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RESUMO

Neospora caninum é um protozoario, causador da Neosporose. E envolvido em transtornos
reprodutivos em ovinos e acomete varias espécies de animais domésticos e silvestres. Objetivou-
se nesta pesquisa realizar um estudo epidemiolégico da infeccdo por N. caninum em ovinos no
Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Para isso foi desenvolvido dois subprojetos. No
subprojeto 1 objetivou-se estimar a prevaléncia e distribuicdo espacial de anticorpos IgG anti-N.
caninum em ovinos pela técnica da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) nas
Mesorregides do Agreste, Sdo Francisco e Sertdo Pernambucano; no subprojeto 2 objetivou-se
estimar a frequéncia de anticorpos IgG anti-N. caninum em ovelhas gestantes pela Reagéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em matadouros dos municipios de Petrolina (Sao Francisco) e
Gravata (Agreste) e verificar a frequéncia de N. caninum em fetos ovinos coletados em
matadouros do Estado de Pernambuco, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). No
subprojeto 1 utilizou-se 416 ovinos de 13 propriedades. A técnica utilizada para a pesquisa de
anticorpos foi a RIFI considerando ponto de corte 1:50. Verificou-se uma prevaléncia de 12,9%
(55/426) de ovinos soropositivos para N. caninum. Observou-se animais soropositivos em 53,8%
(7/13) das propriedades e em 58% (7/12) dos 12 municipios pesquisados. As trés mesorregides
estudadas apresentaram focos de animais soropositivos, numa frequéncia de 40% (2/5) das
propriedades da mesorregido do Sao Francisco, 50% (2/4) das propriedades do Sertdo e 75% (3/4)
do agreste. No subprojeto 2 as técnicas utilizadas para a detec¢do de anticorpos contra o agente foi
a RIFI e para a detecgédo direta do agente a PCR. Das 103 fémeas gestantes testadas na RIFI
apenas duas (1,94%) apresentaram anticorpos contra N. caninum, sendo uma do municipio de
Petrolina e outra do municipio de Gravata. Apés a RIFI realizou-se PCR dos tecidos (cérebro,
coracdo, figado, diafragma e baco) fetais pertencentes as fémeas positivas constatando-se a
presenca do DNA do agente no coracdo do feto procedente do abatedouro de Petrolina.
Anticorpos foram detectados em mais da metade dos municipios e propriedades pesquisadas e em
todas as mesorregides estudadas. Ha necessidade de realizar outros estudos nesta espécie para

conhecer o real impacto do agente.

Palavras chave: neosporose, epidemiologia, diagnostico



13

ABSTRACT

Neospora caninum is a protozoan that causes neosporosis. It is involved in reproductive disorders
in sheep and affects several species of domestic and wild animals. The objective of this research
was to conduct an epidemiological study of infection with N. caninum in sheep in the State of
Pernambuco, Northeastern Brazil. For it was developed two subprojects. In subproject 1 aimed to
estimate the prevalence and spatial distribution of anti-N. caninum in sheeps using the indirect
fluorescent antibody test (IFAT) in mesoregions the Agreste, Sdo Francisco and Sertdo
Pernambucano, in the second subproject aimed to estimate the frequency of anti-N. caninum in
pregnant ewes by indirect fluorescent antibody test (IFAT) in slaughterhouses of the
municipalities of Petrolina (Sdo Francisco) and Gravata (Agreste) and check the frequency of N.
caninum in ovine fetuses collected at abattoirs in the State of Pernambuco using the polymerase
chain reaction (PCR). In subproject 1 was used 416 sheep of 13 properties. The technique used for
the detection of antibodies was considering the IFAT cutoff 1:50. There was a prevalence of 12.9
% (55/426) of sheep seropositive for N. caninum. Seropositive animals was observed in 53.8 %
(7/13) of the farms and 58 % (7/12) of the 12 cities surveyed. The three mesoregions studied
showed foci of seropositive animals at a frequency of 40 % (2/5) properties from the mesoregion
of S&o Francisco, 50 % (2/4) of the properties of the Sertdo and 75 % (3/4) of the Agreste. In the
second sub-project the techniques used for the detection of antibodies against the agent was IFAT
and direct detection agent PCR. Of the 103 pregnant females tested in the IFAT only two (1,94 %)
had antibodies to N. caninum, one of the city of Petrolina and another in the city of Gravata. After
IFAT was carried PCR tissues (brain, heart, liver, and spleen diaphragm) belonging to the female
fetal positive finding for the presence of the agent in the DNA of fetal Petrolina coming from the
slaughterhouse. Antibodies were detected in more than half of the municipalities and properties
surveyed and in all mesoregions studied. There is need for more studies in this species to know

the real impact of the agent.

Key words: neosporosis, epidemiologic, diagnosis
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Introducéo

A ovinocaprinocultura vem se destacando no agronegocio brasileiro, tendo bastante
representatividade nos estados do Rio Grande do Sul, Parand e Mato Grosso do Sul. Mas esta
representatividade também alcanca os estados do nordeste, principalmente Pernambuco, Babhia,
Ceara e Piaui. Este setor da pecuéria vem aumentando suas participacfes no agronegocio
brasileiro e a tendéncia € de que se mantenham em expansdo. As estratégias de conquistas de
novos mercados também poderdo impulsionar o consumo mundial desse tipo de carne (BRASIL,
2013).

Para concretizar projecdes e tendéncias sdo necessarios investimentos em salubridade e
inocuidade. Esse papel é exercido pelo Ministério da Agricultura, por meio do Programa Nacional
de Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO), que visa o fortalecimento da cadeia produtiva
dessas espécies pela adogdo de acdes de vigilancia e defesa sanitaria animal (BRASIL, 2013).

Com o objetivo de caracterizar o perfil zoossanitario da ovinocaprinocultura em nosso
territorio, estdo sendo realizadas pesquisas com o intuito de mapear as principais enfermidades
que aqui ocorrem. Dentre as doencas que estdo sendo mapeadas a Neosporose € uma delas, sob a
justificativa de que provoca impacto negativo na produtividade dos rebanhos (EMBRAPA, 2012).
Esta é uma enfermidade relacionada com abortos, causada por um protozoario, Neospora
caninum, estruturalmente similar ao Toxoplasma gondii, porém, antigenicamente diferente
(DUBEY, 2003).

Existem outras infec¢des conhecidas por causar aborto em ovinos em todo o mundo, tais
como a brucelose (STEVENS et al., 1994; CORBEL, 1997), leptospirose (MARTINS et al.,
2012), infeccdo por pestevirus (HORNBERG et al., 2009), Chlamydophila abortus
(RODOLAKIS et al., 1998) e por Toxoplasma gondii (DUBEY, 1988)

Pesquisas envolvendo enfermidades relacionadas aos problemas reprodutivos, os quais tem

como consequéncia perdas na produtividade dos rebanhos séo importantes.
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1. Revisao de Literatura

1.1 Neospora caninum

Neospora caninum é um protozodrio envolvido em casos de abortos em vacas e patologias
neonatais em muitos mamiferos domésticos e selvagens (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY,
2003; DUBEY et al., 2007). Este parasito é o causador da Neosporose, uma doenca considerada
emergente (JUYAL, 2010).

Bjerkas et al. (1984), na Noruega, identificaram uma nova sindrome em trés ninhadas de
cdes com encefalite e miosite, porém até o ano de 1988 pensava-se que a patologia tratava-se de
toxoplasmose. Mais tarde, N. caninum foi isolado a partir de cultura celular de amostras de caes

que apresentavam sinais neuromusculares (DUBEY et al., 1988a, 1988b).

E um parasito intracelular obrigatério (HEMPHIL et al., 1996), pertencente ao Filo
Apicomplexa, classe Coccidia, ordem Eucoccidiorida e familia Sarcocystidae (Fig.1)
(GOODSWEN et al., 2013).

Dominio (Super-
N . (Sue > Bacteria Eukaryota Archaea
reino) J,
N Reino > Protista
N . \ J’
> Filo > Apicomplexa
\ Classe Sporozoasida
N N \l’
> Sub-classe y Coccidiasina
N Ordem Eucoccidiorida
- | l
> Sub-ordem > Eimeriorina
\ Familia J{ Sarcocystidae l
N : ’
> Género > Hammondia Neospora Toxoplasma
\ Espécie Hammondia heydorni Neospora caninum Toxoplasma gondii

Figura 1. Taxonomia do Neospora, Hammondia e Toxoplasma (GOODSWEN et al., 2013), traduzido e
modificado.

Os hospedeiros definitivos classicos sdo o cdo (Canis familiaris) (DUBEY & LINDSAY,
1996; McALLISTER et al., 1998), e o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), porém

recentemente também foram identificados como hospedeiros definitivos o dingo (Canis lupus
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dingo) (KING et al., 2010) e o lobo cinzento (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011). Os hospedeiros

intermediarios sdo 0s bovinos, ovinos, caprinos, cervos e equinos (DUBEY & LINDSAY, 1996).

Os estagios do ciclo biolégico de N. caninum sdo caracterizados por trés formas
infecciosas: os taquizoitos, os cistos teciduais, contendo os bradizoitos e os oocistos, contendo 0s
esporozoitos (DUBEY et al., 2007). Os taquizoitos e os cistos teciduais sdo encontrados nos
hospedeiros intermediarios e ocorrem intracelularmente (DUBEY et al., 2003). Os taquizoitos
apresentam a forma ovdide e estrutura tipica das formas infectantes de Apicomplexa. Seu
tamanho varia de 3-7um de comprimento e 1-5um de largura, dependendo do estagio de divisdo
em que se encontram. O parasita apresenta numerosas roptrias e se multiplica por endodiogenia
(MIRO et al., 1999). Os cistos teciduais sio de formato ovoide, com tamanho de até 107pm e séo
encontrados principalmente no sistema nervoso central. A parede do cisto € de 4um de espessura
e 0s bradizoitos medem de 7-8um x 2um. Os oocistos sdo somente encontrados nos hospedeiros
definitivos. Medem aproximadamente 12um de comprimento e 10um de largura e a espessura da
parede varia de 0,6 a 0,8um. Contém em seu interior dois esporocistos cada um contendo quatro
esporozoitos (DUBEY et al., 2002).

1.2 Ciclo Biolégico

No ciclo de vida de N. caninum podem-se distinguir duas fases: uma sexuada e outra
assexuada. Na fase assexuada estdo envolvidos os bradizoitos nos cistos teciduais e 0s taquizoitos.
A fase sexuada ocorre nos hospedeiros definitivos e culmina com produgdo de oocistos,
similarmente ao que ocorre no ciclo de Toxoplasma gondii em gatos (DUBEY & LINDSAY,
1993). O ciclo ocorre da seguinte forma: o hospedeiro definitivo (cdo, coiote, dingo e lobo
cinzento) ingere os cistos teciduais contendo os bradizoitos. Nos tecidos intestinais ocorre
diferenciacdo sexual do parasito, ocorrendo assim formacdo de oocistos que séo excretados nas
fezes (DUBEY, 2003), na forma ndo esporulada (MCALLISTER et al., 1999). No ambiente,
ocorre esporulagdo transformando-se em esporocistos (DUBEY, 2003) e assim tornam-se
infectantes. Este processo de esporulacdo ocorre ap6s 24 horas da eliminagdo nas fezes
(LINDSAY, 1999a), persistindo no ambiente por periodos desconhecidos de tempo
(GOODSWEN et al., 2013).

Os hospedeiros intermediarios (bovinos, ovinos, caprinos, cervos e equinos) ingerem 0s
esporocistos no ambiente (solo, alimento, 4gua) (DUBEY, 2003). No intestino desses hospedeiros,

0s oocistos esporulados liberam o0s esporozoitos que penetram nas células epiteliais intestinais
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convertendo-se em taquizoitos, que apresentam multiplicacéo répida, provocam danos nos tecidos
e se disseminam pelos tecidos do hospedeiro (LINDSAY, 1999b). Se ndo ha resposta imune do
hospedeiro, os taquizoitos se multiplicam causando lesdo tecidual e morte. Se ha resposta imune
do hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos, forma de multiplicagdo lenta,
contidas interior dos cistos teciduais (BUXTON et al., 1998). Uma depressdo na imunidade do
hospedeiro pode provocar reativacdo dos bradizoitos e rompimento do cisto (DUBEY, 1999). O

hospedeiro definitivo ingere os cistos teciduais (DUBEY, 2003), reiniciando o ciclo (Fig. 2).

Hospedeiro
_ Definitivo

Transmissao
Horizontal

Fezes caninas Oocistos n3o

esporulados

Hospedeiro
Intermediario

O 8 [ €

s‘ { ) =
= = FA , Oocistos
Taquizoitas “"‘-J & 4 esporulados

Transmissao
Vertical

Bezerro infectado porvia
congénita

L E

Bezerro abortado Placenta

Figura 2. Ciclo bioldgico de Neospora caninum (GOODSWEN et al., 2013), traduzido.

1.3 Transmissao

Existem dois mecanismos conhecidos de transmissdo de N caninum, a via vertical, também

denominada de via transplacentéria e a via horizontal ou pds-natal.
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A transmissao horizontal ocorre pela ingestdo de tecidos infectados por taquizoitos, cistos
tissulares ou consumo de alimentos ou agua contaminada com esporocistos eliminados pelos
hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 2007). Os hospedeiros intermediarios sdo infectados pela
ingestdo de oocistos eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos; estes podem se infectar
ingerindo cistos teciduais dos hospedeiros intermediarios infectados, assim a transmissao
horizontal ou lateral ocorre tanto nos hospedeiros definitivos quanto nos hospedeiros
intermediarios (Mc ALLISTER, 1999).

Na transmissdo transplacentaria ocorre passagem dos taquizoitos através da barreira
placentéria, infectando o feto (GOODSWEN et al., 2013). Trees e Williams (2005) descreveram
dois termos para designar de maneira mais precisa a infeccdo transplacentaria, sdo estes: infeccao
transplacentaria exogena e infeccdo transplacentaria enddgena, que resultam de uma primo-

infeccdo durante a gestacdo e de uma infecgdo cronica, respectivamente.

1.4 Distribuicéo

N. caninum tem distribuicdo mundial (McALLISTER et al., 1998). Os primeiros relatos
sorol6gicos no Brasil foram realizados em bovinos por Brautigam et al. (1996) e Gondim et al.
(1999).

Este parasito tem sido foco de estudos em varias regides do Brasil, envolvendo vaérias
espécies de animais de producdo. Inquéritos soroldgicos detectaram a presenca de anticorpos
circulantes contra N. caninum na regido sudeste em bovinos (COSTA et al., 2001; HASEGAWA
et al., 2004; MUNHOZ et al., 2006), bubalinos (FUJII et al., 2001), ovinos (FIGLIUOLO et al.,
2004; SALABERRY et al., 2010; LANGONI et al., 2011; MACHADO et al., 2011), caprinos
(FIGLIUOLO et al., 2004) e caninos (HASEGAWA et al., 2004; MACHADO et al., 2011). Na
regido sul, nas espécies bovina e bubalina (VOGEL et al., 2006), ovina (VOGEL et al., 2006;
ROMANELLI et al., 2007; MUNHOZ et al., 2010), e canina (ROMANELLI et al., 2007). Na
regido centro-oeste, nas espécies bovina (MELO et al., 2006) e canina (BOAVENTURA, et al.,
2008). Na regido norte, na espécie bubalina (SILVA et al., 2010) e ovina (AGUIAR et al., 2004) e
na regido nordeste, em bovinos (SILVA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2010; AMARAL et al.,
2012; SOUSA et al., 2012), bubalinos (GONDIM et al., 2007); ovinos (SOARES et al., 2009;
FARIA, et al., 2010; TEMBUE et al., 2011), caprinos (FARIA et al., 2007; TEMBUE et al., 2011)
e caninos (TEIXEIRA et al., 2006; SOUSA et al., 2012).
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Em ovinos, a frequéncia de animais infectados varia conforme a regido pesquisada. Em
estudo realizado por Figliuolo et al. (2004) em 30 propriedades no estado de S&o Paulo, utilizando
a técnica da imunofluorescéncia indireta (RIFI), com ponto de corte de 1:50, observaram
soropositividade em 9,2% das ovelhas testadas. Descobriram, ainda, que 86,7% das propriedades
apresentaram animais soropositivos, porém ndo encontraram associacao entre a presenca de cées e

a infeccdo por N. caninum.

Machado et al. (2011), também em Sao Paulo, utilizando a RIFI e ponto de corte 1:25,
verificaram 8.0% de ovinos positivos. Além disso, realizaram estudo de fatores de risco para N.
caninum e as variveis estatisticamente relacionadas com soropositividade foram o abastecimento
de agua através de barragem (OR = 2.15), presenca de outros canideos domesticos (OR = 2.38) e

presenca de problemas reprodutivos (OR = 1.75).

No Rio Grande do Sul, pesquisadores detectaram prevaléncia 3,2% de anticorpos para N.
caninum (VOGEL et al., 2006).

Romanelli et al. (2007) e Munhoz et al. (2010), no Parand, utilizando a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e considerando animais soropositivos aqueles que
apresentavam titulos >50 obtiveram 9,5% e 13,91% de reagdes positivas, respectivamente.
Munhoz et al. (2010) observaram associagdo significativa entre o resultado da sorologia dos
ovinos para N. caninum e as variaveis “abate animais na propriedade” (OR=5,27) e “cdes com

acesso as visceras” (OR=1,49).

Em Minas Gerais, Salaberry et al. (2010), estudaram a prevaléncia de anticorpos anti-
Neospora caninum em ovinos e observaram que 8,1% dos animais foram soropositivos, além
disso 83,3% das propriedades analisadas apresentaram ovinos reagentes. O teste utilizado foi a
reacdo de imunofluorescéncia indireta e foi considerado 1:50 como ponto de corte. Houve
diferenca estatistica significativa para rebanhos com problemas de aborto associados a presenca

de anticorpos anti-Neospora caninum.

Aguiar et al. (2004), na Amazonia brasileira, Rondénia, norte do Brasil, detectaram 29,0%
de reacOes positivas, provenientes de 60,0% das propriedades estudadas. As amostras foram

testadas pela reagdo da imunofluorescéncia indireta e foi definido o ponto de corte 1:50.

No nordeste brasileiro alguns inquéritos soroldgicos foram realizados. Em Pernambuco,
Tembue et al. (2011), obtiveram 64,2% de ovinos soropositivos, sendo este resultado associado
com maior ocorréncia nos animais mais velhos. Tanto Tembue et al. (2011) utilizaram a RIFI,

com ponto de corte 1:50.
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No estado de Alagoas, Faria et al. (2010) verificaram a presenca de anticorpos contra N.
caninum em 9,6% das amostras de soro ovino e 53,8% dos rebanhos apresentaram pelo menos um

animal soropositivo. A RIFI foi a prova utilizada e o titulo considerado positivo foi a partir de 50.

Pesquisadores, utilizando a técnica da reagdo imunofluorescéncia indireta e positividade a
partir da diluicdo 1:50, verificaram no estado do Rio Grande do Norte a prevaléncia encontrada
foi de 1,8% e ndo houve associacdo entre presenca de anticorpos e as variaveis de interesse

(problemas reprodutivos e presenca de cées) (SOARES et al., 2009).

Além das pesquisas relacionadas a presenca de anticorpos anti-N. caninum, alguns
trabalhos conseguiram a identificacdo direta do agente no Brasil. Pinto et al. (2012), relataram um
surto de aborto em ovinos associado com N. caninum no Mato Grosso do Sul. O rebanho era
constituido de 268 ovinos da raca Santa Inés, destes 186 eram fémeas prenhes e 10 abortaram. A
técnica utilizada como prova diagnoéstica foi a imunohistoquimica e os animais tinham contato
com dois cées. Pena et al. (2007) detectaram N. caninum através da técnica da PCR e isolamento

em ovinos naturalmente infectados no estado de S&o Paulo.

1.5 Imunopatologia

Neospora caninum tem capacidade de provocar problemas reprodutivos e neuroldgicos em
varias espécies de animais domesticos (DUBEY & LINDSAY, 1990; HAMIR et al., 1998;
GONDIM et al., 2001; HASSIG et al., 2003; PENA et al., 2007; MORENO et al., 2012; PINTO
etal., 2012).

Nos animais infectados as formas taquizoitas de N. caninum sdo encontradas em diversas
células, incluindo células neuronais, macrofagos, fibroblastos, células do endotélio vascular,
miadcitos, células epiteliais tubulares renais e hepatocitos (DUBEY et al., 1988a; BJERKAS &
PRESTHUS, 1984; SPEER & DUBEY, 1989; DUBEY, 1993).

A ocorréncia de destruicdo de células e, portanto, doenca, depende de um equilibrio entre a
capacidade do taquizoito penetrar e de se multiplicar em células hospedeiras e a capacidade do
hospedeiro para inibir multiplicacdo do parasito. Na auséncia de uma resposta imune do
hospedeiro, os taquizoitos irdo multiplicar-se ativamente, causando areas necroticas nos tecidos e
a consequente morte do hospedeiro. Levando-se em consideracdo o modelo para Toxoplasma
gondii, assume-se que, com o inicio da resposta imune, os taquizoitos se diferenciam em

bradizoitos estabelecendo-se uma infeccéo tecidual persistente (BUXTON et al., 2002).
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A resposta celular a protozoérios intracelulares em geral € mediada por linfocito T auxiliar
(helper) tipo 1 (Thl) (BAZLER et al., 1999; LUNDEN et al., 2002) e é caracterizada pela
producdo de interleucina-12 (IL-12) e interferon-y (IFN-y). Durante a infeccdo intracelular inicial,
a interleucina-12 (IL-12) e interferon-y (IFN-y) mediam o desenvolvimento de antigenos
especificos de células T auxiliar (helper) (Th), os quais segregam as citocinas efetoras de IL-2,
IFN-y e Fator de necrose Tumoral-p (BAZLER et al., 1999).

Innes et al. (1995), usando um modelo infeccdo em células de ovino “in vitro” para N.
caninum, mostraram que IFN-y inibe a multiplica¢do do parasito. Estudos “in vivo” demonstram
que camundongos ndo sobrevivem a infecgcdo pelo N. caninum apds a deplecéo de IL-12 ou IFN-y
(BAZLER et al., 1999). A resposta celular mediada por linfocitos Th2 e producéo de IL-4 e IL-10
sdo consideradas como desfavoraveis e podem levar a progressdo da doenca (LUNDEN et al.,
2002; BAZLER et al., 2000). Além da resposta mediada por células, a estimulacdo com antigeno

de N. caninum induz uma resposta humoral por 1IgG (LUNDEN et al., 2002).

Os taquizoitos causam lesdes neuromusculares graves em bovinos, cdes, ovinos e caprinos,
destruindo um grande numero de neurdnios afetando a condutividade das células afetadas
(ORTEGA-MORA et al., 1997).

A reativacdo de bradizoitos e/ou cistos teciduais ou de oocistos ingeridos durante a
gestacdo origina taquizoitos, provocando os abortos. Estes taquizoitos atravessam a placenta
atingindo o feto. Os abortos podem ocorrer na dependéncia do periodo da gestacdo e os fatores
que influenciam o resultado da infeccdo pelo N. caninum sdo 0 momento da parasitemia durante
gestacdo, a quantidade e duracdo da parasitemia, a eficiéncia da resposta imune materna e a
capacidade da resposta imune do feto (HEMPHILL et al., 2000).

Em infeccBes experimentais as lesdes microscépicas localizam-se no sistema nervoso
central, musculos esqueléticos e placenta (DUBEY & LINDSAY, 1990). Em ovinos observa-se,
nos casos de aborto, placentite, meningite, miosite e microgranuloma no cérebro (HASSIG et al.,
2003). A encefalomielite foi caracterizada por focos de gliose, necrose, hemorragia, manguitos
perivasculares e infiltracdes de células mononucleares, tanto na zona cinzenta quanto na branca do
cérebro, cerebelo, tronco cerebral e ao longo da medula espinhal (DUBEY & LINDSAY, 1990).

Ja esta comprovado que existem reacOes granulomatosas ao redor de cistos e tecidos
necroticos, supondo que alguns desses cistos podem romper-se e induzir uma resposta local de
células inflamatorias por parte do hospedeiro (ORTEGA-MORA et al., 1997).

Mocallister et al. (1996), inocularam taquizoitos em ovelhas prenhes aos 65, 90 e 120 dias

de gestacdo. Todos os animais infectados aos 65 dias abortaram, aqueles infectados aos 90 dias
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grande parte deles abortaram, algumas pariram cordeiros fracos € uma minoria pariram cordeiros
normais. Todas as ovelhas inoculadas aos 120 dias pariram cordeiros clinicamente normais. As
lesbes encontradas foram encefalite multifocal ndo supurativa, encefalite necrosante,
mineralizacdo distrofica, meningite e placentite ndo supurativa necrosante. Inflamagéao no figado e
pulméo ocorreram com menor frequéncia. A miosite supurativa somente foi observada em fetos

abortados, ndo sendo observada em cordeiros Vivos.

Os aspectos clinicos e patologicos da neosporose em ovinos se assemelham aos da
neosporose bovina (MCALLISTER et al.,1996; BUXTON et al., 1998).

1.6 Diagnostico

Vérias técnicas sdo empregadas no diagnostico de casos de abortos por Neospora. Estas
técnicas podem ser diretas ou indiretas. Os testes utilizados para bovinos podem ser utilizados
para ovinos e caprinos (ORTEGA-MORA et al., 1997).

O diagndstico sorologico é o mais utilizado nos estudos epidemiologicos em surtos de
abortos por N. caninum no rebanho; avalia a exposi¢cdo do hospedeiro bem como o risco de se
infectar (ANDREOTII et al., 2005). Os mais utilizados sé&o a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e o teste imunoenzimatico (ELISA). Ambos necessitam de conjugado, que é um
anticorpo secundario espécie especifico, utilizado com a finalidade de detectar os anticorpos
contra N. caninum (ATKINSON et al.,, 2000). A RIFI é considerada o teste de referéncia
(BJORKMAN & UGGLA, 1999), ¢ uma prova especifica e ndo tem sido detectadas reacoes
cruzadas com outros protozoarios do filo Apicomplexa, incluindo o T. gondii (BUENO et al.,
1999).

O diagnostico sorolégico € fundamental para a confirmacdo do exame clinico e
indispensavel nos estudos epidemiol6gicos, porém para sua utilizacdo € necessario um

conhecimento dos aspectos patogénicos e epidemioldgicos da doenca (ANDREQOTII et al., 2005).

O diagnoéstico da neosporose por meio da histopatologia é dificil, pois as lesdes
macroscépicas sdo pouco frequentes (DUBEY & LINDSAY, 1996), além disso, a quantidade do
parasito é pequena, tornando dificil a sua visualizagdo em cortes histologicos. As principais lesdes
sdo encefalite ndo supurativa e miocardite (CORBELLINI et al., 2002). Estas lesdes ndo sdo
consideradas patognomonicas (DUBEY & SCHARES, 2006), sendo sugestivas da infec¢do por
este parasito (SANCHEZ et al., 2009).
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A imunohistoquimica tem sido utilizada para indicar a presenca do parasita em tecidos de
fetos com suspeita de aborto induzido por Neospora. Além disso, € usada como teste padréo para
validar os testes soroldgicos (BASZLER et al., 2001).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € um teste rapido, sensivel e especifico.
Permite a amplificacdo e posteriormente demonstracdo de sequéncias especificas do DNA do
parasita (LALLY et al., 1996). A PCR mostrou-se util para identificar a infeccdo por N. caninum
em fetos bovinos abortados espontaneamente (BASZLER et al., 1999). Além disso, permitem a
quantificacdo do DNA do parasito em vérios tecidos de animais infectados (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2002; MULLER et al., 2002).

A sensibilidade da PCR pode ser relativamente baixa quando existe pequena gquantidade
e/ou a distribuicdo do parasita nos tecidos ndo for uniforme, além da escolha de porcdes de tecido
que ndo tem parasitos, o que é particularmente um problema no caso de amostras de tecidos
cerebrais (DE MAREZ et al., 1999); a qualidade e preservagdo dos tecidos no momento da
analise, pois a autdlise e o tempo da fixacdo podem afetar a qualidade do DNA. A sensibilidade e
especificidade da PCR pode também variar de acordo com os métodos utilizados para extracao e
purificacdo do DNA, o uso adequado de “primers” e as condicOes para o teste da PCR, a
programacéo do termociclador e a andlise dos fragmentos de DNA amplificados (HOORFAR et
al, 2004; DUBEY & SCHARES, 2006).

O isolamento de N. caninum é possivel, sendo realizado em cultivo celular. O éxito no
isolamento dependera do nimero de parasitos presentes no tecido e o grau de autolise (ORTEGA-
MORA, 1997). Este técnica de diagnostico é aplicada quando se tem amostras de tecidos com
suspeitos de infeccdo pelo agente. Nesses cultivos utiliza-se células vero, marc ou mondcitos
bovinos. Entretanto, estas técnicas sdo mais utilizadas para a obtencdo de cepas e estudos de

patogenia do parasito do que para o diagndstico de infeccdo (SILVA, 2004).

1.7 Profilaxia

Em bovinos, a profilaxia do N. caninum é baseada no conhecimento do ciclo do parasito e
dados epidemioldgicos (KAMGA WALADJO et al., 2008). Estas estratégias tém como finalidade
o controle da infec¢do congénita (transmissdo vertical) e transmissao horizontal. Para a primeira é

realizado o descarte de vacas infectadas, pois a maioria das vacas produz bezerros infectados, e a
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renovacdo do rebanho apenas com fémeas soronegativas. Para evitar a transmissdo horizontal
deve-se prevenir a infeccdo de cées, removendo os tecidos infectados, tais como placentas, fetos e
carcacas. Evitar a placentofagia e diminuir a presenca de cées nas propriedades, evitando assim a

entrada em locais de armazenamento de alimento e aguas (ANDREOTTI et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo epidemioldgico da infeccdo por Neospora caninum em ovinos no

Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Subprojeto 1

e Estimar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-N. caninum em ovinos pela técnica da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) nas MesorregiGes do Agreste, Sdo Francisco e

Sertdo Pernambucano;

e Analisar a distribuicdo espacial de anticorpos IgG anti-N. caninum em ovinos nas

Mesorregides do Agreste, Sdo Francisco e Sertdo Pernambucano.

2.2.2 Subprojeto 2

e Estimar a frequéncia de anticorpos IgG anti-N. caninum em ovelhas gestantes pela Reacdo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), em matadouros dos municipios de Petrolina (Séo
Francisco) e Gravata (Agreste).

e Verificar a frequéncia de N. caninum em fetos ovinos coletados em matadouros do Estado

de Pernambuco, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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Artigo 1

Frequéncia e distribuicao espacial de anticorpos IgG anti-Neospora caninum em
ovinos nas Mesorregioes do Agreste, Sao Francisco e Sertao Pernambucano

Abstract: Souza Neto O. L. S. [Frequency and spatial distribution of IgG antibodies to Neospora caninum in
sheep in mesoregions the Wasteland, San Francisco and Sertio Pernambucano.] Frequéncia e
distribuicao especial de anticorpos IgG anti-Neospora caninum em ovinos nas Mesorregides do Agreste, Sdo
Francisco e Sertdo Pernambucano. Pesquisa Veterrinaria Brasileira 00(0)0:00-00. Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas dos Animais Domésticos, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua Dom Manoel de
Medeiros, S/N, Dois Irmaos, Recife, Pernambuco, 52171-900, Brasil. E-mail:mauricio.horta@univasf.edu.br.

Neospora caninum is a protozoan involved in reproductive disorders in sheep and neuromuscular
disorders in dogs affecting several species of domestic and wild animals. The objective of this study was to
search the frequency and spatial distribution of anti-N. caninum in sheep farms in the mesoregions of the
Agreste, Sdo Francisco and Sertdo Pernambucano. For this study we used 416 sheep of 13 properties. The
technique used for the detection of antibodies was indirect fluorescent antibody test (IFAT) considering cutoff
1:50. There was a prevalence of 12.9% (55/426) of sheep seropositive for N. caninum. Seropositive animals
was observed in 53.8% (7/13) of the farms and 58% (7/12) of the 12 cities surveyed. The three mesoregions
studied showed foci of seropositive animals at a frequency of 40% (2/5) properties from the mesoregion of
Sao Francisco, 50% (2/4) of the properties of the Sertdo and 75% (3/4) of the Agreste. From the results
obtained in this study, it is concluded that N. caninum is present in various properties of the regions of the
state of Pernambuco and other studies should be conducted to identify the impact of this agent as a cause of
reproductive disorders in sheep in the state of Pernambuco.

INDEX-TERMS: diagnostic, neosporosis, epidemiology

Resumo: Neospora caninum é um protozodrio envolvido em transtornos reprodutivos em ovinos e
neuromusculares em cdes acometendo varias espécies de animais domésticos e silvestres. Objetivou-se com
este estudo pesquisar a frequéncia e distribuicdo espacial de anticorpos anti-N. caninum em ovinos de
propriedades rurais nas mesorregides do Agreste, Sdo Francisco e Sertdo Pernambucano. Para este estudo
utilizou-se 416 ovinos de 13 propriedades. A técnica utilizada para a pesquisa de anticorpos foi a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta considerando ponto de corte 1:50. Verificou-se uma prevaléncia de 12,9%
(55/426) de ovinos soropositivos para N. caninum. Observou-se animais soropositivos em 53,8% (7/13) das
propriedades e em 58% (7/12) dos 12 municipios pesquisados. As trés mesorregides estudadas apresentaram
focos de animais soropositivos, numa frequéncia de 40% (2/5) das propriedades da mesorregido do Sao
Francisco, 50% (2/4) das propriedades do Sertdao e 75% (3/4) do agreste. A partir dos resultados obtidos
neste estudo, conclui-se que o N. caninum esti presente em varias propriedades de regides do estado de
Pernambuco e outros estudos devem ser realizados para identificar o impacto deste agente como causa de
distirbios reprodutivos na espécie ovina no estado de Pernambuco.

TERMOS DE INDEXACAO: diagnéstico, neosporose, epidemiologia

INTRODUCAO

Neospora caninum, causador da neosporose, é um protozoario envolvido em casos de abortos em vacas e
patologias neonatais em muitos mamiferos domésticos e selvagens (Dubey & Lindsay 1996, Dubey 2003,
Dubey 2007). Tem sido foco de estudos em varias regides do Brasil, envolvendo varias espécies de animais de
producdo, sendo observadas variagdes significativas na frequéncia de animais positivos. Em ovinos, as
frequéncias observadas sdo: 29,0%, Amazodnia brasileira, Rondénia (Aguiar et al. 2004); 9,2%, Sao Paulo
(Figliuolo et al. 2004); 3,2%, Rio Grande do Sul (Vogel et al. 2006); 9,5%, Parana (Romanelli et al. 2007); 1,8%,
Rio Grande do Norte (Soares et al. 2009); 9,6%, Alagoas (Faria et al. 2010) e 8,1%, Minas Gerais (Salaberry et
al. 2010).

Objetivou-se com este estudo pesquisar a frequéncia e distribuicdo espacial de anticorpos anti-N.
caninum em ovinos de propriedades rurais nas mesorregides do Agreste, Sdo Francisco e Sertdo
Pernambucano.

MATERIAL E METODOS
No periodo de janeiro a marco de 2012 foram colhidas amostras de sangue ovino em 13 propriedades rurais
de 12 municipios no estado de Pernambuco, nordeste do Brasil. As mesorregides de realizacdo do estudo
foram Agreste, Sdo Francisco e Sertdo Pernambucano. Na mesorregido do Sdo Francisco o estudo foi realizado
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na microregido da Itaparica, nos municipios de Belém do S3o Francisco, Carnaubeira da Penha, Floresta,
[tacuruba e Tacaratu. Na mesorregido do Sertdo o experimento foi realizado na microregido do Moxotd, nas
cidades de Custoddia, Ibimirim, Sertania e Arcoverde. Na mesoregido do Agreste o estudo foi realizado na
microrregido do Alto do Ipanema, municipios de Aguas Belas, Itaiba e Pedra.

0 procedimento de estudo realizado foi do tipo transversal (Thrusfield 2007). As propriedades
utilizadas foram selecionadas utilizando amostragem néo probabilistica por conveniéncia (Costa Neto 1977) e
a frequéncia foi determinada utilizando calculo de acordo com Thrusfield (2007). Segundo a férmula n= [N.
(1,962 . Pesp (1 - Pesp) / d?)] / [N + (1,962 . Pesp (1 - Pesp) / d?)], 0 nimero minimo de animais a serem coletados
foi de 384, sendo que decidiu-se coletar 426, como margem de seguranca. Considerou-se o intervalo de
confianca de 95%. As frequéncias nas propriedades foram consideradas nulas quando ndo houve
soropositividade, baixa quando foi inferior a 25% e alta quando foi a superior a 50%.

Foram aplicados questionarios constituidos de perguntas estruturadas, relacionadas a informacdes
sobre o criador, caracteristicas gerais da propriedade e do rebanho, sistema de manejo, situagio sanitaria do
rebanho e manejo reprodutivo.

A técnica utilizada como prova diagndstica para a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum foi a Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta seguindo o método descrito por Dubey (1988), com ponto de corte 1:50,
utilizando-se como antigeno taquizoitos da cepa NC1 de N. caninum mantidos em cultivo de células VERO.
Foram utilizados soros controles positivos e negativos de ovinos previamente conhecidos.

RESULTADOS
O diagndstico sorologico demonstrou uma frequéncia de 12,9% (55/426) de ovinos soropositivos para N.
caninum. Apds a titulacdo das amostras, 16,4% (9/55) dos animais apresentaram titulo de 50; 7,3% (4/55)
titulos de 100; 16,4% (9/55) titulos de 200; 14,5% (8/55) titulos de 400 e 45,5% (25/55) titulos de 800.

Na figura 1 observa-se a distribuicdo do N. caninum na regido, observando-se animais soropositivos
em 53,8% (7/13) das propriedades e em 58% (7/12) dos 12 municipios pesquisados. As trés mesorregides
estudadas apresentaram focos de animais soropositivos, numa frequéncia de 40% (2/5) das propriedades da
mesorregido do Sao Francisco, 50% (2/4) das propriedades do Sertdo e 75% (3/4) do agreste.

As frequéncias de anticorpos variaram de 0% a 52,7%, sendo que 0% foi encontrada nos municipios
de Arcoverde, Ibimirim, Belém do Sdo Francisco, Carnaubeira, Tacaratu e Aguas Belas e as maiores frequéncias
foram observadas nas cidades de Pedra, Itaiba e Floresta, com 16,4%, 12,7% e 52,7%, respectivamente
(Quadro 1). Dos 55 ovinos soropositivos, 83% eram fémeas e 13% eram machos.

Em relacdo ao tipo de criagdo, quatro (30,8%) propriedades adotavam o manejo extensivo, nove
(69,2%) tipo semi-intensivo e nenhuma do tipo intensivo. Em 10 (77%) propriedades os proprietarios
relataram a presenca de animais silvestres e a presenca de cdes foi relatada em 10 (77%) das propriedades.
Em relacdo a fonte de agua fornecida aos animais, em quatro (30,7%) propriedades a fonte era de agudes,
quatro (30,7%) proveniente de pocos, trés (23,0%) de cérregos e riachos, uma (7,7%) de pogos e apenas uma
(7,7%) de agua tratada. A procedéncia de animais em 10 (77%) das propriedades era somente autoctone e em
trés (23%) dos rebanhos eram procedentes de exposigdes, leildes e feiras livres. Das 13 propriedades, nove
(69,2%) praticavam o isolamento dos animais quando doentes e sete (53,8%) delas apresentavam ovinos com
problemas reprodutivos.

DISCUSSAO
A prevaléncia encontrada neste estudo foi proxima a relatada em outros estudos soro-epidemiolégicos
registrados nos estados de Sdo Paulo (Figliuolo et al. 2004), Parana (Munhoz et al. 2010), Minas Gerais
(Salaberry et al. 2010) e em Alagoas (Faria et al. 2010). Porém diferem substancialmente da prevaléncia
observada nos estados do Rio Grande do Sul (Vogel et al. 2006), Rio Grande do Norte (Soares et al. 2009) e
Rondénia (Aguiar et al. 2004).

Aguiar et al. (2004) detectaram 29,0% de reagdes positivas em Ronddnia, valor bem acima da média
nacional. Segundo Vogel et al. (2006), estudos que detectaram frequéncias altas geralmente utilizaram
amostras de rebanhos-problema, o que justifica os altos indices de positividade.

Alguns pesquisadores ressaltaram que estas varia¢des na frequéncia de ovinos positivos no territério
brasileiro poderiam ser explicadas pela grande populacdo de ovinos no pais (Silva et al. 2013). O territério
brasileiro possui uma das maiores extensdes territoriais sendo abrangido por varios tipos climaticos e uma
diversidade de vegetacoes. Este fator pode explicar as discrepancias nas frequéncias entre as regides. Machado
et al. (2011) também comenta que a comparagdo com os resultados de outros estudos também ¢ limitada pelo
fato de as propriedades diferirem em aspectos como nimero de animais, tamanho da propriedade, manejo e
padrdes técnicos.

A maior frequéncia observada foi na propriedade do municipio de Floresta (52%). O proprietario
relatou que na propriedade nao havia caes domésticos e relatou a presenca de animais silvestres na criagao.
Figliuolo et al. (2004) relatou a presenca de cdes domésticos em 90% das propriedades e caes selvagens em
73,4%, mas ndo conseguiram encontrar nenhuma associa¢do entre cdes domésticos ou cdes selvagens e
presenca de N. caninum em ovinos. Assim, sugeriram a transmissdo preferencialmente vertical do agente.
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Outro estudo realizado no Brasil ndo encontrou associa¢io significativa entre a presenca de cies e a infeccdo
por N. caninum (Soares et al. 2008). Estes dados corroboram com a possibilidade de permanéncia do agente
nestas propriedades através da transmissdo vertical. Recentemente a transmissao vertical do agente em fetos
ovinos foi relatada no Brasil (Pinto et al. 2012). Apesar de ndo haver relato da criacdo de cies domésticos na
propriedade referente ao municipio de Floresta, a possibilidade de circulacdo de cies de propriedades vizinhas
ndo é descartada.

Em relagdo aos titulos observados, 45,5% dos animais demonstraram titulo 800. Maley et al. (1997)
citaram que altos titulos podem sugerir infec¢do recente, entretanto para avaliar o tempo de infeccio seria
necessario a realizagdo de testes pareados.

0 numero de focos da infeccdo foi menor nas Mesorregides do Sertdo e do Sdo Francisco em relagao a
Mesorregido do Agreste Pernambucano. Estes resultados podem estar relacionados aos fatores climaticos, pois
climas secos e com baixos indices pluviométricos sdo condi¢cbes desfavoraveis para a esporulacdo e
sobrevivéncia dos oocistos no ambiente.

Georgieva et al. (2006) comentaram que diferengas na prevaléncia observadas entre as regides de um
estado ou pais bem como em regides do mundo podem estar associadas as diferengas climaticas o que pode
interferir na viabilidade e manutencao dos oocistos no ambiente, além dos diferentes tipos de manejo sanitario
e exploracdo animal. Isto pode explicar as diferencas nas frequéncias observadas entre as Mesorregides
abrangidas neste estudo. A distribuicdo espacial do N. caninum encontrada neste presente trabalho indica que
os ovinos foram expostos ao agente em mais da metade dos municipios estudados.

Apesar da frequéncia observada neste estudo ter sido de um modo geral baixa foram encontrados
focos da infeccdo em mais de 50% das propriedades, resultados semelhantes aos de Faria et al. (2010) no
estado de Alagoas, que observaram que 53,8% dos rebanhos apresentaram pelo menos um animal
soropositivo e encontraram animais soropositivos em todas as Mesorregides pesquisadas. Os dados
encontrados neste estudo sugerem que N. caninum esta distribuido de forma de forma disseminada.

Em relacdo a variavel sexo, os resultados deste estudo sio discordantes dos observados por Faria et al.
(2010), que obteve maior percentual de soropositivos nos machos (20,6%) dos que nas fémeas (8,6%).
Precisa-se de mais estudos relativos a real importancia epidemiolégica desta varidvel nos rebanhos ovinos,
principalmente no que tange a elucidagdo das vias de transmissdo. Ja é sabido que alguns microrganismos sao
eliminados via sémen em ovinos, a exemplo do Toxoplasma gondii (Moraes et al. 2010) e Brucella ovis (Bulgin
1990), portanto sugere-se estudos nessa area.

Nenhuma propriedade pesquisada apresentou tipo de criagdo em regime intensivo. Isto pode explicar
parcialmente a baixa frequéncia encontrada neste estudo, pois, obviamente, em rebanhos submetidos aos
regimes intensivos, a concentracdo de animais facilita a exposicdo a agua e alimentos contaminados e o contato
com restos placentdrios, aumentando assim a probabilidade de adquirir a infecgao.

Na maior parte das propriedades pesquisadas, a 4gua ndo é tratada, sendo proveniente de agudes,
corregos, riachos e pogos. Segundo Gondim et al. (2005), esse pode ser um fator importante para a infec¢do dos
animais, pois em algumas situacdes, os cdes podem contaminar agua com oocistos de N. caninum. A
procedéncia de animais das propriedades era autdctone (exposicdes, leildes e feiras livres). Para prevenir a
entrada da infecgdo por N. caninum e de outros agentes no rebanho, sugere-se o levantamento do histérico dos
animais antes de sua aquisi¢do e realizacdo de quarentena, bem como a realizagdo de testes de diagndstico
para detectar a presen¢a de microrganismos causadores de problemas reprodutivos.

A existéncia de propriedades com problemas reprodutivos e a frequéncia baixa da infec¢do encontrada
neste estudo sugere estudos focalizando outras patologias capazes de provocar distirbios reprodutivos nestas
propriedades.

CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o Neospora caninum esta presente em varias
propriedades de diferentes mesorregides do estado de Pernambuco. Novos estudos devem ser realizados para
identificar o impacto deste agente como causa de distirbios reprodutivos na espécie ovina no nas regioes.
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Legenda das figuras
Fig. 1. Distribuicao espacial de anticorpos anti-Neospora caninum em ovinos no estado de Pernambuco
Quadros

Quadro 1. Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum no estado de Pernambuco Brasil

Animais
Municipios N2 de amostras Positivos Negativos
N2 % N2 %
Sertania 9 1 1,8 8 2,2
Arcoverde 22 0 0 22 6
Custodia 31 3 55 28 7,5
Ibimirim 33 0 0 33 9
Belém do S. Franc. 12 0 0 12 3
Carnaubeira 17 0 0 17 5
Floresta 99 29 52,7 70 18,9
Itacuruba 21 2 3,6 19 51
Tacaratu 25 0 0 25 7
Aguas Belas 70 0 0 70 19
Itaiba 25 7 12,7 18 4,9
Itaiba 25 4 7,3 21 5,7
Pedra 37 9 16,4 28 7,5
Total 426 55 100,0 371 100,0
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Artigo 2

Pesquisa de infec¢do por Neospora caninum em fetos e fémeas gestantes de ovinos
coletados em abatedouros dos municipios das mesorregides do Sao Francisco e
Agreste pernambucano

Abstract: Souza Neto O. L. Pesquisa de infec¢do por Neospora caninum em fetos e fémeas gestantes de ovinos
coletados em abatedouros dos municipios do Sdo Francisco e Agreste pernambucano. [Search for Neospora
caninum infection in fetuses and pregnant sheep collected in slaughterhouses of the municipalities of
Sao Francisco and Agreste Pernambucano.] Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0)0:00-00. Laboratério de
Doencas Infectocontagiosas dos Animais Domésticos, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua Dom
Manoel de Medeiros, S/N, Dois Irmdos, Recife, Pernambuco, 52171-900, Brasil. E-
mail:mauricio.horta@univasf.edu.br.

Summary: Neospora caninum is an obligate intracellular parasite, known as causes neosporosis, a
disease considered emerging. In sheep infected by the agent, the main manifestation is abortion. The objective
of this study was to determine the frequency of N. caninum in fetal sheep using the technique of polymerase
chain reaction (PCR) and estimate the frequency of anti-N. caninum in pregnant ewes by indirect fluorescent
antibody test (IFAT) in slaughterhouses of the municipalities of Petrolina (Sao Francisco) and Gravata
(Agreste). Of the 103 pregnant females tested in the IFAT only two (1.94%) had antibodies to N. caninum, one
of the city of Petrolina and another in the city of Gravata. After IFAT was carried PCR tissues (brain, heart, liver,
and spleen diaphragm) belonging to the female fetal positive finding for the presence of the agent in the DNA
of fetal Petrolina coming from the slaughterhouse. The data obtained in this study show that infection with
Neospora caninum in sheep is present in the state of Pernambuco and the feasibility of its transmission. So you
need more studies with larger samples to know the real impact of N. caninum in the state of Pernambuco.

INDEX-TERMS: diagnostic, small ruminants, neosporosis

Resumo: Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatério, conhecido como causador da Neosporose,
uma doencga considerada emergente. Em ovelhas infectadas pelo agente a principal manifestacio é o aborto.
Objetivou-se neste trabalho verificar a frequéncia de N. caninum em fetos ovinos através da técnica da reagdo
em cadeia da Polimerase (PCR) e estimar a frequéncia de anticorpos IgG anti-N. caninum em ovelhas gestantes
pela RIFI em matadouros dos municipios de Petrolina (Sdo Francisco) e Gravata (Agreste). Das 103 fémeas
gestantes testadas na RIFI apenas duas (1,94%) apresentaram anticorpos contra N. caninum, sendo uma do
municipio de Petrolina e outra do municipio de Gravatd. Apés a RIFI realizou-se PCR dos tecidos (cérebro,
coracdo, figado, diafragma e bago) fetais pertencentes as fémeas positivas constatando-se a presenca do DNA
do agente no coragio do feto procedente do abatedouro de Petrolina. Os dados obtidos neste estudo permitem
concluir que a infeccdo pelo N. caninum na espécie ovina estd presente no estado de Pernambuco bem como a
viabilidade da sua transmissao vertical. Assim é necessario mais estudos com maior niumero de amostras para
conhecer o real impacto do N. caninum no estado de Pernambuco.

TERMOS PARA INDEXACAO: diagndstico, pequenos ruminantes, neosporose

INTRODUCAO

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatério (Dubey & Lindsay 1996), causador da neosporose
que é considerada uma doenca emergente (Juyal 2010). Estudos indicam que este parasito esta associado com
problemas reprodutivos e neurolégicos em varias espécies de animais domésticos (Dubey & Lindsay 1990,
Hamir et al. 1998 Gondim et al. 2001, Hassig et al. 2003, Pena et al. 2007, Pinto et al. 2012, Moreno et al. 2012).
Em ovelhas infectadas por N. caninum a principal manifestagdo é o aborto (Mcallister et al. 1996) que pode
gerar prejuizos econdmicos aos produtores de ovinos (Silva et al. 2013). Pesquisas tém demonstrado a
presenca anticorpos contra N. caninum na espécie ovina no territério brasileiro (Figliuolo et al. 2004, Vogel et
al. 2006, Aguiar et al. 2004, Romanelli et al. 2007, Soares et al. 2009, Salaberry et al. 2010, Faria et al. 2010,
Machado et al. 2011,). Estudos foram de frequéncia foram realizados no nordeste (Faria et al. 2010, Soares et
al. 2009). Além disso, estudos demonstraram a identificacdo do agente em fetos ovinos abortados (Hassig et al.
2003, Pena et al. 2007, Moreno et al. 2012, Pinto et al. 2012).
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Considerando que a neosporose ovina ainda é pouco estudada no Brasil, objetivou-se neste estudo
pesquisar a infeccdo por N. caninum em fetos de ovelhas gestantes em matadouros nos municipios das
Mesorregides do Sdo Francisco e Agreste Pernambucano.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi realizado em abatedouros de ovinos no estado de Pernambuco, nordeste do Brasil.
As coletas dos fetos foram realizadas nos abatedouros de Petrolina (Sdo Francisco) e Gravata (Agreste).

Utilizaram-se 86 ovelhas abatidas no matadouro de Petrolina e 17 ovelhas abatidas em Gravatj,
totalizando 103 animais. Foi utilizada amostragem nao probabilistica por conveniéncia (Costa Neto 1977).

A coleta das amostras biolédgicas foi realizada diretamente na linha de abate, independentemente do
estagio de gestacdo e historico de problema reprodutivo. Inicialmente foram colhidas amostras de sangue das
ovelhas gestantes e fragmentos de coracdo, cérebro, figado, baco e diafragma dos fetos das fémeas gestantes;
este material foi imediatamente refrigerado e enviado ao laboratério onde foram mantidos congelados até o
seu processamento. O sangue das ovelhas foi colhido na veia jugular no momento da sangria e foi manuseado e
armazenado em tubo de vidro estéril, identificado e mantido em temperatura ambiente para centrifugacao,
retracdo do coagulo e obtencao do soro.

Para a deteccio de anticorpos IgG anti-N. caninum nas ovelhas foi realizada a Reagido de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) seguindo o método preconizado por Dubey (1988), com ponto de corte
1:50, utilizando-se como antigeno taquizoitos da cepa NC1 de N. caninum mantidos em cultivo de células VERO.
Foram utilizados soros controles positivos e negativos de ovinos previamente conhecidos. A Reacao em Cadeia
da Polimerase (PCR) foi realizada nos tecidos (cérebro, coracdo, figado, diafragma e baco) dos fetos
provenientes das fémeas gestantes positivas na sorologia para N. caninum.

As amostras dos orgdos dos fetos ovinos foram submetidas a extragdo de DNA, utilizando o kit

DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante.

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo de Yamage (1996). O controle positivo de N. caninum foi
obtido através do cultivo de células VERO inoculadas com a cepa NC-1. As rea¢des de amplificacdo foram
realizadas para um volume final de 12,5uL contendo: 6,25uL de Top Taq Master Mix (Qiagen), 0,5pL de cada
primer (NP6 e NP21 para N. caninum. Para o controle negativo foi utilizado ddH:0.

Aliquotas com 9,0 pL dos produtos da PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com 0,3 pL de blue green loading dye I em tampao TAE 1%, sob voltagem constante (100V) durante 50
min. O gel foi visualizado sob luz ultra-violeta (UV) em Transluminador (modelo L.PIX, Loccus
Biotecnologia®). Foi utilizado 2pL do marcador de peso molecular de 100 pb DNA ladder. Foi visualizado um
fragmento de 328pb

Foi realizada andlise estatistica descritiva, calculando-se as frequéncias absolutas e relativas de acordo
com Sampaio (1998).

RESULTADOS
Das 103 fémeas gestantes testadas na RIFI, apenas duas (1,94%) foram positivas para N. caninum,
sendo uma do municipio de Petrolina e outra do municipio de Gravata. Os titulos de anticorpos observados
foram 200 e 400 nas fémeas de Petrolina e Gravati, respectivamente.
Na PCR dos tecidos fetais destas duas ovelhas positivas na sorologia, constatando-se a presenca do
DNA do parasito no coragdo do feto de uma delas (Petrolina).

DISCUSSAO

As informagdes sobre a frequéncia de N. caninum em fémeas ovinas e seus fetos sdo escassas e a
maioria dos estudos estdo relacionados a inquéritos sorolégicos em propriedades rurais. Silva et al. (2011)
pesquisaram a frequéncia deste agente em ovinos em matadouro nao inspecionado no estado do Rio de Janeiro
e os resultados determinaram que 12% dos animais testados tinham anticorpos anti-N. caninum. Em estudos
realizados em propriedades criadoras de ovinos foram observadas variagdes significativas entre as regides
brasileiras. Figliuolo et al. (2004), em Sao Paulo, encontraram frequéncia de 9,2% das ovelhas testadas.
Machado et al. (2011), Sdo Paulo, 8.0%; Vogel et al. 2006, Rio Grande do Sul, 3,2%; Romanelli et al. (2007), no
Parana, 9,5%; Salaberry et al. (2010), Minas Gerais, 8,1%; Aguiar et al. (2004), Amazdnia brasileira, Ronddnia,
29,0%; Faria et al. (2010), Alagoas, 9,6% e Soares et al,, 2009, Rio Grande do Norte, 1.8%. A comparagdo dos
inquéritos supracitados com os encontrados no presente estudo fica dificil, pois este estudo foi realizado em
matadouros e ndo em propriedades, utilizando amostragem distinta daqueles estudos realizados em
propriedades rurais.

Hassig et al. (2003), na Suica, foram os primeiros a relatar aborto ovino por este protozoario. Moreno
et al. (2012), na Espanha, detectaram simultaneamente Neospora caninum e Toxoplasma gondii em fetos
abortados. Pinto et al. (2012) realizaram um dos poucos trabalhos relacionados a detec¢do direta do N.
caninum em fetos ovinos no Brasil. O estudo foi feito no estado do Mato Grosso do Sul, com fetos abortados. O
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rebanho era constituido de 268 ovinos da raga Santa Inés, sendo 186 fémeas prenhes e destas 10 abortaram.
Pena et al. (2007) detectaram N. caninum através da técnica da PCR e isolamento em ovinos naturalmente
infectados no estado de Sdo Paulo. Ao contrario de Moreno et al. (2012), o teste para detecgdo do T. gondii
realizado neste estudo foi negativo, ndo sendo observada infec¢do concomitante. Sabe-se que T. gondii é um
agente importante causador de abortos na espécie ovina (Dubey & Schares 2011), porém os relatos de casos
demonstram que N. caninum cada vez mais vem sendo atribuido como responsavel por abortos nesta espécie.

O presente estudo ratifica o mecanismo de transmissdo vertical, no qual ocorre passagem dos
taquizoitos através da barreira placentaria, infectando o feto (Goodswen et al. 2013). Nio foi determinado o
periodo de gestacdo dos animais, mas sabe-se da importancia desta variavel no que se refere a imunopatologia
do N. caninum em ovinos, pois alguns estudos demonstram esta relagdo. Mcallister et al. (1996) observaram
que animais infectados aos 65 dias abortaram, aqueles infectados aos 90 dias grande parte abortaram, algumas
pariram cordeiros fracos e uma minoria pariram cordeiros normais e todas as ovelhas infectadas no terco final
da gestacdo, aos 120 dias, pariram cordeiros clinicamente normais. Segundo Hemphill et al. (2000), os abortos
podem ocorrer conforme o periodo da gestacdo e os fatores que influenciam o resultado da infecgdo por N.
caninum sdo o momento da parasitemia durante gestacdo, a quantidade e duragio da parasitemia, a eficiéncia
da resposta imune materna e a capacidade da resposta imune do feto. Guimaraes Junior e Romanelli (2006)
também ressaltaram sobre a relacdo entre o periodo de gestacdo e imunidade e comentaram que ocorre uma
resposta imune no terco final da prenhez os fetos estdo mais protegidos contra a infec¢do por este protozoario
e desta forma, a fase gestacional é importante na infec¢do de ovelhas gestantes.

CONCLUSAO
Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que a infeccdo pelo Neospora caninum esta presente
em ovelhas e fetos em matadouros no estado de Pernambuco. Assim é necessario a realizacdo de outros
estudos em propriedades com problemas reprodutivos para conhecer o real impacto do N. caninum nesta
espécie no estado de Pernambuco.
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4. Concluséao

A partir dos dados obtidos neste estudo conclui-se que 0s animais da espécie ovina criados
no estado de Pernambuco sdo expostos ao Neospora caninum. Anticorpos para 0 agente estdo
presentes em mais da metade dos municipios e propriedades pesquisadas e em todas as
mesoregides estudadas. Novas pesquisas devem ser estimuladas para aumentar o conhecimento

sobe a epidemiologia da doenca na regido.



