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RESUMO

MELO, LIDIO RICARDO BEZERRA. Frequéncia de anticorpos anti-Neospora
caninum em bovinos leiteiros e caninos na regiao de Gado Bravo, Agreste do Estado
da Paraiba, Brasil.

Patos, UFCG. 2015, 39p (Monografia submetida ao Curso de Medicina Veterindria como
requisito parcial para obtencdo do grau de Médico Veterindrio).

Dentre os protozodrios de importancia veterindria destaca-se o Neospora caninum
causador de grandes perdas econdmicas e produtivas em rebanhos de bovinos, sendo os
cdes considerados como hospedeiros definitivos. Objetivou-se com esta pesquisa realizar
um estudo da frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros e
caninos na regido de Gado Bravo, Agreste do Estado da Paraiba, Brasil. Foram utilizados
soros sanguineos de 220 bovinos de aptidao leiteira e de 20 cdes, ambos provenientes de 21
propriedades rurais. O sangue dos animais apds a colheita diretamente da veia jugular
externa e cefdlica dos bovinos e caninos, respectivamente, eram armazenados e
acondicionados em isopor com gelo para posterior centrifugacdo e obtencdo do soro. Os
soros foram mantidos a -20 °C até seu processamento. Para detec¢do de anticorpos IgG
anti-N. caninum foi realizada a Reacdo de Imunoflourescéncia Indireta (RIFI) no
Laboratério de Doengas Parasitdrias dos Animais Domésticos e Laboratério de Doengas
Transmissiveis da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos-PB. Foram
considerados positivos aqueles soros que reagiram nas dilui¢des > 1:200 e 1:50 para os
bovinos e caninos, respectivamente, com titulos variando de 1:200 a 1:600 nos bovinos. A
frequéncia de anticorpos anti- N. caninum encontrada foi de 12,27% (27/220) nos bovinos
e 57,14% (12/21) nas propriedades rurais onde pelo menos um animal era positivo. E para
os caninos estudados foi observada uma frequéncia de 25% (5/20). Nenhuma das varidveis
estudadas foi considerada fator de risco para N. caninum em bovinos. Nao vacinar os caes
foi uma varidvel considerada fator de risco (Oddsratio = 9,33), demonstrando falta de
cuidados dos proprietdrios com a sanidade desses animais. Portanto, podemos concluir que
os bovinos leiteiros e os caninos de propriedades rurais do municipio de Gado Bravo estdo
expostos a infeccdo causada por N. caninum. Visando minimizar perdas econdmicas aos
pecuaristas, mais estudos precisam ser feitos para elucidar possiveis causas de infecc¢ao

pelo protozodrio nos rebanhos bovinos da regido.

Palavras-chave: Neosporose, bovinos, caninos, perdas produtivas.



ABSTRACT

MELO, LIDIO RICARDO BEZERRA. Frequency of anti-Neospora caninum
antibodies in dairy cattle and dogs on region Gado Bravo, Agreste of Paraiba,
Brazil.

Patos, UFCG. 2015, 39p. (Monograph submitted to the College of Veterinary Medicine as
a partial requirement for the degree of Veterinarian).

Among protozoan with veterinary relevance, the Neospora caninum stands out,
causer of large economics and productive loses in herd of cattle, being dogs considered as
its final host. This research’s goal is to realize a frequency study of antibodies anti-
Neospora caninum in dairy cattle and canines on Gado Bravo region, Agreste State of
Paraiba, Brazil. There were utilized 220 cattle’s serum, mostly of dairy cows and, and 20
from dogs, both of them came form 21 rural properties. The animal’s blood, after collected
directly from the external cephalic jugular of cattle and canines, was respectively stored on
a box of polystyrene with ice for posterior centrifugation and serum obtainment. The
serum have been stored at -20°C until its process. For detecting antibodies IgG anti-N.
caninum was realized an Indirect immunofluorescence reaction (RIFI) on Lab of Parasite
Illness of Domestic Animals and Transmitted Illness Lab of Federal University of Campina
Grande, Campus Patos-PB. The serum witch reacted on dilutions > 1:200 e 1:50, for
canines and cattle respectively, has been considered positive, with titles variation from
1:200 to 1:600 on cattle. The antibodies frequency anti- N. caninum found was 12,27%
(27/220) on cattle, 57,14% (12/21) on rural properties where at least one animal was
positive, and for studied canines was observed a frequency of 25% (5/20). None of studied
variables were considered as a risk factor for N. caninim on cattle. Do not inoculate dogs
has been considered a variable as risk factor (Oddsratio= 9,33) witch demonstrate
proprietor’s lack of care with those animal’s sanity. Concluded that dairy cattle and canines
on rural properties of Gado Bravo county area are exposed to infection caused by N.
caninum. Aiming minimize economic loses to cattle breeders, more studies must be done

to elucidate possible infection causes by protozoan on region cattle.

Key words: Neosporose, cattle, canines, productive loses.



1. INTRODUCAO

No Brasil, as cadeias produtivas da carne e leite sdo dois segmentos lucrativos
desenvolvidos pelo segundo maior rebanho bovino do mundo com cerca de 200 milhdes de

cabecas (BRASIL, 2013).

E de grande relevancia o conhecimento da sanidade dos rebanhos, pois as doengas
consideradas de importancia veterindria podem causar varias perdas produtivas, desde
problemas na reprodugdo até a diminui¢c@o da producao leiteira. Nesse contexto as doengas
parasitdrias causadas por protozodrios merecem destaque primordial, sendo responsdveis

por vérias patologias, a exemplo da tricomonose, toxoplasmose € neosporose.

A neosporose € uma doenca causada pelo protozodrio coccideo do filo
Apicomplexa descoberto por Dubey et al. (1988) como Neospora caninum. Os hospedeiros
definitivos sdo alguns canideos silvestres e dentre os animais de companhia o cdo € o
transmissor. Neste animal, o N. caninum acarreta um quadro clinico comprometedor,
causando doeng¢a neuromuscular severa, afetando principalmente o sistema nervoso
central. Esse parasita contribui com grandes perdas econdmicas especificamente na criagao
de bovinos, tendo como principal consequéncia o aborto. Causa também sintomatologia
clinica em bezerros que podem adquirir congenitamente a doenca ou apds o nascimento

através do colostro da vaca infectada.

N

Devido a importincia dos cdes na transmissdo da neosporose para os bovinos,
principalmente, € para outros animais domésticos € aos escassos estudos sobre N. caninum
em bovinos no nordeste brasileiro, fez-se necessario um estudo que mostrasse a situacao
soroepidemioldgica dos bovinos leiteiros e dos cdes criados nas propriedades rurais do
municipio de Gado Bravo, Agreste do Estado da Paraiba. Diante disto, necessita-se
esclarecer os fatores de risco que favorecam o aparecimento dessa doenca em bovinos,
para avaliacdo da exposi¢do e do risco de infec¢do destes animais, servindo como

indicador, ja que ainda ndo se tem nenhuma pesquisa na regiao.

Objetivou-se com esse estudo realizar inquérito soroepidemioldgico para infeccdes

por N. caninum em bovinos leiteiros e cdes de propriedades rurais no municipio de Gado

Bravo, Agreste do Estado da Paraiba.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiopatogenia
O protozodrio N. caninum pertence ao filo apicomplexa sendo responsivel por

infectar uma grande variedade de espécies animais domésticos e silvestres. E um
protozodrio intracelular obrigatdrio e apresenta trés estdgios infecciosos: taquizoitas, cistos
teciduais e oocistos (figura 1). Os taquizoitas e cistos teciduais sdo encontrados nos
hospedeiros intermedidrios, sendo observados principalmente no sistema nervoso
(GONDIM, 2006). Os caes, coiotes e dingos sdo hospedeiros definitivos deste protozoario,
sendo responsdveis pela eliminacdo dos oocistos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007; KING et al., 2010). Oocistos ndo esporulados de N. caninum sio excretados
pelas fezes de cées infectados por cinco ou mais dias apds ingestdo de tecidos de animais
contaminados. Apds a excrecdo, a esporulacdo dos oocistos ocorre dentro de 24 horas,
dependendo das condi¢des do ambiente. A quantidade de oocistos excretados, periodo de
excre¢do e o periodo pré-patente variam e se encontram entre cinco e 30 dias (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Os hospedeiros definitivos s3o infectados pela
ingestdo de tecidos contendo bradizoitos e herbivoros, provavelmente, tornam-se
infectados pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados por oocistos. Devido a sua
estreita relacdo com T.gondii, presume-se que a resisténcia de oocistos de N. caninum ao
ambiente seja semelhante aos oocistos de Toxoplasma gondii (DUBEY, 2004).

A neosporose é a doenca causada pelo protozodrio N. caninum, sendo muito
importante para bovinos devido causar aborto e sintomas clinicos em bezerros,
ocasionando prejuizos econdmicos. A patogenicidade do N. caninum é caracterizada pela
capacidade de produzir lesdes necréticas visiveis em poucos dias e causar morte celular
pela atividade de replicacdo dos taquizoitas. Isto explica o quadro de doenca
neuromuscular severa em caes, bovinos e até outros hospedeiros destruindo grande nimero
de células neurais incluindo as dos nervos espinhais, com reflexo na condutibilidade das
células afetadas (MAYHEW et al., 1991; DUBEY; DE LAHUNTA, 1993). Bjerkas et al.
(1984) foi quem primeiro observou a doenca em cdes com encefalomielite e miosite na
Noruega. Posteriormente Dubey et al. (1988) descreveram N. caninum como um novo

género e espécie.
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Figura 1 - Ciclo de vida do Neospora caninum.

Fonte: GIRALDI, 2001.

2.2 Historico
Um surto de abortamento por neosporose em um rebanho bovino foi relatado por

Thilsted e Dubey (1989), através da identificacio de N. caninum pelo teste
Imunohistoquimico (IHQ) em tecido cerebral dos fetos. McAllister et al. (1998)
identificaram os caes (Canis familiaris), como hospedeiros definitivos de N. caninum
quando diagnosticaram oocistos nas fezes dos cdes alimentados com tecido de
camundongos contendo cistos teciduais do protozodrio. Observou-se que também
excretaram oocistos quando foram alimentados com placenta de vacas soropositivas
(DIJKSTRA et al., 2001) e com tecido de bezerros infectados naturalmente (GONDIM;
GAO; MCALLISTER, 2002).

Foi observada infeccdo congénita ou trans-placentdria em bovinos (DUBEY et al.,
1992; BARR et al., 1994) e em caes infectados experimentalmente (DUBEY; LINDSAY
1989; DUBEY; KOESTNER; PIPER, 1990; COLE et al., 1995). Embora fossem relatados
anticorpos para N. caninum , o parasita ndo tem sido demonstrado em tecidos
humanos. Assim, o potencial zoonético € incerto ( TRANAS et al., 1999; LOBATO et al.,
2006; BENETTI et al., 2009).
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2.3 Epidemiologia
A neosporose € uma doenca que emergiu nos ultimos anos e tem sido

extensivamente estudada, por causar problemas neuromusculares em cdes e problemas
reprodutivos em bovinos. N. caninum é um coccideo com uma grande variedade de
hospedeiros. Em geral, sua estrutura e ciclo de vida sdo muito semelhantes ao
T. gondii, com duas diferencas importantes: a neosporose € principalmente uma doenca de
bovinos, canideos sdo hospedeiros definitivos de N. caninum; a toxoplasmose ¢é
primariamente uma doenca dos seres humanos, ovelhas e cabras, e felideos sdo os unicos
hospedeiros definitivos de 7. gondii. A fim de compreender a epidemiologia
do N. caninum, € importante identificar sua variedade de hospedeiros e distribui¢io
geografica. Ao contrario de T. gondii, N. caninum vidvel € dificil de isolar (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Devido aos inumeros prejuizos econdmicos causados na Suiga, desde 2001 esta
doenca tem sido considerada como de notificacao obrigatéria (HASLER et al., 2006). Os
animais podem se infectar durante a gestacdo, por passagem transplacentdria (vertical), ou
ap6s o nascimento pela ingestdo de comida ou &4gua contaminada com oocistos
(horizontal). A infec¢do congénita € considerada a principal via de transmissdo e
manutencdo do N. caninum nos rebanhos bovinos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007).

Vdrias literaturas sobre estudos epidemioldgicos em rebanhos bovinos afirmam que
a presenca de cdes é um fator de risco para a infec¢io por N. caninum (PARE et al., 1998;

GONZALEZ-WARLETA et al., 2007; VANLEEUWEN et al., 2010).

2.4 Distribuicao da doenca
A doenga ja foi descrita em vérios paises da América Latina como Uruguai, Brasil,

Argentina, Chile, Paraguai, Peru sendo considerada a principal causadora de perdas
reprodutivas (MOORE, 2005).

Foram feitos alguns estudos sobre a ocorréncia de bovinos com anticorpos anti-N.
caninum nas diferentes regides do Brasil, utilizando a Reac¢do de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI). Dentre as regides pesquisadas o nimero de animais positivos foi bastante
variado com uma frequéncia de 14, 9 % a 91, 2% (OSHIRO et al., 2007; GUEDES et al.;
MINERVINO et al., 2008; BENETTI et al., 2009).

Oshiro et al. (2007) obtiveram uma prevaléncia de 14,9% e 69,8% para anticorpos

anti-N. caninum em animais e propriedades estudadas, respectivamente, em bovinos no
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Mato Grosso do Sul, usando a RIFI. Ja4 Moura et al. (2012) encontraram 13,2% e 40% de
amostras soropositivas para N. caninum em animais e propriedades, respectivamente, em
bovinos de corte na microrregido do estado do Paran4, utilizando a RIFI. Em Minas Gerais
Melo et al. (2001) usando o teste de ELISA determinaram freqii€ncias de infec¢ao por N.
caninum em dois sistemas de producdo de leite em rebanhos bovinos naturalmente
infectados. Dos 18 rebanhos estudados, oito rebanhos produtores de leite A/B, a freqiiéncia
de soropositividade variou de zero a 72,73%. Nos outros dez rebanhos produtores de leite
tipo C, a freqiiéncia de soropositividade variou de 3,70% a 25%.

Na cidade do Rio de Janeiro, RJ Balthazar et al. (2013) detectaram a presencga de
anticorpos anti-N. caninum em 8,46% dos cdes estudados através da RIFI. Esses autores
recomendaram a inclusdo do agente etioldgico no diagnéstico diferencial entre as doencgas
neurolégicas em caes atendidos em clinicas veterindrias. Coelho et al (2013) no municipio de
Andralina, SP identificaram uma frequéncia de 3, 57% dos cdes reagentes para N.
caninum, todos eram de érea rural. Em trés microrregides do estado Maranhense Teixeira
et al. (2008), usando a RIFI para determinar a prevaléncia de anticorpos IgG anti-
N.caninum em bovinos e cdes de propriedades rurais verificaram 50,74% e 62,37%,
respectivamente, nas duas espécies animais analisadas. Amaral et al. (2012) estudaram a
ocorréncia de N. caninum em vacas e fetos de matadouros nos Estados de Pernambuco e
Alagoas, obtendo como resultados soroldgicos 12,6% e 16,7%, respectivamente, utilizando
a RIFIL. Os autores afirmaram que o agente N. caninum deve ser incluido no estudo das
causas de aborto nas regides estudadas.

J4 na Paraiba, Azevedo et al. (2005) detectaram a presenca de anticorpos anti-N.
caninum em 8, 4% dos caes estudados na cidade de Campina Grande. Dantas et al (2014)
observaram 7,5 % de infeccdo pelo protozodrio em cdes domiciliados no municipio de
Patos, PB e com base na analise de fatores de risco recomendaram evitar o acesso dos

animais a acudes. Em ambos os estudos utilizou-se como método soroldgico a RIFI.

2.5 Diagnéstico
Para o diagnéstico da neosporose existem métodos diretos (PCR, bioensaio e

imunohistoquimica) que visam a deteccao direta dos parasitas em amostras bioldgicas e os
métodos indiretos (teste do corante Sabin-Feldman, testes de aglutinacdo, ELISA e RIFI)
baseados na detecgdo de anticorpos contra o agente (BIORKAN et al., 1999; HEMPHILL
et al., 2000; PETERS et al., 2001).
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A RIFI € considerada como padrido-ouro, ou seja, um teste de referéncia para a
calibraciio e comparagio com outros testes (BIORKAN; UGGLA, 1999; HEMPHILL et
al., 2000). Esta técnica detecta antigenos de superficies especificos, razao pelas quais

reacOes cruzadas sdao pouco frequentes (TREES et al., 1993).

2.6 Controle e profilaxia
Ainda ndo existem vacinas eficazes para prevenir abortos por N. caninum em

bovinos ou a elimina¢@o de oocistos pelos cées, apesar de estarem sendo testadas em vérias
partes do mundo (CARDOSO, 2010; FARIAS, 2007).

Para o controle da neosporose deve-se impedir o contato entre caes e bovinos,
diminuindo a populagdo de caes errantes evitando o acesso dos cdes aos alimentos e fontes
de 4gua dos bovinos; evitar que os cdes se alimentem de placentas, fetos abortados,
bezerros mortos. A carne oferecida aos cades deve ser cozida ou utilizar racdo. As vacas
sorologicamente infectadas devem ser eliminadas do rebanho para impedir a transmissao
vertical, ou seja, transmissdo da infec¢do para o feto diminuindo também as chances de
aborto. E ideal saber a procedéncia dos animais que forem introduzidos no rebanho
preferencialmente mediante provas soroldgicas (CARDOSO, 2010).

N3ao existe tratamento para infec¢do por N. caninum em bovinos que os torne livres
da infeccdo. Nos cdes quando diagnosticada a doenca é recomendado o uso isolado ou
associado de clindamicina, sulfonamidas potencializadas e pirimetamina de duas a nove

semanas além de tratamento de apoio (FARIAS, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacao da area

O Estado da Paraiba possui uma populacdo estimada de 3.943.885 habitantes (IBGE,
2014), distribuidos em 223 municipios e quatro mesorregides, a saber: Zona da Mata,
Agreste, Borborema e Sertdo.

A mesorregido do Agreste apresenta um clima semiarido, com uma estagdo chuvosa
de abril a julho, na qual ocorre mais de 90% das chuvas e uma estagdo seca. A temperatura
média anual é de 23,5°C (minima de 18°C e méaxima de 29°C), havendo pouca varia¢ao
durante o ano, essa mesorregido compreende a zona de transi¢do entre o litoral imido e o
sertdo semidrido, apresenta vegetacdo caracteristica do bioma Caatinga (MELO et al.,
2013; VILELA et al., 2008).

De acordo com o ultimo censo agropecudrio o Estado da Paraiba possui um total de
92.024 estabelecimentos pecudrios criadores de bovinos (IBGE, 2006). Em 2013 o Sistema
IBGE de Recuperagdo Automdtica (SIDRA) registrou um rebanho efetivo de 1.048.824
animais, distribuidos pelas mesorregides Zona da Mata, 89. 547; Agreste, 407. 560;
Borborema, 153. 230 e Sertao, 398. 487. O municipio de Gado Bravo (figura 2), Agreste
do Estado, detém uma populacdo de 7.518 bovinos representando significativa fonte de

renda na producao leiteira (2.400 litros/dia) (IBGE, 2013).

Figura 2 - Localizagdo do municipio de Gado Bravo, Agreste do Estado da
Paraiba.

Fonte: IBGE, 2013.
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3.2 Local da pesquisa e animais utilizados
A técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para N. caninum foi realizada no

Laboratério de Doengas Parasitdrias dos Animais Domésticos e Laboratério de Doengas
Transmissiveis da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG, Campus de Patos-
PB.

Foram utilizados 220 bovinos e 20 caes provenientes de fazendas que continham
vacas com finalidade de producao leiteira (figura 3) no municipio de Gado Bravo, Agreste

do Estado da Paraiba.

Figura 3 - Animais de propriedades leiteiras do municipio de Gado Bravo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014.

3.3 Procedimentos e coleta de sangue
As coletas nos bovinos (figura 4) (10 mL) e caes (figura 5) (cinco mL) foram

realizadas através da venopuncdo da jugular externa e da cefdlica, respectivamente, no
periodo de marco a abril de 2014. O sangue foi coletado, apds prévia antissepsia do local
com élcool iodado a 3%, em tubos de ensaio Vacutainer® (figura 6), sem anticoagulante,
individuais, devidamente esterilizados, identificados e acondicionados em isopor com gelo

para transporte.



Figura 4 - Coleta de sangue através da venopungao da jugular externa de fémea bovina.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014.

Figura 5 — Coleta de sangue da veia cefélica de cdo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014.

Figura 6 - Materiais utilizados (agulha, acoplador e tubo de

ensaio Vacutainer®) para coleta de sangue nos animais.

Fonte: SOCIEDADE, 2005.
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As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm durante cinco minutos para obtencao
do soro, que foi aliquotado em microtubos de polipropileno (eppendorfs®) de 1,5 mL. Os

soros foram mantidos a -20 °C até seu processamento (figura 7).

Figura 7 - Centrifuga para obteng@o dos soros e microttibo eppendorfs®
para armazenamento das amostras soroldgicas.

Fonte: FERNANDES, 2010.

3.4 Questionario epidemiolégico
Paralelamente as coletas de sangue dos animais, foram aplicados, um questiondrio

investigativo em cada propriedade e uma ficha clinica individual, com o objetivo de obter
informagdes a respeito das propriedades sobre as condi¢cdes de manejo sanitdrio,
alimentacdo, reproducdo, ambiente, bem como, abortamentos, sexo, idade de cada animal e

presenca de caes na propriedade (Anexo 1).

3.5 Exame Sorolégico para pesquisa de anticorpos IgG anti-Neospora caninum
As laminas fixadas com taquizoitas foram fornecidas pela Faculdade de Medicina

Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

Foi utilizada a RIFI (figura 8) para a pesquisa de anticorpos anti-N. caninum,
usando amostra Nc-1 de taquizoitas de N. caninum fixados em lamina (DUBEY et al.,
1988). O ponto de corte utilizado foi de 1: 200 (AMARAL et al., 2012) e 1:50 (AZEVEDO
et al., 2005) para bovinos e caninos respectivamente.

A dilui¢do dos soros foi realizada em microplaca de 96 pogos, utilizando 1uL do

soro a ser testado e 199uL. de Solucdo Salina Tamponada (PBS), pH 7,2 para o ponto de
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corte 1:200. Assim como utilizou-se 4uL do soro a ser testado e 196uL de Solu¢do Salina
Tamponada (PBS), pH 7,2 para o ponto de corte de 1:50. Apds a diluicdo, foram colocados
30uL sobre lamina previamente fixada com taquizoitas e incubados na estufa (37°C por 30
minutos). Apds a incubacdo, as laminas foram submetidas a trés lavagens por imersdo em
PBS, sendo 5 minutos cada lavagem. Apds secagem, a lamina era recoberta por 30uL de
conjugado anti-IgG de bovino e de canino (molécula inteira, SIGMA, St. Louis, MO,
EUA). O material foi incubado por mais 30 minutos a 37°C em estufa. Apds as trés
lavagens e secagem, as laminas eram avaliadas na microscopia com emissdo de luz
ultravioleta. Foram considerados positivos, aqueles soros que reagiram nas dilui¢des >

1:200 para bovinos e > 1:50 para caes. Utilizaram-se controles positivos e negativos.

Figura 8 - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT).

Fonte: FEITOSA, 2012.

3.6 Procedimento Etico
O presente trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica do Centro de Saide e

Tecnologia Rural — CSTR/UFCG, Campus de Patos e obteve autorizacdo de execucdo sob
n° de registro 132/2014, respeitando o disposto na Lei Federal 11.794 de 8 de outubro de
2008 e as demais normas aplicdveis a utilizagdo de animais para o ensino e pesquisa,
especialmente as resolucdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

— CONCEA. Apoés esclarecimento acerca do trabalho foi apresentado aos proprietarios
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envolvidos na pesquisa um Termo de consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2) para

uso dos animais na pesquisa.

3.7 Analise Estatistica

Para a anélise de fatores de risco associados com a frequéncia de soropositividade
para anticorpos anti-N. caninum nos bovinos e caninos, foram utilizados os dados
coletados nos questiondrios epidemioldgicos. A andlise de fatores de risco foi conduzida
em duas etapas: andlise univaridvel e andlise multivaridvel, Na andlise univaridvel, cada
variavel independente foi cruzada com a varidvel dependente (soropositividade), e aquelas
que apresentaram valor de p < 0,20 pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher
(ZAR, 1999) foram selecionadas para a andlise multivaridvel, utilizando-se regressao
logistica multipla (HOSMER; LEMESHOW, 2000). O nivel de significancia adotado na
andlise multipla foi de 5%. Todas as andlises foram realizadas com o programa SPSS 20.0

for Windows.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se uma frequéncia de 12,27% (27/220) dos animais soropositivos,
indicando que em algum momento da vida, esses animais tiveram contato com o parasito.
A frequéncia de anticorpos IgG anti-N. caninum encontrada foi relativamente baixa quando
comparada a outros estudos nas diferentes regides do Brasil. Dentre as regides pesquisadas
o nimero de animais positivos foi bastante variado com uma frequéncia de 14,9% a 91,2%
(OSHIRO et al., 2007; GUEDES et al.; MINERVINO et al., 2008; BENETTI et al., 2009;
TEIXEIRA et al., 2010).

Utilizando a RIFI, altos indices foram encontrados no estudo de Guedes et al.
(2008) que constataram uma prevaléncia em bovinos leiteiros de 91,7% na microrregidao de
Lavras, Minas Gerais. E Teixeira et al. (2010), em trés microrregides do estado
Maranhense verificaram 50,74% de prevaléncia em bovinos de propriedades rurais. No
entanto, compara-se com o estudo feito por Oshiro et al. (2007) quando obtiveram uma
prevaléncia de 14,9% em bovinos no Mato Grosso do Sul.

Das amostras positivas verificou-se que os titulos de anticorpos variaram de 1:200 a

1:1600 (tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia de anticorpos IgG anti- N.caninum (RIFI>200) em soros de bovinos
leiteiros de propriedades rurais do municipio de Gado Bravo, Paraiba, segundo a

reciproca do titulo.

Frequéncia
Reciproca do Titulo Positivos (N) Absoluta Relativa
200 13 5,91% 48,15%
400 8 3,64% 29,63%
800 5 2,27% 18,52%
1600 1 0,45% 3,7%
Total 27 12,27% (27/220) 100% (27/27)

N= Numero de amostras

Com relacdo aos titulos de anticorpos, observou-se uma maior frequéncia de soros
bovinos que reagiram nas diluicOes entre 1:200 e 1:400 (tabela 1) concordando com os
resultados descritos por Teixeira et al. (2010), entretanto, diferindo dos valores citados por
Aguiar et al. (2006) no Estado de Rondonia utilizando também a RIFI que encontraram

maior taxa de prevaléncia dos titulos entre 1:50 e 1:800.
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Dubey (1999), Lindsay, Upton e Dubey (1999) comprovaram que titulos de
anticorpos IgG igual ou superior a 1:800 sdo sugestivos de neosporose clinica, entretanto,
neste estudo nos bovinos detectados com titulos > 1:800 nao foi observado histérico de
abortamento (tabela 2) ji que esse achado pode ser considerado um sinal clinico pra a
infec¢do pelo protozodrio.

Em 57,14% (12) das 21 propriedades estudadas pelo menos um bovino foi
considerado positivo para anticorpos IgG anti- Neospora caninum. A frequéncia de
12,27% encontrada nos bovinos e de 57,14% nas propriedades rurais examinadas se
assemelha com o estudo feito por Oshiro et al. (2007) quando obtiveram uma prevaléncia
de 14,9% e 69,8% em animais e propriedades estudadas, respectivamente, em bovinos no
Mato Grosso do Sul. Assim como Moura et al. (2012) encontraram 13,2% e 40% de
amostras soropositivas para N. caninum em animais e propriedades, respectivamente, em
bovinos de corte na microrregidao do estado do Parand, também utilizando a RIFI. Ambos
os trabalhos utilizando a RIFI.

Em Minas Gerais Melo et al. (2001) usando o teste de ELISA determinaram
frequéncias de infeccdo por N. caninum em dois sistemas de producdo de leite em
rebanhos bovinos naturalmente infectados, e dos 18 rebanhos estudados em oito
produtores de leite, a frequéncia de soropositividade variou de zero a 72,73%. Nos outros
dez rebanhos produtores de leite, a frequéncia variou de 3,7% a 25%.

Com relacdo a distribui¢do e o niimero de fatores de risco analisados na sorologia
(tabela 2), nao foram observadas associacdes significativas (p<0.20) entre as varidveis € a

infeccdo por N. caninum nos bovinos.



Tabela 2 - Fatores associados a frequéncia de bovinos soropositivos para N. caninum na

andlise univariada (p<0,20) em propriedades rurais do municipio de

Gado Bravo.
Varidvel/categoria N° total de bovinos N° bovinos soropositivos (%) P
Sexo
Macho 1 0(0,0)
Fémea 219 27 (12,3) 1,000
Idade (meses)
2-12 12 1(8,3)
13-24 5 0(0,0)
25-48 43 3 (7,0) 0,449
>48 160 23 (14,4)
Tipo de alimentacao
Volumoso 6 1(16,7)
Concentrado e 214 26 (12,1) 0,549
volumoso
Tipo de criacio
Intensiva 3 0 (0,0)
Semi-intensiva 217 27 (12,4) 1,000
Alguma vacina
Nao 1 0(0,0)
Sim 219 27 (12,3) 1,000
Presenca de silvestres
Nao 30 3 (10)
Sim 190 24 (12,6) 1,000
Abortamentos na
propriedade
Nao 163 17 (10,4)
Sim 57 10 (17,5) 0,240
Repeticao de cio
Nao 207 26 (15,5)
Sim 13 1(7,7) 1,000
Abortamento
Nao 216 27 (12,5)
Sim 4 0(0,0) 1,000
Limpeza do ambiente
Semanal 24 2 (8,3)
Mensal 196 25 (12,8) 0,746
Contato com agude
Nao 7 1(14,3)
Sim 213 26 (12,2) 1,000

25

Verificou-se maior frequéncia de bovinos soropositivos 14,4% (23/160) com idade

superior a 48 meses, quando comparados com outras faixas etarias. Apesar de nao ter sido

significativa nesse estudo a varidvel idade maior que 48 meses foi considerada fator de

risco para infec¢do por N. caninum no estudo realizado por Dubey, Schares, Ortega-Mora
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(2007) e Corbellini et al., (2006). A idade avangada em vacas leiteiras também foi um fator
predisponente a infeccdo em um estudo feito por Melo et al. (2001), quando avaliou a
frequéncia de infec¢do por Neospora caninum em dois diferentes sistemas de produgdo de
leite em Minas Gerais, afirmando que quanto mais velho for o animal, maiores as chances
de infecc¢do pelo protozodrio.

Observou-se a presenca de cdes em todas as propriedades estudadas, sendo este um
importante fator de risco na transmissdo do agente. Além disso, Dubey, Schares e Ortega-
Mora (2007), afirmam que outros fatores aumentam o risco de neosporose no rebanho
como tamanho e densidade do rebanho e, principalmente, praticas de biosseguranca
incorretas.

A variavel abortamento na propriedade também se destacou representando 17,5%
(10/57) dos animais soropositivos, quando comparado com as propriedades sem a presenca
dessa varidvel. Embora os abortamentos nas propriedades ndo tenham sido estatisticamente
significantes, outros autores como Guedes et al. (2008), Amaral et al. (2012) observaram
em seus estudos que bovinos f€meas apresentam maiores probabilidades de
soropositividade para N. caninum quando se observa aborto na propriedade. Entretanto, a
presenca de anticorpos anti-N. caninum em soros bovinos ndo confirma o diagnéstico de
neosporose, mas pode auxiliar no esclarecimento da causa de abortos em animais
sorologicamente negativos para outras enfermidades abortivas como brucelose e
leptospirose (DUBEY et al., 2006; DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

No estudo realizado nos caes observa-se a distribui¢do e o nimero de varidveis na

tabela 3.



27

Tabela 3 - Fatores associados a frequéncia de caes soropositivos para N. caninum na
andlise univariada (p<0,20) em propriedades rurais do municipio de Gado

Bravo, Paraiba.

Varidvel/categoria N° total de caes N° caes soropositivos (%) P
Sexo

Macho 13 3(23,1)

Fémea 7 2 (28,6) 1,000
Idade (meses)

2-12 2 0(0,0)

13-24 3 1(33,3)

25-48 6 2 (33,3) 0,792

>48 9 2(22,2)
Raca

SRD 19 5(26,3)

Outra 1 0(0,0) 1,000
Ambiente

Domiciliado 1 0 (0,0)

Semi-domiciliado 19 5(26,3) 1,000
Alguma vacina*

Nao 6 4 (66,7)

Sim 14 1(7,1) 0,014
Outros caes

Nao 3 1(33,3)

Sim 17 4 (23.,5) 1,000
Contato com agude

Nao 1 0 (0,0)

Sim 19 5(26,3) 1,000
Aquisicao

Jovem 16 3(18,8)

Adulto 4 2 (50) 0,249
Procedéncia

Mesma cidade 17 5(29,4)

Outra 3 0 (0,0) 0,539

*As variaveis foram estatisticamente significantes P< 0.20 e submetidas ao modelo da
regressao logistica.

A frequéncia de anticorpos IgG anti-N. caninum em caes foi de 25% (5/20) do total
estudado nas propriedades rurais do municipio de Gado Bravo. Foram coletadas amostras
sanguineas de caes em 20 propriedades. Das 12 propriedades soropositivas para Neospora
caninum em bovinos 41,66% (5/12) apresentaram soropositividade também em caes. A
frequéncia nesse estudo é considerada baixa quando se compara as prevaléncias de 62,37%
e 67,6% encontradas por Teixeira et al. (2008) em trés microrregides do estado
Maranhense e Benetti et al. (2009) em Cuiaba, MT, respectivamente, em caes de

propriedades rurais utilizando a RIFI. Considera-se alta quando comparada a prevaléncia
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encontrada por Azevedo et al. (2005), Balthazar et al. (2013) e Dantas et al. (2014) que
detectaram a presenca de anticorpos anti-N. caninum em 8,4%, 8,46%, 7,5% dos caes
estudados através da RIFI nas cidades de Campina Grande, PB, Rio de Janeiro, RJ e Patos,
PB, respectivamente, utilizando um nimero maior de animais.

Virios autores afirmam que caes oriundos de dreas rurais ou com contato frequente
com esse meio ambiente apresentam maiores frequéncias de anticorpos quando
comparadas as frequéncias encontradas em caes de areas urbanas (AZEVEDO et al., 2005;
AGUIAR et al., 2006; MELO et al., 2012; COELHO et al., 2013; BALTHAZAR et al.,
2013; DANTAS et al., 2014).

De acordo com o questiondrio epidemiolégico todos os cdes utilizados na pesquisa
eram alimentados com restos de comida e ingeriam carne crua. Indicando que a dieta pode
influenciar na soropositividade dos animais e tecidos de qualquer animal que contenham
cistos podem ser uma fonte de infeccdao para cdes. (COLLANTES-FERNANDEZ et al.,
2008; DUBEY; SCHARES, 2011).

A regressao final logistica Oddsratio = 9,33 (IC 95%=1,30-67,03) e valor de P=
0,014, mostrou que nao vacinar os cdes € um fator de risco para infec¢do por N. caninum,
sugerindo falta de cuidados com a sanidade desses animais. O hébito de vacinar é uma
caracteristica que reflete maior cuidado dos proprietdrios com os animais, da mesma forma
que os animais que recebem atendimento ambulatorial de acordo com Dantas et al. (2014)
tem uma baixa frequéncia de soropositividade para N. caninum.

As demais varidveis ndo foram estatisticamente significativas (tabela 3), mesmo
assim, verificou-se que todos os cdes soropositivos tinham contato com agude e viviam em
ambiente semi-domiciliado. Entretanto, Dantas et al. (2014) em Patos, PB observaram que
0s cdes que possuem acesso a agudes apresentam 5,67 vezes mais chances de serem
soropositivos para esse protozodrio. A maior predisposicdo a infeccdo pelo protozodrio
pode ser justificada pelo acesso irrestrito dos cdes ao meio ambiente (AZEVEDO et al.,
2005; DANTAS et al., 2014). De acordo com Genari (2004), as fontes de infec¢ao para os
cdes como ingestdo de placenta e fetos contaminados, bem como a possibilidade de caca e
de ingestdo de cistos teciduais em possiveis hospedeiros intermedidrios, tornam-se
importantes na epidemiologia e manutencdo do N. caninum no ambiente rural.

Para as varidveis sexo e idade ndo houve associa¢do estatistica com relacdo a
ocorréncia de soropositividade nos caes. Esses resultados tém sido observados em vérios

outros trabalhos (AZEVEDO et al. 2005; BRESCIANI et al., 2007; MELO et al., 2012;
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COELHO et al., 2013; DANTAS et al., 2014). Entretanto, outras literaturas observaram
estatisticamente que cdes a partir de trés anos de idade t€ém maior risco de serem

soropositivos para N. caninum, quando comparados com animais de idade inferior

(AGUIAR et al., 2006; CUNHA-FILHO et al., 2008; BALTHAZAR et al., 2013).
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5. CONCLUSAO

Portanto, podemos concluir que os bovinos leiteiros e os caninos de propriedades
rurais do municipio de Gado Bravo estdo expostos a infeccdo causada por Neospora
caninum. Visando minimizar perdas econdmicas aos pecuaristas, mais estudos precisam
ser feitos para elucidar possiveis causas de infec¢do pelo protozodrio nos rebanhos bovinos

da regido.
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ANEXO 1
QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO PARA COLETA DE DADOS DE
BOVINOS LEITEIROS E CAES NA REGIAO DE GADO BRAVO
1. DADOS DO PROPRIETARIO

Nome:

Telefone:

Ja ouviu falar ou sabe o que é Neosporose? () Sim () Nao

2. DADOS DO BOVINO

Manejo () intensivo () semi-intensivo () extensivo

Sexo: () Macho () Fémea

Idade: ()9 —-12 meses () 13 —24 meses () 25 — 48 meses () acima de 4 anos

Presenca de Cies na propriedade? () SIM () NAO

Quantos bovinos na propriedade?

E realizada limpeza ou desinfeccdo do local? ( ) SIM ()NAO

Com que frequéncia? ( )Semanal ( )Quinzenal ( )Mensal ( )Trimestral ( )Outros

4. OUTRAS INFORMACOES

O animal tem contato com acudes, dreas alagadas? () SIM () NAO

FICHA INDIVIDUAL (CAO)

Nome: Propriedade N°_____
Raca: Alimentacdo:

Sexo: Idade/Nasc

Ja apresentou alguma altera¢do aparentemente nervosa?

Ambiente: () Domiciliado () Semidomiciliado
J4 apresentou problema durante o parto ou na gestacao (nas fémeas)? Qual?

Procedéncia:

Material coletado: () Sangue () Outros

Outras informacoes
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LVRE E ESCLARECIMENTO

Nome da Pesquisa: Frequéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros e
caninos na regido de Gado Bravo, Agreste do Estado da Paraiba, Brasil.
Pesquisador(a) responsavel: Profa. Dra. Ana Célia Rodrigues Athayde

Informacoes sobre a pesquisa: Serd realizado um estudo que mostre a situacdo
soroepidemioldgica dos bovinos leiteiros e dos cdes criados nas propriedades rurais do
municipio de Gado Bravo, Agreste do estado da Paraiba, Brasil, solicito a sua colaboracio
respondendo algumas questdes sobre este assunto.

Objetivo da pesquisa: Realizar inquérito soro epidemioldgico para infec¢cdes por N. caninum
em bovinos leiteiros e cdes de propriedades rurais no municipio de Gado Bravo, agreste do
estado da Paraiba. A sua participacdo € muito importante, pois contribuird para a efetivacao
dos objetivos propostos.

Pesquisador responsdvel

Instituicao: .

Eu, , portador(a) de RG ,

abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima, e ciente dos meus direitos abaixo
relacionados, de acordo com o item IV da Resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude que regulamenta as pesquisas envolvendo seres humanos, concordo em participar da
pesquisa.

a) A garantia de receber todos os esclarecimentos sobre as perguntas do questiondrio antes e
durante o transcurso da pesquisa, podendo afastar-me a qualquer momento se assim o desejar,
bem como estd assegurado o absoluto sigilo das informagdes obtidas.

b) A seguranca plena de que ndo serei identificado mantendo o cardter oficial da informagao,
assim como, estd assegurada que a pesquisa ndo acarretard nenhum prejuizo individual ou
coletivo.

c) A seguranca de que ndo terei nenhum tipo de despesa material ou financeira durante o
desenvolvimento da pesquisa, bem como, esta pesquisa ndo causard nenhum tipo de risco,
dano fisico ou mesmo constrangimento moral e ético ao entrevistado.

d) A garantia de que toda e qualquer responsabilidade nas diferentes fases da pesquisa € dos
pesquisadores, bem como, fica assegurado poderd haver divulgacdo dos resultados finais em
orgdos de divulgacdo cientifica em que a mesma seja aceita.

e) A garantia de que todo o material resultante serd utilizado exclusivamente para a construcao
da pesquisa e ficardo sob a guarda dos pesquisadores, podendo ser requisitado pelo
entrevistado em qualquer momento.

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo participar da pesquisa.

Gado Bravo-PB, de de 2014.

Assinatura do (a) entrevistado (a)



