuco 34,75 Silva et al.(2002)
Pernambuco 6,4% Silva et |. (2014)

Regido Centro-Oeste

Anapolis e Goiania-GO 30,0% Melo et al.(2006)
Goiéas 29,6% Melo et al.(2006)
Goias 30,4% Melo et al.(2006)
Mato Grosso 11,7% Melo et al.(2008)
Mato Grosso 53,0% Benetti et al.(2009)
Mato Grosso do Sul 7,70% Andreotti et al.(1999)
Mato Grosso do Sul 16,56 Andreotti et al.(2002)
Mato Grosso do Sul 21,7% Ragozo et al.(2003)

Regido Sudeste

Avaré /SP 16,0% Sarror et al.(2003)
Lavras-MG 35,0% Santos et al.(2009)
Lavras-MG 19,4% Bruhn, (2012)

Minas Gerais 7,70% Melo e Leite.(1999)
Minas Gerais 18,66% Melo et al.(2001)
Minas Gerais 6,81% Costa et al.(2001)
Minas Gerais 97,2% Guedes et al.(2008)
Presidente Prudente, SP 35,53% Garcia Filho, (2004)
Presidente Prudente, SP 35,0% Sartor et al. (2005)
Rio de Janeiro 23,81% Munhoz et al.2002)
Rio de Janeiro 33,57% Munhoz et al.(2002a)
Séo Paulo 60,0% Gondim e Sartor (1997)
Séo Paulo 30,13% Sartor et al.(1999)
Sédo Paulo 67,85% Belo et al.(1999)

Sédo Paulo 24,67% Hasegawa et al.(1999)




Séo Paulo 16,30% Sartor et al.(1999)

Séo Paulo 53,60% Stobbe e Cortes (1999)

Séo Paulo 22,20% Rezende et al.(1999)

Séo Paulo 15,50% Hasegawa (2000)

Séo Paulo 23,11% Costa et al.(2001)

Séo Paulo 35.90% Pituco et al.(2001)

Séo Paulo 32,0% Piagentini (2002)

Sete Lagoas,MG 20,7% Nocolino, 2011

Regido Sul

Parana 11,69% Ogawa et al.,(1999)

Parana 14,50% Santos (2000)

Parana 42,1% Locatelli-Dittrich et al.(2001)

Parana 34,80% Locatelli-Ditrich et al.(2001b)

Parana 21,5% Guimardes Jr. (2003)

Parana 14,3% Guimaraes et al.(2004)

Rio Grande do Sul 11,20% Corbellini et al.(2001)

Rio Grande do Sul 18,6% Ragozo et al.2003

Rio Grande do Sul 65,50% Corbellini et al.(2002)

Rio Grande do Sul 17,8% Corbelline etal. (2006),
Regido Centro Oeste — Sudeste —Sul

Mato Grosso do Sul 28,0% Ragozo et al.(2002)

Minas Gerais, Rio de

Janeiro, S&o Paulo

Parana, Rio Grande do

Sul

2.4 - Transmissdo do Neospora caninum
2.4.1 - Transmissdo Transplacentaria

Embora estudos epidemioldgicos demonstrem gue oocistos constituem-se um dos fatores
para a manutencdo do parasito nos rebanhos, a transmissao vertical € 0 modo mais frequente da
infeccdo por N. caninum em bovinos (BJORKMAN, 1999; VOGEL et al.2006). A maioria dos
bezerros que nascem de mées infectadas sdo portadores da infeccdo e, uma vez infectado, o
animal parece permanecer infectado por toda a vida (DUBEY, 2003).

Desta forma, este tipo de transmisséo € considerada a principal forma de disseminacéo e
manutencéo do patdgeno nos rebanhos por sucessivas geracdes (BJORKMAN et al.1996) .
SAGER et al. (2001) observaram uma elevada correlacdo entre a presenca de anticorpos na mae
e a presenca do parasita nos fetos, sugerindo que a deteccdo de anticorpos é um bom indicador

para o diagnostico da infeccdo ativa.



2.4.2 — Transmissao via sémem

Apesar da baixa importancia epidemioldgica, DNA de N. caninum no sémen tem sido
detectado, logo a este tipo de transmissdo ndo pode ser completamente descartado (ORTEGA-
MORA et al.2003; CAETANO-DA-SILVA et al.2004b; FERRE et al.2005, 2008 ; SERRANO-
MARTINEZ et al.20074a)

2.4.3 - Transmissao Lactogénica

A transmissdo lactogénica de N. caninum j& foi demonstrada experimentalmente em
bezerros recém-nascidos, alimentados com taquizoitos adicionados ao colostro, no entanto,
evidéncias confirmatdrias que este tipo de transmissdo ocorre naturalmente sdo necessarias
(DAVISON et al.2001).

2.4.4 - Transmissdo Horizontal

A transmissao horizontal é a forma de infec¢do que ocorre quase que exclusivamente por
meio da ingestdo de agua e alimentos contaminados com oocistos (BARTELS, et al , 1999;
WOUDA, et al.1999; GONDIN et al.2004). Caes em propriedades rurais podem consumir
placentas, fetos de bovinos e as carcacas de bezerros infectados, que podem conter cistos viaveis
de N. caninum, e consequentemente adquirir a infecgdo (McCALLISTER, 1999).

Estudos anteriores encontraram uma associacao significativa entre a presenca de galinhas,
patos e gansos e o risco de infeccdo (BARTELS et al.1999; OULD-AMROUCHE et al.1999;
OTRANTO et al.2003). Sabe-se que estes animais podem carrear 0S 00Cistos em suas patas e
penas, além disso uma vez infectados podem ser consumidos por cdes ou coiotes que ao

ingerirem os cistos teciduais serdo infectados dando continuidade ao ciclo do parasita.

2.5 - Fatores de Risco associada a infec¢é@o por Neospora caninum

O conhecimento dos fatores de risco associados a infec¢do por N. caninum e presenca de
aborto em bovinos favorecem de maneira decisiva o controle da doenga.

Na cadeia epidemioldgica de transmissdo, o cdo tem sido considerado o principal
hospedeiro definitivo, capaz de eliminar oocistos nas fezes (DUBEY, 1997), além de participar
da cadeia epidemiologica como hospedeiro intermediario formando cistos em seus tecidos, a
semelhanca de outras especies animais (DUBEY et al. 1999).

Os hospedeiros definitivos (caninos) tém sido apontados como principal fator de risco em
funcdo da ingestdo de pequenos animais domésticos, silvestres ou mesmo carcagas de bovinos,

fetos e restos placentarios (CARDOSO, 2010). Nao obstante a localizagdo das propriedades



proximos a centros urbanos (SANCHEZ et al.2003), o tamanho da propriedade, utilizacio de
silagem além da presenca de criag&o rustica de aves domesticas, também apresenta uma estreita
relacdo em rebanhos bovinos leiteiros com ocorréncia de abortos associados a N. caninum
(CHIEBAO, 2010).

Em cdes a presenca de fetos abortados e fetos placentarios constituem a principal fonte de
infecgdo para o inicio da eliminagdo dos oocistos e contaminagdo do ambiente caracterizando
assim a transmisséo horizontal. Nestas condi¢des bovinos infectados em areas contaminadas com
oocistos de N.caninum apresentam trés a sete a vezes mais probabilidade de abortarem que
animais ndo infectados (WILLIAMS et al.2009).

Por outro lado o tamanho do rebanho parece ser decisivo para o aparecimento da infeccéo
por N. caninum. Propriedades com mais 25 fémeas apresentam 10 vezes maior probabilidade de
apresentar 0 agente em seus animais (AGUIAR et al.2006).

Outro fator importante é a raga dos animais (BARTELS et al.2006; KANGA-WALADJO
et al.2010) . Em trabalho realizado por Munhoz (2004), utilizando bovinos de dois municipios do
estado do Rio de Janeiro, verificou que ha certa associacdo entre a soropositividade para N.
caninume a raca Holandesa Preta e Branca. Ainda no Brasil, observou-se uma diferenca
significativa no nimero de bovinos soropositivos da raca Holandesa em relacdo aos animais
mesticos de Gir com Holandesa e de Zebu, sendo 89,6% dos animais da ragca Holandesa, 5,6%
mesticos Gir com Holandés e 4,8% eram de genealogia zebuina (Guimardes Junior et al. 2003).
O tipo de exploracdo também parece influenciar na infec¢cdo dos animais pelo protozoario
(DUBEY, SCHARES;ORTEGA-MORA, 2007).

Rebanhos leiteiros mostram maior frequéncia de animais soro reagentes quando
comparados aos animais de corte (PITUCO et al.1998).

A assisténcia médica-veterinaria, parece exercer importancia na occorencia da doenca,
sendo mais frequente a infeccdo por N. caninum em propriedades onde assisténcia técnica

apresentava-se deficiente ou ndo existia.

2.6 - Patogenia

Quando os taquizoitos do N. caninum invadem o organismo animal, podem infectar as
ceélulas de quase todos os tecidos do animal, no entanto possuem um maior tropismo pelas
células do SNC, células musculares esqueléticas e cardiacas e células endoteliais, levando a sua
destruicdo com formacdo de focos de necrose, que € a principal lesdo desta enfermidade (BARR
et al.1991a; ANDERSON et al.1991; WOUDA et al.1996).
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Estas lesbes podem produzir doenga neuromuscular severa em cées e bovinos e,
provavelmente, em outros hospedeiros, destruindo grande numero de células neurais, incluindo
aquelas dos nervos craniais e espinhais (MAYHEW et al.1991; DUBEY; DE LAHUNTA, 1993).

As consequéncias da infeccdo em uma fémea gestante podem ser a reabsorcéo
embrionéria, abortamento ou o nascimento de bezerros infectados com ou sem sinais clinicos os
quais podem transmitir a infecgdo a sua progénie (BUXTON; McALLISTER.; DUBEY, 2002).
Os fatores que influenciam na patogénese do aborto sdo: fase da gestacdo em que ocorre a
infeccdo; a quantidade e duracdo da parasitemia; a eficiéncia da resposta imune materna e a
capacidade da resposta imune do feto (HEMPHILL et al.2000).

A resposta imune a infeccdo por N. caninum nas diferentes espécies tem sido pouco
estudada, porém, a relacdo hospedeiro-parasito depende da resposta imune de cada espécie
acometida (HEMPHILL et al.2000). Na verdade, ha evidéncias de que uma infeccdo por N.
caninum também desencadeie a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e uma resposta imune
tipo Thl na interface materno-fetal, que pode ser prejudicial a gestacdo (WILLIANS et al.2000;
INNES et al.2005).

2.7 - Sinais Clinicos

Nos bovinos, os principais sinais clinicos da neosporose sdo os abortos, mumificacéo,
reabsorcdo uterina e natimortos (DUBEY, 2003). O abortamento dos animais infectados pode
ocorrer em qualquer fase da gestacdo e em qualquer época do ano, ocorrendo de forma
esporéadica, endémica ou em surtos epidémicos. (McCALLISTER et al. DUBEY, 2003).

Os animais que nascem com a infeccdo pelo N. caninum, podem apresentar diversos
problemas de ordem motora e neuroldgica, como paralisia, déficit no crescimento e ganho de
peso, além disso, em alguns casos pode ocorrer exoftalmia, posicdo assimétrica dos olhos e
outras deformacdes associadas com a lesdo das células nervosas embrionérias (LOCATELLI-
DITTRICH et al.2003). E importante destacar que alguns animais, mesmo infectados, podem
nascer sem problemas clinicos aparentes, o que dificulta a investigacdo e o diagndstico,
favorecendo a disseminacdo e perpetuacdo do agente nos rebanhos (DUBEY & LINDSAY,
1996; BRYAN et al.1994).

Nos caninos, a neosporose pode se apresentar através de desordens de origem
neuromusculares, muitas vezes impossibilitando a alimentagdo, locomogéo e respiracdo o que
leva 0 animal a morte (DUBEY, 2003).

Os sinais clinicos mais observados na doenca sdo paralisia de membros pélvicos com

hiperextensdo rigida, atrofia muscular, mialgia, paresia de membros toracicos, paresia com
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ataxia, alteracbes do comportamento, cegueira central, coriorretinite, tremores, convulsdes,
incontinéncia urinéria e fecal, e mais raramente alteracdes em nervos cranianos, nistagmo e
estrabismo (DUBEY et al.2007; BARBER e TREES, 1996, BASSO et al.2005; KNOWLER e
WHEELER, 1995) .

2.8 - Diagnostico

O diagndstico da neosporose pode ser realizado através do exame clinico, porém, 0s
sinais clinicos sdo inespecificos sendo o diagndstico laboratorial de suma importancia para a
confirmacéo da infecgdo pelo protozoario (PACKMAN et al.2002).

Os métodos de diagnostico laboratoriais podem ser diretos e indiretos. Os primeiros tém
como base a identificacdo do parasito através da histopatologia (ANDREOTTI, 2001)
imunoistoquimica (FERNANDES, 2003) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(LOCATELLI-DITTRICH et al.2006) e o isolamento em cultura (SPURI, 2006).

Entre os métodos indiretos, destacam-se a Rea¢do da Imunofluorescéncia Indireta (RIFI),
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (VOGEL et al.2006), Imunoblotting (IB) e aglutinacdo
direta (JENKINS et al.2002).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Local de estudo

A pesquisa foi realizada no Distrito Estadual de Fernando de Noronha, (3° 51" 13.71” S, e
32°25'25.63" O) pertencente ao estado de Pernambuco, Brasil. O Arquipélago é formado por 21
ilhas de origem vulcénica, ocupando uma area de 26 kmz?, situado no Oceano Atlantico, a
nordeste da capital pernambucana, Recife (Figura 1).

A ilha principal tem uma éarea total de 17 quildmetros quadrados, sendo 10 km de
comprimento e 3,5 km de largura no seu ponto maximo. O clima, segundo a classificacdo de
Koppen, enquadra-se no tipo clima tropical com estacdo seca de Inverno (Aw'), com
caracteristicas semi-aridas, sobretudo pelas estacfes seca e chuvosa bem definidas, e acentuada
irregularidade na precipitacdo pluvial interanual (TEIXEIRA et al.2003). A vegetacdo primaria
do arquipélago foi bastante modificada pelo homem, por meio da retirada indiscriminada de
madeira e pelo desmatamento para atividades agropecuérias. Atualmente, predomina uma
vegetacdo dominantemente caducifolia, semelhante aquela do Agreste Nordestino, denominada
Mata Estacional Decidual (TEIXEIRA et al.2003).

Fernando Ilha Rata
de Noronha °
aeroporlo
porto, ancoradouro / Ilha do Meio
e Ilha Séio José 0 Ilha Sela Gineta
o <

Ilha Rasa

OCEANO ATLANTICO

Q
Ilha do Frade NE

w E
Ilha Cabeluda

Tlha da Vitva / Ilha do Ledo Ilha Chapéu do Sueste W SE
S

Figura 1 - Mapa de localizacdo do Arquipélago de Fernando de Noronha
Fonte: pt.wikipedia.org


http://pt.wikipedia.org/wiki/Unidades_federativas_do_Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pernambuco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ilha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vulc%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oceano_Atl%C3%A2ntico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Recife
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3.2 - Propriedades e fatores de risco associados a infec¢do por Neospora caninum

Todos os bovinos do Distrito Estadual de Fernando de Noronha, cadastrados na
Coordenadoria de Meio Ambiente foram estudados . No total 10 rebanhos , distribuidos em 10
propriedades (Figura 2) identificadas pelas letras (A,B,C,D,E,F,G,H,l,J,). Os proprietarios
receberam todas as informag0es sobre a pesquisa e concordaram com a participagdo na pesquisa,
colaborando nas coletas e respondendo aos questionarios investigativos (Anexo 1).

Para o estudo dos fatores de risco associados a infeccdo pelo Neospora caninum foram
preenchidos questionarios onde constavam os dados referentes as propriedades e aos animais
analisados. Os seguintes fatores foram avaliados: tipo de exploracgdo (corte, leite ou mista), tipo
de criagéo (extensiva, intensiva ou semi-intensiva), tipo de ordenha (manual ou mecanica), uso
de inseminacdo artificial, ocorréncia de aborto, presenca de ovinos, uso de piquete para

parto/pds-parto, assisténcia veterinaria, sexo e idade.

3.3 - Coleta de sangue e diagnostico soroldgico

As amostras de sangue, para a obtencdo de soro, foram colhidas atraves da venopuncéo
jugular de todos os bovinos presentes no rebanho. Nos cdes as coletas foram realizadas pela
puncdo da veia cefalica.

Os tubos foram centrifugados e o soro obtido pipetado e acondicionado em tubos
plasticos de polipropileno estéreis de 1,5 ml, sendo em seguida acondicionados a -20 C°.

Todo o material coletado e congelado foi encaminhado ao Laboratério de Doencas
Parasitarias dos Animais Domesticos da Universidade Federal Rural de Pernambuco, para
posterior processamento.

A deteccdo de anticorpos IgG anti- N.caninum foi realizada utilizando-se a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (ALVAREZ-GARCIA et al.2002). Para confeccdo das laminas,
utilizou-se taquizoitos integros de N. caninum, cepa NC-Bahia e a cepa NC — Span. A reacéo foi
considerada positiva quando se observou fluorescéncia, em toda parede do taquizoito, em uma
diluicdo do soro de 1: 200 e 1: 50 para bovinos e cdes, respectivamente. Em todas as reacfes

foram adicionados controles positivos e negativos.
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Figura 2 - Propriedades estudadas no distrito estadual de Fernando de Noronha

Fonte Odilon Araujo - ADEFN
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3.4 - Analise dos dados

Utilizou-se o teste qui-quadrado (y?) para comparar as frequéncias de bovinos
soropositivos com relacdo as diferentes categorias animal.

O Teste Binomial para comparacdo entre duas proporc¢des foi utilizado para avaliar se
houve diferenca significativa entre os sexos e as diferentes regiGes do arquipélago com relacédo a
frequéncia de soropositivos.

Para avaliacdo das frequéncias de bovinos soropositivos por propriedade, e entre regides,
e frequéncia de cées soropositivos entre as propriedades e area perimetral de cada propriedade
utilizou-se o Teste de Fisher.

Em todas as analises foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.2007).

Para o estudo dos fatores de risco, foram aplicados questionarios com perguntas
objetivas, onde diversas perguntas referentes ao manejo dos animais, sistema de criacdo e
caracteristicas das propriedades foram realizadas .

Na identificacdo dos fatores de risco associados a infecgdo por Neospora caninum foram
realizadas analises dos dados de interesse de forma univariada através do teste qui-quadrado de
Pearson (%), ou Exato de Fisher quando necessario . Em um segundo momento foi feita uma
analise multivariada através do modelo de regressao logistica tendo como variavel dependente

status soroldgico do animal (positivo ou negativo) para Neospora caninum .

4 - RESULTADOS

Das amostras de bovinos analisadas 68,9% (84/122; 1.C. 59,8% - 76,9%) foram positivas
para anticorpos 1gG anti- N. caninum com 100% de focos e prevaléncia variando de 11,8% a
91,9% (Tabela 1).

Dos animais estudados, 97 foram fémeas e 25 foram machos, conforme a Tabela 3.
Utilizando-se o resultado do teste binomial para comparacdo entre duas proporcoes, ndo foi
observada diferenca significativa entre sexos com relacdo a soropositividade (p= 0,283) e idade
(p=0,295), porem ficou evidenciado uma maior frequéncia entre 0s animais jovens (bezerros e

bezerras).
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Tabela 1 —Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) de anticorpos 1gG anti- N.

caninum em bovinos do Arquipélago de Fernando de Noronha, 2015.

RIF] Total
Propriedade Positivo Negativo
FA. FR. (%) FA FR. (%) FA FR. (%)
A 1 50,0 1 50,0 2 100,0
B 1 20,8 4 80,0 5 100,0
C 1 50,0 1 50,0 2 100,0
D 34 91,9 3 8,1 37 100,0
E 11 91,7 1 8,3 12 100,0
F 1 20,0 4 80,0 5 100,0
G 2 11,8 15 88,2 17 100,0
H 7 87,5 1 12,5 8 100,0
I 18 72,0 7 28,0 25 100,0
J 8 88,9 1 11,1 9 100,0

Os dados da Tabela 2 demonstram que as frequéncias por localidade das propriedades,

variaram entre 17,25 % a 91,66 %. A proporc¢do de resultados positivos nas regides da Vila da

Basinha (p<0,001) e Vila dos Trés Paus (p<0,0001) foi significativamente inferiores ao

observado nas outras localidades estudadas.

Tabela 2 — Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR) de animais soropositivos aos

anticorpos 1gG anti-Neospora caninum por localidade em bovinos do Arquipélago de Fernando

de Noronha, 2015.

Regides Positivos Negativos Total
FA FR (%) FA FR (%) FA FR (%)
Vila da Basinha 01 50 01 50 02 100
Vila dos Trés Paus 05 17,25 24 82,75 29 100
Estrada Velha do Sueste 41 91,11 04 8,89 45 100
Vila do Sueste 11 91,66 01 8,34 12 100
Vila da Floresta Nova 08 88,88 01 11,12 09 100
Vila da Floresta Velha 18 72,00 07 28,00 25 100
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Tabela 3 — Animais com sorologia positiva para N. caninum de acordo com o sexo e idade em
bovinos do Arquipélago de Fernando de Noronha, 2015.

Numero de animais positivos por categoria/ Numero total de animais por categoria

Vacas Touros Bezerras Bezerros Novilhas Novilhos
Positivas Positivos Positivas Positivos Positivas Positivos
44/55 01/07 14/23 11/12 11/19 03/06

Das amostras de caninos analisadas 31,25% (05/16) foram positivas para anticorpos 19G
anti- N. caninum com frequéncia em quatro propriedades (D,E,G,I).

Na tabela 4 pode ser obervada os fatores de risco associadas a infeccdo por N. caninum

em bovinos do Arquipélago de Fernando de Noronha, 2015.
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Tabela 4 — Analise univariada dos fatores de risco associadas a infec¢do por Neospora caninum
em bovinos do Arquipélago de Fernando de Noronha, 2015.

Variaveis N RIFI OR (1.C 95%) Valor de P
Tipo de exploracéo
Leite 85 50 (50,8%) 0,12 (0,02-0,41) 0,000
Carne e Leite 37 34 (91,9%)
sistema de criacdo
Intensivo 17 15 (88,2%) -
Extensivo 17 12 (70,6%) 0,32 (0,03-2,47) 0,158
Semi-intensivo 88 57 (64,2%) 0,69 (0,17-2,31)
Fonte de agua
Pogo 37 34 (91,9%)
Companhia de abastecimento 63 47 (74.6%) 0,26 (0,05-1,02) 0,000
Acude 22 3 (13,6%) 0,05 (0,01-0,23)
Suplementagio
Sim 39 35 (809,79%) 6,07 (2,06-21,40) 0,000
N3o 23 49 (59,0%)
Utensilios para criagao
Sim 81 65 (80,2%) 4,06 (1,70-9,54) 0,000
N3o 36 18 (50,0%)
Presenca de curral
Sim 43 17 (39,5%)
N3o 17 15(88,2%)  11.47(2,15-111.45) 0,000
Curral e brete 62 52 (83,9%) 0,69 (0,07-3,83)
Ordenha
Sim 11 9(81,9%) 2,16 (0,48-15,24) 0,272
N3o 111 75 (67,6%)
Média de abortos
0-20 a5 62 (65,3%) 0,42 (0,11-1,30) 0,082
21-42 27 22 981,5%)
Descarte de Placenta
lgnora 22 16 (72, 7%) - 0,923
Nao ignora 95 67 (71,76 %)
Criacdo de aves
Sim 45 23 (50,0%) 0,18 (0,07-0,43) 0,000
N3o 71 60 (24,5%)
Frequente presenca de cies
Sim 92 65 (70,7%) 0,93 (0,29-0,69) 0,554
N3o 25 18 (72,0%)

Na Tabela 5 pode-se observar a odds ratio das variaveis exploragdo e presenca de aves.
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Tabela 5 - Regresséo logistica dos fatores de risco associados a infec¢do por Neospora caninum
em bovinos na Ilha de Fernando de Noronha, 2015

VARIAVEIS Valor de p OR? IC 95%"

Exploracdo mista (leite/carne) 0,000 13,79 3,74 50,77

Nao criar aves 0,000 5,45 2,29 -12,94
5 - DISCUSSAO

A frequéncia meédia global de animais sororreagentes encontrada neste estudo 68,85%
estd acima de todas aquelas registradas nos diferentes continentes independente do teste de
diagndstico utilizado e em quase todos os estudos realizados nos estados brasileiros com excecéo
de Guedes et al.(2008) que observaram 97,2% de prevaléncia em Minas Gerais.

A comparacdo dos dados de frequéncia e/ou prevaléncia em um dado local deve ser
realizada com cautela, em funcdo da grande quantidade de variaveis que podem interferir
diretamente na deteccdo de anticorpos em testes sorolégicos, como regido estudada, fatores
inerentes a variacdo climética populagdo de animais, técnica soroldgica utilizada, ponto de corte,
natureza do antigeno utilizado, status imune do animal entre outros (DUBEY et al. 2007, YANIZ
et al. 2010).

Das localidades estudadas no Arquipélago, as frequéncias encontradas com relacdo a
positividade dos bovinos variaram entre 17,25% a 91,66%. A proporcdo de resultados positivos
nas regibes da Vila da Basinha (p<0,001) e Vila dos trés Paus (p<0,0001) foram
significativamente inferiores ao observado nas outras localidades estudadas.

Com relagdo a Vila da Basinha o fato se justifica pelo baixo nimero de animais, sendo
apenas dois bovinos criados nesta regido. No que concerne a Vila dos Trés Paus, um dado
importante, é que a baixa frequéncia corresponde com 75% das propriedades com criacao
extensiva em area de mata isolada.

No presente estudo 100% das propriedades apresentaram pelo menos um animal
soropositivo o que concorda com os resultados encontrados por Gondim et al. (1999), encontrou
onde 92,85%; Aguiar et al.(2005), 100% e 75% para bovinos de corte e leite, respectivamente;
Coberllini et al.(2005), 93,3 %; Gennari et al.(2005), 100% para bubalinos; Minervino et
al.(2008), 83,3% e 75% para gado de corte e leite, respectivamente.

Vale salientar que durante as coletas, foi observado que nenhum tipo de tecnologia era
empregada com relacdo a profilaxia das doencas, sendo possivel identificar as precérias
condic@es sanitarias, de manejo e nas instalacfes nas propriedades visitadas.
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Neste sentido, o controle sanitario diario e 0 manejo correto dos animais apresentam-se
como fator prioritario na prevencédo da infec¢do por N. caninum (SILVA et al. 2008; PATRICIO,
2008).

Apesar do nimero de fémeas ser consideravelmente maior do que o nimero de machos
nas propriedades visitadas, ndo foi observado diferenca significativa entre o sexo dos animais
concordando com Guimaraes Junior e Romanelli (2006) e Margarido et al.(2008) que afirmam
que ndo existe maior suscetibilidade a infeccdo de acordo com sexo.

Contudo esses achados discordam dos resultados observados por Teixeira et al.(2010)
que relataram maior prevaléncia nas fémeas.

Com relacdo a idade, apesar de ndo ter sido observada diferenca significativa entre as
diferentes categorias (idades) com relacdo a soropositividade, uma maior ocorréncia da infeccao
foi evidenciada em animais jovens, o que sugere que a principal fonte de infeccdo desses animais
seja a transmiss&o vertical, concordando com Munhoz (2004).

Os resultados referentes a frequéncia da infeccdo canina é semelhante aqueles observados
por varios pesquisadores (ANDREOTTI et al.2006; FERNANDES et al.2004; OLIVEIRA et
al.2004; ROMANELLI et al.2007; SOUZA et al.2002).

Observando a distribuicdo dos cdes positivos das propriedades e das areas perimetrais é
provavel que os caninos possam influenciar na soropositividade dos bovinos, visto que 0s

mesmos circulam entre os diversos criatorios que estdo geograficamente proximos (Figura 3 e 4).
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A presenca de cées nas propriedades tem sido considerada um fator de risco importante
na epidemiologia da neosporose bovina (SANCHEZ et al.2003; DUBEY et al.2007; KATO,
2009).

De acordo com Corbellini et al.(2006), para cada cdo presente na propriedade, aumenta,
em 1,13 vezes a chance do bovino ser infectado por N. caninum.

Esse fato é reforcado, pelo baixo nimero de animais positivos, nas duas propriedades que
executam o sistema de criagdo extensivo, onde 0s animais permanecem em area de mata, longe
de cées, somente voltando aos currais para vacinagdo, tratamento de satde ou abate.

Os resultados da andlise univariada dos fatores de risco associadas a infec¢do por
Neospora caninum, apresentaram odds ratio ndo significativa, contudo as variaveis
suplementacdo, equipamento para 0s animais, presenca de curral e ordenha apresentaram uma
tendéncia na associagédo da soropositividade aqui observada.

A regressao logistica dos fatores de risco associados a infeccdo por N. caninum revelou
diferenca de odds ratio significativa para as varidveis exploracdo mista (odds ratio = 13,79) e
ndo criar aves (odds ratio p = 5,45).

Esse dado demonstra, a influéncia do sistema de criagdo com a soropositividade,
concordando com o trabalho de Coberllini et al. (2005), que verificou que o tipo de exploragao
influencia diretamente, na frequéncia de animais soropositivos.

Por outro lado auséncia de criacdo de aves, particularmente proximo aos comedouros dos
animais, pode constituir um fator de risco em fungdo da maior contaminacdo ambiental, e a
auséncia destes animais que podem funcionar como hospedeiros intermediarios. Desta forma

uma maior quantidade de oocisto de N. caninum ficam em disponibilidade para os bovinos.

6 - CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstram que 0s bovinos do Arquipélago de Fernando de
Noronha, estdo infectados pelo N. caninum com uma alta prevaléncia, sendo a forma de

exploracdo dos animais e a ndo criacdo de aves 0s principais fator de risco associados.
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7 — APENDICE
(ANEXO 1)

QUESTIONARIO INVESTIGATIVO - NEOSPORA CANINUM
ARQUIPELAGO DE FERNANDO DE NORONHA - PE

Entrevistador : Carlos Diégenes F. de Lima Filho
Entrevistado :

Proprietdrio ( ) Responsavel ( )
Localizacdo da propriedade :
Data: / 05/2014

Qual o sistema de criagdo dos bovinos de sua propriedade ?

( )extensiva ( )semiintensiva ( ) intensiva
Qual o produto explorado em sua propriedade ?

( )carne ( )leite ( )carnee leite
Ocorre regulamente ordenha em sua propriedade ?
( )sim ( )ndo
Em média, quantos animais sdo abatidos por ano ?
( ) animais
Em sua propriedade, existe curral de manejo e tronco de contencéo ?

() sim,o0s dois ( )sim, apenas curral ( ) sim, apenastronco ( ) ndo, nenhum
A égua fornecida aos animais, provem de onde ?

() companhia de abastecimento ( ) poco ( ) acude (chuva)
Os animais de sua propriedade, recebem mineralizacao ?
( )sim ( )ndo
Os animais de sua propriedade séo vacinados ? Se sim quais vacinas ?
( )sim ( )ndo Vacinas:

Os animais de sua propriedade sdo vermifugados ? Se sim, quantas vezes ao ano ?
( )sim aoano ( )nao

Em sua propriedade é realizada anotacGes referentes aos animais ? Se sim, quais ?
( )sim ( )ndo Quais?

Quando da ocorréncia de abortamento, qual o procedimento adotado na propriedade com os restos
placentarios e o feto abortado ?
Qual a média de abortamento anual ?

( )enterrar ( )jogar namata ( ) deixar no ambiente
Quando da ocorréncia de morte de animal, qual o procedimento adotado na propriedade ?

() acionar o servico publico ( )enterrar ( )jogar namata ( ) outro

Existem cdes na propriedade ?
( )sim ( )néo
Cées de outras propriedades, frequentam sua propriedade ?
() sim,sempre ( )sim,raramente ( )néo
Na propriedade, sdo criadas aves ?
() sim, junto aos bovinos ( ) sim, sem contato com os bovinos ( ) ndo
Quiais os equipamentos de sua propriedade destinados aos animais ?
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