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RESUMO

A neosporose ¢ uma doenga causada pelo protozoario Neospora caninum. Os cies, coiotes ¢
dingos sdo hospedeiros definitivos e entre os animais de producdo, a espécie ovina constitui-
se em um dos hospedeiros intermediarios, podendo apresentar principalmente problemas
reprodutivos e, consequentemente, perdas econdmicas significativas. Com os objetivos de
determinar a prevaléncia da infecgdo por N. caninum em ovinos no municipio de Lages, Santa
Catarina, identificar possiveis fatores de risco para a infec¢do nesses animais e correlacionar a
prevaléncia de anticorpos contra N. caninum com os fatores de risco avaliados, foram
realizadas coletas de sangue de 360 ovinos, em 13 propriedades rurais. As amostras,
devidamente identificadas e acondicionadas, foram encaminhadas ao Laboratorio de
Parasitologia e Doengas Parasitarias do CAV/UDESC. A detecg¢do de anticorpos da classe
IgG foi realizada por meio da Rea¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os soros foram
testados inicialmente na dilui¢do 1:50 e aqueles positivos foram reexaminados em dilui¢des
seriadas de base dois até a titulagdo maxima reativa. Dados referentes as variaveis, idade,
sexo, raga, categoria animal, sistema de criacdo, dieta, fonte de 4gua, contato com caes e
transtornos reprodutivos foram obtidos por meio da aplicagio de questionario aos
proprietarios. Os dados foram tabulados e analisados estatisticamente por meio dos testes
exato de Fisher e de qui-quadrado (p<0,05). Em 46,15% (6/13) das propriedades havia ao
menos um animal positivo. A variacdo de percentuais de animais positivos entre as
propriedades foi de zero a 25,81%. Reacdes positivas com titulos > 1:50 foram encontradas
em 21 ovinos (5,83%). Os titulos encontrados variaram de 1:50 a 1:400, sendo que cinco
animais (23,81%) tiveram titulacdo de 1:50; cinco (23,81%) com 1:100; seis (28,57%) com
1:200 e cinco animais (23,81%) com titulacdo de 1:400. Nao foi verificada associa¢do entre
positividade dos ovinos ao N. caninum e as variaveis analisadas. Os resultados indicam que N.
caninum esta presente em percentuais importantes nos ovinos do municipio de Lages, Santa
Catarina, Brasil.

Palavras-chave: Neospora caninum. Ovinos. Prevaléncia. Fatores de risco.



ABSTRACT

The neosporosis is a disecase caused by protozoan Neospora caninum. Dogs, coyotes and
dingos are definitive hosts and among livestock, the sheep is one of the intermediate host,
which may have mainly reproductive problems, and hence significant economic losses.
Aiming to determine the prevalence of infection by N. caninum in sheep in the city of Lages,
Santa Catarina State, identify possible risk factors for infection in sheep and to correlate the
prevalence of antibodies against N. caninum with risk factors assessed, blood was collected
from 360 sheep on 13 farms. The samples, properly identified and packaged, were sent to the
Laboratory of Parasitology and Parasitic Diseases of CAV/UDESC. The detection of IgG
antibodies was performed by indirect fluorescent antibody test (IFAT). Sera were initially
tested at 1:50 dilution and those positive were retested in serial dilutions of two basis until the
maximum degree reactive. Information about the variables, age, sex, race, animal category,
breeding system, diet, water source, contact with dogs and reproductive disorders were
obtained through the application of questionnaires to the owners. The data were statistically
analyzed using Fisher's exact test and chi-square test (p<0.05). In 46.15% (6/13) of the farms
had at least one positive animal. Variation of percentage of positive animals between
properties was zero to 25.81%. Positive reactions with titers > 1:50 were found in 21 sheep
(5.83%). Titers ranged from 1:50 to 1:400, and five animals (23.81%) had a titer of 1:50; five
(23.81%) at 1:100; six (28.57%) at 1:200 and five animals (23.81%) had a titer of 1:400.
There were no association between positivity to N. caninum in sheep and the other variables.
The results indicate that N. caninum is present in significant percentages in sheep in the city
of Lages, Santa Catarina State, Brazil.

Key-Words: Neospora caninum. Sheep. Prevalence. Risk factors.
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INTRODUCAO

O rebanho ovino no Brasil est4 distribuido principalmente na regiao Nordeste, seguido
das regides Sul e Sudeste. Além das condi¢des de manejo, incluindo aspectos reprodutivos e
de alimentagdo, a sanidade merece especial aten¢do na ovinocultura nacional. Neste aspecto,
doengas que tradicionalmente fazem parte do manejo sanitario sdo acrescidas de enfermidades
emergentes, entre as quais se destaca a neosporose, principalmente pelas alteracdes
reprodutivas que pode ocasionar.

A neosporose ¢ uma doenga causada pela espécie Neospora caninum, protozoario
intracelular obrigatorio, de distribuicdo mundial, que pode acometer uma série de espécies de
animais domésticos e silvestres. As principais alteragdes clinicas da neosporose estdao
relacionadas com disturbios neurologicos em caninos, caracterizados por encefalite,
poliradiculite, polimiosite, paralisia dos membros posteriores, além de dificuldade de
degluticdo, pneumonia, dermatite ¢ miocardite associada a morte stbita, ¢ em animais de
producdo, problemas reprodutivos. Os caes, coiotes e dingos sdo os hospedeiros definitivos. A
transmissdo da espécie N. caninum ocorre por dois mecanismos: horizontal geralmente por
ingestdo de oocistos e cistos com bradizoitos e, vertical por taquizoitos. Em animais de
produgdo, quando participam como hospedeiros intermedidrios, o protozodrio se mantém
principalmente através da transmissdo vertical, permanecendo no rebanho, causando perdas
reprodutivas e consequentemente econdmicas.

A influéncia da neosporose para a ovinocultura, comparada a toxoplasmose, ainda ¢
incerta, ja que relatos de problemas reprodutivos por infecgdes naturais sdo escassos € no
Brasil, as pesquisas com N. caninum estao em fase de levantamentos sorologicos, realizados
em algumas regides, com percentuais de positividade variando de 1,8% a 47,1%. A falta de
informagdes sobre a epidemiologia do agente tem limitado substancialmente a proposi¢do de
solugdes objetivas e praticas para prevenir a infecgdo. Dessa maneira, o estudo
epidemiologico da doenga ¢ fundamental para verificar-se a relagdo hospedeiro, agente e meio
ambiente, principalmente considerando a importancia da ovinocultura no cendrio catarinense
e, em especial, para o municipio de Lages.

Com os objetivos de determinar a prevaléncia da infecgdo por N. caninum em ovinos

no municipio de Lages, Santa Catarina, identificar possiveis fatores de risco para a infec¢ao
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em ovinos e correlacionar a prevaléncia de anticorpos contra N. caninum com os fatores de

risco avaliados, foi realizado o presente trabalho.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.  HISTORICO

Bjerkas, Mohn e Presthus (1984), na Noruega, constataram em filhotes de cdes de uma
mesma ninhada, da raga Boxer, sinais neurologicos, miosite ¢ evolugdo para paresia apos
alguns meses. Essa sintomatologia foi inicialmente associada a espécie Toxoplasma gondii,
pois foram encontrados cistos teciduais semelhantes a este protozoario no cérebro e no tecido
muscular, todavia, ndo foram detectados, através de teste sorologico, anticorpos contra o T.
gondii no soro dos animais.

Posteriormente, Dubey et al. (1988a) examinando cortes histologicos provenientes de
23 cdes com diagnoéstico de toxoplasmose, verificaram a presenga de T. gondii em 13,
enquanto que em 10 cdes foram observados parasitos que, na microscopia eletronica, eram
estruturalmente diferentes do T. gondii sendo estes pertencentes a um novo género e espécie
denominado N. caninum.

Através da imunohistoquimica (IHQ) especifica para N. caninum, Bjerkas e Dubey
(1991) confirmaram que os parasitos encontrados nos cdes da Noruega, em 1984, eram N.
caninum.

No Brasil, o primeiro relato em caes foi realizado por Cabral et al. (1999), em Minas
Gerais, com prevaléncia de 4,29% (7/163) de animais com anticorpos contra N. caninum.

No estudo do ciclo bioldgico, McAllister et al. (1998) confirmaram o cado (Canis
familiaris), Gondim et al. (2004a), o coiote (Canis latrans) e, King et al. (2010), o dingo
(Canis lupus dingo) como hospedeiros definitivos. Um grande niimero de espécies de animais
silvestres e domésticos pode atuar como hospedeiros intermedidrios. Com relagdo a estes, o
primeiro relato ocorreu em bovinos, quando foi constatada a presenga do parasito no sistema
nervoso central (SNC) de recém-nascidos com sintomas neurologicos (DUBEY, 1989). No
mesmo ano, Shivaprasad, Ely e Dubey (1989), identificaram N. caninum na placenta de
bovinos. No Brasil, o primeiro trabalho relacionado ao agente foi uma pesquisa de anticorpos
realizada em bovinos do Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, onde Brautigam, Hietala e Glass

(1996) registraram a ocorréncia de 8,0% e 15,0%, respectivamente. A primeira detec¢do do
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parasito no Pais foi realizada por meio de IHQ a partir de material de um feto bovino abortado
(GONDIM et al., 1999).

O primeiro relato de neosporose em ovinos naturalmente infectados foi realizado por
Dubey et al. (1990), no Reino Unido. Os autores descreveram a ocorréncia de neosporose
congénita fatal em um cordeiro que apresentava distirbios de locomogdo e dificuldade de se
manter em estacdo. O quadro clinico foi inicialmente diagnosticado como de toxoplasmose,
porém técnicas ultraestruturais e de [HQ permitiram o diagndstico conclusivo de infec¢ao por
N. caninum. A detec¢do do agente em fetos abordados de ovinos resultantes da infec¢do
natural foi descrita pela primeira vez por Héssig et al. (2003), onde o diagnéstico foi realizado
pelo método de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e cistos teciduais foram observados
através da IHQ. No Brasil, os primeiros resultados sobre a prevaléncia da neosporose ovina

foi relatada no Parané por Romanelli (2002), com 9,5% de positividade (29/305).

1.2.  AGENTE ETIOLOGICO

N. caninum ¢é um protozoario, pertencente ao Filo Apicomplexa, Familia
Sarcocystidae, que compreende aproximadamente 200 espécies de coccidios heteroxenos que
formam cistos em hospedeiros intermediarios. Baseado em caracteristicas fenotipicas a
familia ¢ dividida em duas subfamilias, a Sarcocystinae que engloba os géneros: Sarcocystis e
Frenkelia, e a Toxoplasmatinae com os géneros: Toxoplasma, Hammondia, Neospora e
Besnoitia (MUGRIDGE et al., 1999).

O parasito pode estar presente na forma de taquizoitos e cistos teciduais contendo
bradizoitos, formas semelhantes aos do T. gondii (SPEER et al., 1999), entretanto, diferem em
ultraestrutura, imunogenicidade e patogenicidade (DUBEY, 1999). Outros coccidios como
Sarcocystis cruzi, Hammondia hammondi, H. pardalis ¢ H. heydorni tém também filogenia
semelhante com o N. caninum (DUBEY et al.,, 1988a). O parasito apresenta numerosas
roptrias (GUIMARAES JUNIOR; ROMANELLI, 2006) e se multiplica por endodiogenia, ou
seja, um processo de brotamento interno em que duas células-filhas sdo formadas dentro da
cé¢lula-mae, sendo entdo liberadas apos ruptura (COSTA et al., 2007).

Os taquizoitos sdo ovoides, lunares ou globulares e medem 3-7 x 1-5um. Localizam-se
dentro de um vacuolo parasitéforo no citoplasma da célula hospedeira e cada taquizoito pode
conter de 6-16 roptrias (DUBEY et al., 2002). Possuem muitas organelas, mas microporos sao

dificeis de detectar (SPEER et al., 1999). Ap6s o contato com a célula hospedeira, os
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taquizoitos penetram ativamente na mesma (HEMPHILL; GOTTSTEIN; KAUFMANN,
1996) e podem ser encontrados em diferentes células do corpo.

Os cistos teciduais, encontrados principalmente nas células do sistema nervoso central,
sdo de forma oval ou arredondada com até 107um de comprimento, apresentando parede lisa,
medindo até 4um de espessura (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Dentro dos
cistos estdo presentes os bradizoitos, entre 20 ¢ 100, com tamanho aproximado de 8§ x 2um.
Possuem um menor nimero de roptrias quando comparados com os taquizoitos (SPEER et al.,
1999).

Os oocistos tém formato arredondado ou ovalado e quando nao esporulados medem
entre 10,6-12,4um x 10,6-12,0um. Apos a esporulagdo, os oocistos contém dois esporocistos,
de formato eliptico com 7,4-9.4um x 5,6-6,4um, cada um com quatro esporozoitos, que
apresentam formato alongado medindo de 5,8-7,0um x 1,8-2,2pm (LINDSAY; UPTON;
DUBEY, 1999).

1.3.  CICLO BIOLOGICO

O ciclo de vida envolve hospedeiros definitivos e intermediarios, caracterizando-se,
portanto, em um ciclo heteroxeno, no qual a fase assexuada ocorre no hospedeiro
intermediario e a sexuada ocorre no hospedeiro definitivo (DUBEY, 1999), Figura 1.

McAllister et al. (1998) confirmaram o cdo, Gondim et al. (2004a) o coiote e, King et
al. (2010) o dingo como hospedeiros definitivos. Entre os hospedeiros intermediarios
naturalmente infectados foram observados bovinos, ovinos, caprinos, equinos € varios outros
animais endotérmicos, sendo eles domésticos ou selvagens, além dos seres humanos
(GONDIM, et al. 2004b; LOBATO, 2006). Caninos podem atuar como hospedeiros
intermediarios. (DUBEY, 1999). Infec¢des experimentais foram induzidas em camundongos,
ratos, cdes, raposas, caprinos, gatos, coiotes, suinos, gerbils, coelhos, ovinos e bovinos
(DUBEY; LINDSAY, 1996).

O ciclo evolutivo do N. caninum, em geral, ¢ muito semelhante ao do T. gondii. Desta
forma, apresenta trés estagios infecciosos: os taquizoitos, formas de proliferacdo rapida; os
cistos teciduais, os quais se encontram repletos de bradizoitos, e os oocistos. Os taquizoitos e
os bradizoitos sdo estagios intracelulares encontrados no hospedeiro intermediario, enquanto
que os esporozoitos se desenvolvem dentro dos oocistos no processo de esporulagdo

(DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).
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Figura 1. Ciclo biologico da espécie Neospora caninum.
Fonte: Dubey (2005).

Os oocistos podem ser eliminados nas fezes de caes por trés semanas (AL-MAJALI et
al., 2008) e, de acordo com Lindsay, Dubey ¢ Duncan (1999), a maioria deles (95%) esporula
entre 48-72 horas e alguns em 24 horas em condig¢des de laboratorio, temperatura de 37°C. De
acordo com Dubey et al. (2002), a quantidade de oocistos liberados pelos caes ¢ considerada
pequena quando se compara com a liberagdo de oocisto de T. gondii pelos gatos, todavia,
Gondim, McAllister e Gao (2005) constataram através de infec¢do experimental, feita em
caes, que a idade e o tipo de tecido utilizado na infec¢ao podem influenciar na produgdo
destes oocistos e que filhotes eliminam uma quantidade maior do que caes adultos.
Verificaram ainda que caes re-inoculados apos oito meses ndo eliminaram oocistos, sugerindo
a existéncia de uma possivel imunidade. McAllister (1999) relatou que a concentragdo de
oocistos nas fezes pode ser afetada pelo numero de cistos ingeridos e pelo tipo e quantidade
do alimento fornecido.

O hospedeiro intermedidrio ingere o oocisto esporulado, ocorre a liberagdao dos
esporozoitos na luz intestinal e penetragdo dos mesmos nas células da parede, onde passam a

ser denominados de taquizoitos, que se dividem rapidamente, provocando a lise e
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imediatamente infectando novas células (McALLISTER et al., 1998). Posteriormente, devido
a resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos contidas em
cistos teciduais (INNES et al., 2002). Sob certas circunstancias, como imunodeficiéncia e
prenhez, os bradizoitos podem converter-se em taquizoitos, que se proliferam assexuadamente
(ALMEIDA, 2004).

Quando o cisto com bradizoitos for ingerido, por um hospedeiro definitivo, neste,
ocorre a digestdo da parede do cisto no estobmago, liberando os bradizoitos. Estes penetram
nas células da parede intestinal onde ocorre a diferenciacdo sexual do parasito, com formacao
de oocistos que sdo excretados nas fezes (LINDSAY; DUBEY; McALLISTER, 1999).

A transmissdo do N. caninum ocorre por dois mecanismos: horizontal e vertical. A
transmissdo horizontal ¢ quando os hospedeiros susceptiveis ingerem através da agua e
alimentos contaminados oocistos esporulados ou ingestdo de tecidos com cistos contendo
bradizoitos. A transmissdo vertical ou infeccdo congénita ou infec¢do via placentaria ocorre
quando a mae transmite a doenca para seus descendentes, geragdo apos geracdo (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). E dividida em dois tipos, a exdgena, quando a fémea
se infecta durante a prenhez e a enddgena, quando a fémea ja estava infectada antes da
prenhez (recrudescimento) (TREES; WILLIAMS, 2005). A transmissdo transplacentdria
endogena pode ainda ser dividida em fémeas infectadas apds o nascimento, mas antes da
gestagdo atual ou fémeas congenitamente infectadas (McALLISTER, 2005). Essa via de
transmissdo favorece a perpetuacdo da infeccdo na propriedade/rebanho mesmo sem a
presenga do hospedeiro definitivo, pois o agente pode ser transmitido do animal infectado a
sua cria e esta, caso seja fémea, pode passa-lo a proxima geragdo (ANDERSON;
ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000).

E possivel que a gama de hospedeiros naturais de N. caninum possa ser muito maior
do que a atualmente conhecida (McALLISTER, 2005). Com o aumento significativo do
espectro de hospedeiros, héa dificuldades no controle da transmissdao do parasito para animais
domésticos como bovinos e cdes, uma vez que algumas espécies de animais silvestres

coabitam com animais domésticos (GONDIM et al., 2004Db).

1.4. NEOSPOROSE EM HUMANOS

Existem relatos da ocorréncia de anticorpos contra o agente em humanos (LOBATO et

al., 2006; MAGALHAES et al., 2002) o que ndo confirma seu carater zoondtico, mas permite
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afirmar que os individuos examinados entraram em contato com tal parasito (TRANAS et
al.,1999). Por outro lado, o sucesso da transmissdo experimental do agente em primatas nao
humanos, indica a possibilidade de infec¢do humana (BARR et al., 1994).

Tranas et al. (1999), examinando amostras de sangue de doadores humanos,
detectaram anticorpos contra N. caninum em 6,7% (69/1029). Benetti et al. (2009),
encontraram uma frequéncia de 10,5%, de trabalhadores do sexo masculino, provenientes de
cinco propriedades, onde os bovinos apresentaram positividade variando de 23,5% a 81,2%.
Por outro lado, McCann et al. (2008) ndo observaram positividade para N. caninum em
trabalhadores rurais, embora tenham sido encontrados bovinos positivos nas mesmas
propriedades.

Petersen et al. (1999) pesquisaram anticorpos contra N. caninum em um grupo de
mulheres dinamarquesas com abortamentos repetidos, de causa desconhecida, e ndo
encontraram resultado positivo. Magalhaes et al. (2002) encontraram positividade de 5% em
mulheres que apresentavam uma historia frequente de perda fetal, 3,8% em individuos
normais € 15% em pacientes infectados com virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Lobato et al. (2006) detectaram anticorpos IgG contra N. caninum em 38% de pacientes
infectados pelo HIV e em 18% de pacientes com desordens neurologicas, sendo esse estudo
importante por sugerir a possibilidade da neosporose constituir parasitose oportunista em

pacientes imunocomprometidos.

L.5. NEOSPOROSE EM OVINOS

1.5.1. Epidemiologia e Prevaléncia

A distribui¢do do parasito ¢ mundial, sendo que a infec¢ao ja foi relatada nos cinco
continentes (DUBEY, 1999). A neosporose em ovinos ndo apresenta a mesma relevancia que
em bovinos e a doenga clinica raramente ¢ relatada em condi¢des naturais, apesar de infecgdes
experimentais facilmente induzirem a falhas reprodutivas (UENO, 2005). No entanto, em
propriedades em que sdo criados juntamente com bovinos, os ovinos podem eventualmente
participar da epidemiologia da infeccdo (VOGEL; ARENHART; BAUERMANN, 2006).

Pelos dados da Tabela 1, é possivel perceber que os indices de positividade, em

ovinos, sdo variaveis em diversas regides do mundo.
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Tabela 1. Percentual de ovinos com anticorpos contra Neospora caninum em diversos paises de acordo com o
autor, ano da publicagdo e técnica utilizada.

Pais Autor/Ano Técnica Percentual
Suica Hassig et al. (2003) RIFI (1:160) 10,3%
Italia Gaffuri et al. (2006) ELISA 2%
China Hui (2008) ELISA 8,25%
Jordania Al-Majali et al. (2008) ELISA 4,3%
Nova Zelandia Reichel, Ross e McAllister (2008) ELISA 0,625%
Republica Theca Bartova; Sedlak e Literak (2009) ELISA 12%
Austrélia Bishop et al. (2010) ELISA 2,2%
Espanha Panadero et al. (2010) ELISA 10,1%
Jordania Abo-Shehada e Abu-Halaweh (2010) ELISA 63%

ELISA = ensaio imunoenzimatico.
RIFI = reagdo de imunofluorescéncia indireta.

Em rebanhos com histérico de abortos, Helmick et al. (2002), no Reino Unido,
relataram anticorpos contra N. caninum em 4,24% (28/660) dos animais, através do ELISA e
0,45% (3/660) através da RIFI (1>50) e Spilovska et al. (2009), na Eslovaquia, encontraram
3,7% (14/382).

Além desses indices, diversos autores descreveram a associacdo de N. caninum com
problemas reprodutivos. Jolley et al. (1999), nos Estados Unidos, descreveram a ocorréncia de
abortos repetitivos em ovelhas em fungdo da infecg¢do por N. caninum. Kobayashi et al.
(2001), no Japao, observaram a ocorréncia de cistos teciduais em cérebros de dois fetos
gémeos de ovinos, assim como na mae destes, e confirmaram transmissao vertical do agente.
Hassig et al. (2003), na Sui¢a, detectaram N. caninum em quatro cérebros de 20 fetos ovinos
abortados. Na Italia, Masala et al. (2007) relataram o envolvimento de N. caninum em 2%
(6/292) dos abortos ovinos. Howe et al. (2008), também na Nova Zelandia, descreveram que a
positividade (RIFI >1:100) foi diagnosticada em 26% (10/38), 67% (4/6) e 100% (3/3) dos
animais que abortaram em trés propriedades. Estes autores também detectaram o DNA do
parasito por PCR no cérebro fetal e no sangue materno nos diversos casos de aborto em todas
as propriedades e em duas, também na placenta. Em contra partida, Otter et al. (1997), na
Inglaterra e Pais de Gales, analisaram anticorpos contra N. caninum pela RIFI em 129
amostras de fluido pleural de 141 cordeiros abortados, ndo examinados histologicamente, e
todas foram negativas.

No Brasil, a neosporose esta distribuida em varios estados, sendo relatada a ocorréncia
do parasito ou anticorpos séricos contra o N. caninum nos bovinos, caprinos, ovinos, caninos.
Em ovinos t€m sido relatadas prevaléncias de 1,8% (SOARES et al. 2009) a 47,1% (ROSSI et
al. 2008), Tabela 2.
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Tabela 2. Percentual de ovinos com anticorpos contra Neospora caninum em diferentes regides do Brasil de
acordo com o autor, ano da publicagdo e a técnica utilizada.

Estado Autor/Ano Técnica Percentual
Mato Grosso do Sul (Ribas do Rio Gongalves et al. (2004) ELISA 12%
Pardo)
Sao Paulo (Bauru, Botucatu, Figliuolo et al. (2004) RIFI (1:50) 9,2%
Pratanea, Sdo Manoel)
Bahia Otero et al. (2005) RIFI (1:50) 7,4%
Rondonia (Monte Negro) Aguiar et al. (2005) RIFTI (1:50) 29%
Distrito Federal Ueno (2005) RIFI (1:50) 8,75%
Rio Grande do Sul (Itaqui, Jdia, Vogel, Arenhart, ELISA 3,2%
Santana do Livramento, Bauermann (2006)
Uruguaiana)
Parana (Guarapuava) Romanelli et al. (2007) RIFI (1:50) 9,51%
Parana Almeida et al. (2007) RIFI (1:50) 5,66%
Rondoénia Almeida et al. (2007) RIFT (1:50) 3,84%
Sao Paulo Almeida et al. (2007) RIFI (1:50) 3,25%
Minas Gerais (Uberlandia) Rossi et al. (2008) ELISA 36,7%
RIFT (1:50) 47,1%
Mato Grosso do Sul (Campo Oshiro et al. (2008) RIFI (1:50) 30,1%
Grande)
Rio Grande do Sul (Regiao Sul) Pappen et al. (2008) RIFI (1:50) 2,9%
Rio Grande do Norte (Mossoro) Soares et al. (2009) RIFT (1:50) 1,8%.
Mato Grosso do Sul (Campo Andreotti et al. (2009) ELISA 32%
Grande) RIFI (1:50) 30,8%
Parana (Colorado, Prado Ferreira, Munhoz (2009) RIFI (1:50) 13,91%
Bela Vista do Paraiso, Cambé,
Londrina, Tamarana)
Pernambuco (Gravatd) Souza Neto et al. (2009)  RIFI (1:50) 10,1%

Rizzo et al. (2009) avaliaram a ocorréncia de neosporose em ovinos com historico de
aborto e infertilidade em propriedades rurais, no estado de Sdo Paulo, e observaram 19,5%
(30/154) de soros reagentes.

Considerando as caracteristicas do N. caninum, particularmente no que se refere ao
risco de exposi¢ao dos hospedeiros suscetiveis, favorecido pela diversidade dos mecanismos
de disseminagdo envolvidos, ¢ fundamental relacionar a positividade com alguns fatores de
risco capazes de favorecer a disseminacdo do agente. Neste sentido, Lindsay, Ritter e Brake
(2001) referem-se que os cdes sdo essenciais na transmissdo inicial do parasito para os
bovinos ¢ Wouda et al. (1999) citaram que a criacdo de espécies diferentes com o mesmo
manejo € no mesmo ambiente, pode aumentar o risco de exposicdo aos hospedeiros,
principalmente quando as espécies envolvidas sdo fundamentais ao ciclo biolodgico do N.

caninum.
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Munho6z (2009) observou diferenca significativa na associa¢do entre o resultado da
sorologia dos ovinos para N. caninum e as variaveis, abate de animais na propriedade e caes
com acesso as visceras. Entretanto, Romanelli et al. (2007) nao observaram associa¢ao entre
sexo, idade e ovinos de raca com a neosporose e Figliuolo et al. (2004) ndo encontraram
associacdo entre cdes domésticos ou caes selvagens com presenca de anticorpos contra N.
caninum em ovinos. West et al. (2006), na Nova Zelandia, verificaram correlagdo positiva
entre aborto e sorologia positiva para N. caninum em ovinos, em contra partida, Soares et al.
(2009), no Brasil, ndo verificaram relagdo entre prevaléncia para neosporose € problemas

reprodutivos.

1.5.2. Sinais Clinicos e Lesoes

N. caninum ¢ um parasito intracelular, podendo causar morte da célula devido a
multiplicagdo de taquizoitos. As lesdes sdo resultantes da reacao inflamatoria contra o parasito
(DUBEY, 1992).

McAllister et al. (1996), em ovelhas que foram inoculadas experimentalmente com N.
caninum aos 65, 90 e 120 dias de gestacdo, observaram abortos, cordeiros nascidos fracos,
natimortos e clinicamente normais. Todos os recém nascidos, vivos e mortos, apresentaram
meningite e mineralizagdo distrofica em tecido cerebral, miosite multifocal e edema no
diafragma e lingua, epicardite, endocardite, miocardite multifocal e pneumonia intersticial
moderada. Os autores afirmaram que as caracteristicas clinicas e patologicas sdao semelhantes
aquelas da toxoplasmose em ovinos e as da neosporose bovina.

Em ovelhas inoculadas experimentalmente, Buxton et al. (1998) constataram a invasao
da placenta pelo parasito com aparente predilecdo pelo epitélio coridnico fetal e pelos vasos
sanguineos placentais fetais, bem como induziu trombose em alguns vasos sanguineos da
caruncula materna. O agente estava associado com vasculite fetal, degeneracdo e inflamagao
corioalantoide focal e espalhados em varios focos necroticos no placentoma. Lesdes
caracteristicas foram observadas no cérebro dos fetos além da leucomalacia focal, devido a
anoxia resultante das lesdes placentarias.

Dubey e Lindsay (1990) infectaram ovelhas com taquizoitos e observaram aborto,
encefalite com multiplos focos de gliose, hemorragia, necrose, infiltrado perivascular de
cé¢lulas mononucleares e presenga de taquizoitos nas areas de lesdo, assim como miosite em

fetos abortados de ovelhas inoculadas com N. caninum. Taquizoitos do protozoario, em
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pequena quantidade, foram detectados por meio da coloracdo de hematoxilina-eosina ¢ IHQ,
no SNC dos fetos abortados.

Socarras (2001) concluiu que ovinos infectados experimentalmente, antes e durante a
gestacdo, por N. caninum apresentaram alteragdes histopatoldgicas no feto, principalmente no
SNC, além de reabsor¢des embrionarias, nascimento de cordeiros mortos ¢ nascimento de
cordeiros aparentemente normais, embora congenitamente infectados. As principais lesdes
produzidas pelo parasito foram processos inflamatorios ndo supurativos no cérebro, medula,
figado, musculos esquelético e cardiaco. As formas cisticas teciduais do parasito somente
foram encontradas no sistema nervoso central. Ovelhas inoculadas apos o parto nao
transmitiram a infec¢ao para crias lactentes.

Koyama et al. (2001) realizaram isolamento de N. caninum do cérebro de uma ovelha
prenhe e Kobayashi et al. (2001) relataram a presenca de cistos teciduais no cérebro de uma
ovelha prenhe assintomatica e no cérebro de seus dois fetos. Em ambos, a confirmagdo foi
realizada por IHQ e pela PCR.

No Brasil, Pena et al. (2007) constataram positividade para N. caninum, ao examinar
cérebro, cerebelo e medula espinhal de uma ovelha, pela PCR seguida de sequenciamento.
Por meio de bioensaio, isolaram o agente de um cdo que ingeriu parte do cérebro dessa
ovelha. Os oocistos eliminados pelo cao foram entdo inoculados em roedores, dos quais se
confirmou a infec¢@o por N. caninum por PCR e pela recuperagio de cistos.

Bishop et al. (2010) relataram o primeiro caso de neosporose cerebral ovina em um
animal adulto com sinais clinicos de ataxia e opistotono. Descreveram ainda,
meningoencefalite ndo-supurativa, edema e necrose acompanhada de moderada a grave
vasculite multifocal e gliose no mesencéfalo, microabscessos hepaticos, congestdo pulmonar e
endocardite multifocal ndo-supurativa.

Buxton et al. (2001) avaliaram a resposta imune e verificaram que a inoculacdo do
agente, em ovelhas antes da cobertura, ndo provocou mortalidade dos cordeiros, enquanto a
inoculacdo primaria durante a gestacdo resultou no obito de todos os fetos. McAllister et al.
(1996) mostraram que infecgdes experimentais no inicio de gestagdo, resultaram em
abortamento em todos os casos, enquanto que infeccdes em gestagdes avangadas resultaram
em animais clinicamente normais. Estes estudos sugeriram que o periodo de gestacao, no qual
ocorreu a infec¢do, ¢ importante no desenvolvimento ou ndo do quadro clinico.

Tanto o hospedeiro definitivo quanto o intermedidrio podem ser portadores
assintomaticos das formas latentes do parasito, podendo ser reativadas ou exacerbadas por

imunossupressao natural ou iatrogénica (GIRALDI; BRACARENSE; VIDOTTO, 2001). Em
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bovinos, ndo se sabe se os surtos de abortamentos por neosporose, ocorrem pela exposi¢ao
recente aos oocistos ou por uma recrudescéncia de uma infeccdo latente provocada por

imunossupressdao (BARTELS; WOUDA; SCHUKKEN, 1999).

1.5.3. Diagnostico

O diagnostico preciso do N. caninum requer a combinag@o de historico do rebanho,
sinais clinicos e dados de laboratério (MUNHOZ, 2009). Ovinos adultos com historico de
aborto ou natimortos enunciam possivel infecgdo pelo agente. Entretanto, casos
assintomaticos em ovinos e os sinais inespecificos da neosporose dificultam o diagnodstico
clinico da doenca, tornando o diagndstico laboratorial imprescindivel.

Dubey (2005) afirmou que a analise histologica do cérebro, coracdo, figado, placenta,
fluidos corporais e sangue do feto ¢ necessaria para o diagnostico definitivo da neosporose. O
mesmo autor descreveu que para evitar a autdlise, o material deve ser fixado em formalina
neutra a 10% e corado com hematoxilina e eosina para exame histologico.

O teste de imunohistoquimica ¢ realizado com tecidos fetais, de preferéncia cérebro e
medula, para identificagdo do parasito e das lesdes (LOPES, 1999), no entanto, quando o
nimero de parasitos no tecido ¢ baixo pode ser ineficiente e dar lugar a falsos negativos
(SOCARRAS, 2001).

Baszler et al. (1999) constataram que a PCR usada para detectar DNA de N. caninum
em tecidos de animais infectados tem uma alta sensibilidade quando comparado com técnicas
imunohistoquimicas.

Andrianarivo et al. (2005) afirmaram que a producdo de anticorpos pelo hospedeiro,
proporciona a deteccdo de animais positivos através de testes sorologicos. Um teste
soroldgico positivo indica a exposi¢do, mas ndo necessariamente a infeccio (ANDREOTTI,
2001). Reichel, Ross e McAllister (2008) concluiram que exames soroldgicos sdo bastante
eficientes para o diagndstico de abortos causados por N. caninum em ovinos.

Romero e Frankena (2004) destacaram a importancia da utilizagdo da THQ, dos testes
soroldgicos e de testes moleculares para um diagnostico especifico, sensivel e rapido em
animais com neosporose.

A presenca de anticorpos especificos ¢ util como auxilio no diagnostico e em estudos
epidemioldgicos (HOFFMANN, 2007). Embora existam diversos testes sorologicos para

detectar a presenca de anticorpos séricos especificos para N. caninum, as técnicas mais
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utilizadas sdo: Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e teste Ensaio Imunoenzimético
(ELISA) (ANDREOTTI et al., 2002), por serem relativamente mais baratos (ROMERO;
FRANKENA, 2004).

A RIFI foi o primeiro teste sorologico usado para a demonstragdo de anticorpos contra
N. caninum (DUBEY et al., 1988b) ¢ vem sendo amplamente utilizada para diagnostico, em
estudos epidemiologicos da infecgdo, constituindo-se em referéncia para a comparagao com
outros testes, por apresentar uma boa sensibilidade e especificidade (BJORKMAN; UGGLA,
1999), sendo uma alternativa plausivel para a concretizagdo do diagnodstico definitivo
(ANDREOTTI et al., 2002). E baseada no principio de fixagdo de taquizoitos integros em
laminas, as quais sao incubadas com o soro teste diluido e, em uma segunda etapa, com
anticorpos marcados com fluoresceina direcionados contra imunoglobulinas da espécie animal
sob investigacdo. A reagdo ¢ avaliada em microscopio de fluorescéncia e, para um resultado
positivo, é necessario uma brilhante e completa fluorescéncia periférica do parasito (PARE;

HIETALA; THURMOND, 1995; UGGLA; HILALI; LOVGREN, 1987).

1.5.4. Controle ¢ Prevengao

As medidas de preven¢do e controle da neosporose muitas vezes podem tornar-se
inviaveis economicamente ou pouco praticas (MUNHOZ, 2009), pois ainda ndo ha tratamento
efetivo. Nos ultimos anos, outros desafios para o controle da neosporose tornaram-se
conhecidos, como a descoberta de novos hospedeiros de N. caninum (GONDIM, 2006), a
possibilidade de outras vias de transmissdo do parasito, como através do sémen (ORTEGA-
MORA et al., 2003) e dificuldades no diagnostico preciso da infec¢do (GONDIM, 2008).
Além disso, apesar dos avangos imunobioquimicos no estudo de N. caninum, ainda nao foi
elaborada uma vacina eficiente para a prevencao da doengca (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007). Ha indicios de que as vacinas com taquizoitos inativadas confiram algum
efeito na prevengdo da transmissdo vertical (INNES et al., 2002; JENKINS; TUO; DUBEY,
2004; O’HANDLEY et al., 2003), mas ainda ndo se conhece sobre as vantagens economicas
de utilizd-las e estudos com drogas antiprotozoarias permitiram verificar o efeito na
diminui¢do da disseminacdo do parasito no animal, mas ndo evitando efetivamente o aborto, o
que se torna antiecondémico (MUNHOZ, 2009).

Portanto, a ado¢do de medidas de controle ¢ de grande importancia, podendo ser

citadas conforme Dubey (2003), reducao da exposicao de caes a tecidos infectados como
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placenta e fetos abortados; reducdo do numero de caes coabitando com o rebanho; uso de
maternidades individuais; no caso de transferéncia de embrides, uso somente de receptoras
soronegativas; compra de animais com pelo menos dois resultados negativos para N. caninum.
Para Moen, Wouda e Mul (1998), deve-se enviar a um laboratdrio o feto abortado e a placenta
para diagnosticar a causa do aborto; e para French et al. (1999), em rebanhos que tenham uma
taxa alta de transmissdo vertical € uma baixa taxa de transmissdo horizontal, deve-se fazer
uma selecdo, destes animais infectados e eliminacdo dos mesmos. A melhor maneira para
iniciar um programa de controle e prevencdo da doenga ¢ realizar uma avaliagdo geral da

propriedade através de uma analise soroepidemiolégica e historico reprodutivo.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. CARACTERIZACAO DO MUNICIPIO

O municipio de Lages, com area de 2.504,70km’, esté situado no Planalto Serrano do
estado de Santa Catarina, com altitude de 961m, latitude de 27° 48’S e longitude de 50° 20°O.
O clima ¢ subtropical com temperatura média de 14,3°C, sendo a méaxima de 35°C e a minima
de -7,4°C, com umidade relativa média de 79,3%, com meses de maior calor dezembro,
janeiro, fevereiro e margo (PML, 2007).

O Estado de Santa Catarina abriga 241.089 ovinos, sendo as mesorregides Oeste ¢
Serrana responsaveis por 34,9% e 28,8% do efetivo catarinense de ovinos, respectivamente. O

municipio de Lages, por sua vez, possui um rebanho ovino de 10.562 animais (IBGE, 2007).

2.2. DELIMITACAO DA AMOSTRA

Para a coleta dos dados foi tomada uma amostra de conveniéncia, constituida de 360
animais provenientes de 13 propriedades, considerando-se uma prevaléncia esperada de 12%,

erro de 3,5% e nivel de confianca de 95% (EPI-INFO 6.04, 1996).

2.3. COLETA DAS AMOSTRAS

No periodo de julho de 2009 a dezembro de 2009, foram coletadas, por venocentese
jugular externa, amostras de sangue de ovinos utilizando-se agulhas descartaveis 40x12 e
tubos de ensaio devidamente identificados. O material foi armazenado em caixa de isopor
com gelo reciclavel at¢ o encaminhamento ao Laboratorio de Parasitologia e Doengas
Parasitarias do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa

Catarina.
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24. DADOS OBTIDOS JUNTO AOS ENTREVISTADOS

Informacdes acerca de aspectos epidemiologicos foram obtidas por meio da aplicacao
de uma entrevista estruturada aos proprietarios. Foram considerados critérios de inclusao do
proprietario na pesquisa: 1) a concordancia do entrevistado em participar da investigagao e,
portanto, a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo I); 2)
responder ao questionario (Anexo II), contendo perguntas relativas a idade, ao sexo, a raga, a
dieta, fonte de agua, sistema de criagdo, categoria, contato com outras espécies animais, além

da existéncia/frequéncia ou nao de transtornos reprodutivos nos ultimos 12 meses.

2.5. PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

No Laboratorio de Parasitologia e Doencgas Parasitarias da Universidade do Estado de
Santa Catarina, os soros foram obtidos por meio de centrifugacao a 385g durante 10 minutos,
armazenados (-20°C) em microtubos identificados até a realizacdo dos exames.

A pesquisa de anticorpos IgG contra N. caninum, foi realizada por meio da Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), de acordo com Conrad et al. (1993) e Par¢, Hietala e
Thurmond (1995).

Na realiza¢do da RIFI para neosporose, foram utilizados como antigeno taquizoitos da
cepa NC1 de N. caninum (DUBEY et al., 1988a) inativados por formol e fixados em laminas
de microscopia, previamente preparadas para tal.

Os soros foram diluidos (1:50) (JOLLEY et al.,, 1999) em PBS (pH 7,2). Doze
microlitros de cada diluicdo foram adicionados nos pogos das laminas contendo o antigeno.
As laminas, assim preparadas, foram acondicionadas em cdmara umida e incubadas a 37°C
por 40 minutos. Em seguida, foram lavadas trés vezes, em tampao PBS, 10 minutos cada vez,
e colocadas para secarem. Posteriormente, foi adicionado o conjugado, gamaglobulina anti-
IgG total de ovino marcado com isotiocianato de fluoresceina, e as laminas foram novamente
incubadas em camara timida (37°C por 40 minutos) em estufa, lavadas trés vezes com tampéo
PBS. Apos a secagem definitiva das laminas, glicerina tamponada foi adicionada as mesmas,
que foram entdo recobertas com laminulas e examinadas ao microscopio de fluorescéncia
(objetiva de 40X). Em todas as laminas foram incluidos soros padrdes positivo e negativo,

objetivando a comparagao.
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Considerou-se como reacao positiva, a dilui¢do inicial 1:50, a visualizagdo de um
verde fluorescente intenso e total na superficie dos taquizoitos. As amostras positivas foram
tituladas com dilui¢des multiplas de dois até a diluicio méxima reativa. Para reacdo negativa

foi considerada a auséncia de fluorescéncia.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados e analisados estatisticamente pelos testes exato de Fisher (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009) e qui-quadrado (p<0,05) para correlacionar os

resultados com os fatores de risco analisados.

2.7.  COMITE DE ETICA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UDESC -
CETEA em 18 de fevereiro de 2010 (Protocolo n°. 1.01.129/09) e o questionario foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Universidade do Estado
de Santa Catarina - UDESC em 17 de dezembro de 2009 (n°. de Referéncia 244/2009). Todos
os entrevistados assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”, conforme

exigido pelo referido Comité de Etica.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram constatados animais com reagdo positiva para N. caninum em seis propriedades
rurais, 46,15% (6/13). Entre as propriedades com animais positivos, a prevaléncia variou de
2,5 a25,81% (Tabela 3). Em duas propriedades (2 e 9) houve um maior percentual em relagao

as demais, todavia, ndo foi possivel relacionar fatores influenciando esses dados.

Tabela 3. Namero e percentual de ovinos positivos para Neospora caninum, pela reagdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI >1:50), oriundos de propriedades rurais no municipio de Lages, SC, no ano de 2009.

Propriedades Amostras Negativos Positivos % Positivos

1 26 26 0 0
2 23 18 5 21,74
3 9 9 0 0
4 34 34 0 0
5 24 24 0 0
6 23 23 0 0
7 29 29 0 0
8 21 21 0 0
9 31 23 8 25,81
10 30 29 1 3,33
11 40 39 1 2,5
12 21 19 2 9,52
13 49 45 4 8,16

Total 360 339 21 5,83

Esses dados sdo inferiores aos encontrados por Romanelli et al. (2007), no Parana,
onde 88,9% (8/9) das fazendas estudadas possuiam animais positivos, com prevaléncia entre
as positivas variando de 4,7% a 17%; Ueno (2005), no Distrito Federal, que diagnosticou
87,5% (28/32) de positividade nas propriedades e a prevaléncia variando de 2,8% a 27,78% ¢
Munhéz (2009), no Parand, descreveu que 81,82% (9/11) das propriedades possuiam ao
menos um animal sororreagente com variacao de 1,7 a 32,3%. Para esses autores, a espécie N.
caninum estda largamente distribuida no rebanho ovino das regides avaliadas. Em
contrapartida, valores menores dos constatados no presente trabalho foram relatados por
Soares et al. (2009), no Rio Grande do Norte, onde 17,1% (6/35) das fazendas apresentaram

animais positivos para N. caninum (RIFI >1:50), com valores de prevaléncia entre as positivas
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variando de 3,7% a 11,1%, evidenciando para os autores, que a infec¢do por esse agente nao ¢
comum em ovinos daquele municipio.

Das 360 amostras de sangue ovino, processadas e analisadas pela RIFI, 21 (5,83%)
foram positivas. Resultados semelhantes quanto a positividade para N. caninum em ovinos,
diagnosticados através da RIFI >1:50, foram encontrados por Otero et al. (2005), na Bahia,
com 7,4% (21/282); Ueno (2005), no Distrito Federal, com 8,75% (90/1028); Figliuolo et al.
(2004), em Sao Paulo, com 9,2% (55/597) e por Romanelli et al. (2007), no Parand, que
descreveram uma prevaléncia de 9,5% (29/305). Menores prevaléncias foram constatadas por
Soares et al. (2009), 1,8% (7/409), em ovinos, indicando o baixo impacto do parasito em
Mossoro, Rio Grande do Norte e por Pappen et al. (2008) em ovinos de propriedades no Rio
Grande do Sul, 2,9%. Os trabalhos de Aguiar et al. (2005) em Rondonia, Andreotti et al.
(2009) no Mato Grosso do Sul, Munho6z (2009) no Parana e Rossi et al. (2008) em Minas
Gerais revelaram positividade de 29% (41/141), 30,8% (136/441), 13,91% (53/381) ¢ 47,1%
(73/155), respectivamente. Rossi et al. (2008) concluiram que o alto percentual pode estar
relacionado com manejo deficiente, fonte de dgua inadequada e a presenga de cdes nas
propriedades. Vogel, Arenhart, Bauermann (2006) relataram que altas prevaléncias
observadas em alguns trabalhos s3o justificadas pela utilizagdo de amostras de rebanhos-
problema, o que ndo ¢ o caso das comparagdes realizadas acima e dos dados obtidos no
presente estudo. Condigdes como niimero de cdes, tamanho da propriedade, pastejo em areas
comuns a outras espécies animais (AL-MAJALI et al., 2008) e condi¢des climaticas, origem
dos animais adquiridos, presenca de caes e supervisao veterinaria (ABO-SHEHADA E ABU-
HALAWEH, 2010) podem, em parte, explicar as diferencas de prevaléncias constatadas nas
diversas regides estudadas. Com relagdo ao clima, Wouda et al. (1999), na Holanda,
observaram abortos epidémicos em bovinos leiteiros, mais comumente no verdo, que ¢ quente
e umido ¢ Abo-Shehada e Abu-Halaweh (2010), na Jordania, consideraram que o clima frio
interferiu reduzindo a positividade para Neospora spp. de uma propriedade, uma vez que
efeitos adversos na esporulacdo dos oocistos podem ocorrer em temperaturas mais baixas
diminuindo assim a taxa de infeccdo horizontal dos ovinos. Embora baixos percentuais
tenham sido encontrados também em regides mais quentes, deve-se considerar que o
municipio de Lages apresenta clima subtropical com temperatura média de 14,3°C, sendo a
maxima de 35°C e a minima de -7,4°C, com meses de maior calor dezembro, janeiro,

fevereiro ¢ margo (PML, 2007).
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Entre os ovinos positivos, o titulo de maior frequéncia foi de 1:200, em 28,57% das
amostras positivas, seguido dos titulos: 1:50 (23,81%), 1:100 (23,81%) e 1:400 (23,81%)
(Tabela 4).

Tabela 4. Numero de ovinos positivos para Neospora caninum, pela rea¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI
>1:50), por diferentes titulagdes e propriedades rurais, no municipio de Lages, SC, no ano de 2009.

) Titulagdo .\
Propriedade 750 7100 1200 17200 Total de Positivos

1 0 0 0 0 0

2 2 1 1 1 5

3 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0

9 2 2 2 2 8

10 0 0 0 1 1

11 0 0 1 0 1

12 0 1 1 0 2

13 1 1 1 1 4
Total 5 5 6 5 21

Figliuolo et al. (2004) encontraram titulos variando de 1:50 a 1:3200, sendo 1:50 o
mais encontrado, em 23,6% (13/55) dos positivos. Romanelli et al. (2007) observaram a
titulagdo de 1:400 com maior frequéncia, em 34,5% (10/29) dos positivos, e a variacao foi de
1:100 a 1:3200. Soares et al. (2009) detectaram titulos entre 1:200 a 1:12800, sendo o 1:3200
e o 1:12800 os mais encontrados em 28,6% (2/7). Souza Neto et al. (2009) relataram o titulo
1:100 como o de maior frequéncia, 43,75% (7/16) dos positivos e a varia¢do encontrada foi de
1:50 a 1:800. Munhéz (2009) mencionaram o titulo de 1:200 como o de maior frequéncia
(30,20%), com variagao de 1:50 a 1:6400.

Maley et al. (1997) citaram que titulos acima de 1:1024 podem sugerir infeccao
recente, porém uma Unica analise ndo ¢ suficiente para avaliar o tempo de infec¢ao (UENO,
2005).

Na Tabela 5, esta representada a distribui¢do das varidveis investigadas e o percentual

de animais positivos.
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Tabela 5. Percentual de ovinos positivos para Neospora caninum, pela reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI >1:50), oriundos de propriedades rurais no municipio de Lages, SC, no ano de 2009, por
variavel analisada e total.

Varidveis Categoria Ovinos Positivos' Positivos”
N % N % N %
0 - 6 meses 62 17,22 4 6,45 4 19,05
Idade 7 - 12 meses 64 17,78 3 4,69 3 14,28
>13 meses 234 65 14 5,98 14 66,67
Sexo Macho 72 20 3 4,17 3 14,29
Fémea 288 80 18 6,25 18 85,71
Definida 169 46,94 9 5,33 9 42,86
Raga Mestigos 191 53,06 12 6,28 12 57,14
Cordeiro 62 17,22 4 6,45 4 19,05
Gestante 80 22,22 6 7,50 6 28,57
Categoria Cria a0 pé 90 25 5 5,56 5 23,81
Vazia 84 23,33 4 4,76 4 19,05
Inteiro 17 4,72 1 5,88 1 4,76
Castrado 27 7,5 1 3,70 1 4,76
Sisterna de Intensiyo 0 0 0 - 0 0
Criagdo E)'ctenswo' 0 0 0 - 0 0
Semi Extensivo 360 100 21 5,83 21 100
Campo nativo 110 30,56 6 5,45 6 28,57
. Dieta mista 188 52,22 11 5,85 11 52,38
Dieta Leite e
62 17,22 4 6,45 4 19,05
pastagem
Bebedouro 46 12,78 0 0 0 0
Fo,nte de Acude e Fontes
Agua e . 314 87,22 21 6,69 21 100
Naturais
Contato com Sim 360 100 21 5,83 21 100
caes Nao 0 0 0 - 0 0
Aborto 4 1,11 0 0 0 0
Transtornos Natimorto . 1 0,28 0 0 0 0
reprodutivos Retornp ao cio 0 0 0 - 0 0
Mumificacao 0 0 0 - 0 0
Sem ocorréncia 355 98,61 21 5,92 21 100

! Relag@o entre o numero de animais positivos dentro de uma variavel sobre o total de animais daquela variavel.
2 Relag@o entre o nimero de animais positivos dentro de uma variavel sobre o total de animais positivos.

Com relagdo a faixa etaria, a maioria dos animais apresentava mais de 12 meses,
(Tabela 5). Dentre os animais positivos, 66,67% (14/21) tinham idade superior a 12 meses e

33,33% (7/21) até 12 meses. Essa distribui¢do ¢ semelhante com a descrita por Figliuolo et al.
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(2004), onde 87,27% (48/55) dos animais positivos tinham idade superior a um ano e apenas
12,73% (7/55) de positividade para os animais de até um ano de idade. Romanelli et al. (2007)
citaram que 86,21% (25/29) das amostras positivas foram oriundas de animais adultos, assim
como Rossi et al. (2008) com positividade de 76,71% (56/73). Provavelmente, o maior tempo
de vida aumentou a possibilidade dos ovinos entrarem em contato com o agente. Apesar
desses resultados, assim como no presente trabalho, os autores citados na comparagao de faixa
etdria ndo constataram diferenca estatistica significativa (p>0,05).

Da totalidade dos animais, 20% (72/360) eram machos ¢ 80% (288/360) fémeas. Dos
animais positivos, observou-se que 85,71% (18/21) eram fémeas, enquanto 14,29% (3/21)
eram machos. Nao houve diferenga estatistica significativa (p>0,05) entre a varidvel sexo e a
positividade, fato também observado por Romanelli et al. (2007), Soares et al. (2009) e Rossi
et al. (2008) que descreveram uma maior positividade para as fémeas, com percentuais de
96,55% (28/29), 85,71% (6/7) e 94,52% (69/73), respectivamente.

Dos 360 animais avaliados, 42,94% (169/360) tinham raga definida (Texel e
Hampshare Down) e 53,06% (191/360) eram mesticos. Dos positivos, 57,14% (12/21) eram
mesticos e, 42,86% (9/21), raca definida. Nao houve diferenca estatistica significativa
(p>0,05), resultado também observado por Romanelli et al. (2007) ao analisar a variavel ragas
de ovelhas (Ile de France, Texel, Corriedale e Hampshire Down) e a prevaléncia de N.
caninum.

A distribuicdo dos animais, por categoria, estd expressa na Tabela 5. Dentre os
positivos, 19,05% (4/21) eram cordeiros; 28,57% (6/21) fémeas gestantes; 23,81% (5/21) com
cordeiro ao pé; 19,05% (4/21) fémeas vazias; 4,76% (1/21) machos inteiros e 4,76% (1/21)
castrados. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre a variavel categoria e a positividade
dos animais, mas observou-se uma positividade maior nas fémeas gestantes, fato preocupante,
pois a transmissao vertical pode ocorrer ndo somente na primeira gestacdo (JOLLEY et al.,
1999), possuindo importancia epidemiologica.

A criagdo semi extensiva foi descrita em 100% (13/13) das propriedades visitadas, ndo
permitindo comparacdo de resultados. Souza Neto et al. (2009) relataram que em
propriedades onde o sistema de criagdo ¢ intensivo a frequéncia de animais positivos foi
maior, talvez pela maior concentragdo de animais € maior exposicdo a alimentos
contaminados.

O maior nimero de animais, 52,22% (188/360) tinha acesso a dieta mista, composta
principalmente por trevo, azevém, cevada, feno e milho; animais que se alimentavam de

campo nativo representaram 30,56% (110/360) e que se alimentavam de leite materno e
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pastagens, 17,22% (62/360). Entre os animais positivos, 28,57% (6/21), 52,38% (11/21) e
19,05% (4/21) estavam enquadrados, respectivamente, nas dietas acima. Nao houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05).

A origem da agua também foi analisada, sendo que a maioria dos animais, 87,22%
(314/360) bebia agua originada de agudes e fontes naturais, e apenas 12,78% (46/360) bebiam
agua de bebedouros. A totalidade dos animais positivos (21) bebia dgua de agude e fontes
naturais, mas ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre as duas variaveis.
Souza Neto et al. (2009) também ndo encontraram associa¢do significativa, contudo
observaram uma frequéncia maior de animais positivos nas propriedades que forneciam agua
de acude e companhia de abastecimento (25%) em comparagdo as que forneciam agua em
cacimbas ou poco (10,2%) e as que forneciam adgua apenas de agudes (9,5%). A fonte de agua
e de alimentos ¢ importante na epidemiologia da doenca, pois os animais podem nascer
soronegativos e, mais tarde, serem infectados por oocistos eliminados nas fezes dos caes, apos
esporulagdo no meio ambiente.

A presenga de cdes foi observada em 100% (13/13) das propriedades, ndo permitindo a
analise da presenga desses hospedeiros definitivos como fator de risco. Figliuolo et al. (2004)
relataram nenhuma associacdo entre caes domésticos ou cdes selvagens e a presenga de
anticorpos contra N. caninum em ovinos. Romanelli et al. (2007) descreveram alta prevaléncia
de N. caninum em caes (29,5%), mas ndo houve diferenca estatistica significativa entre a
presenca destes hospedeiros definitivos e a positividade nos ovinos, todavia, segundo o autor,
esta prevaléncia pode ter importancia na transmissao horizontal necessitando futuros estudos.
Souza Neto et al. (2009) relataram que nao houve associacdo significativa, contudo
observaram maior taxa de animais positivos em propriedades que possuiam cdes. Al-Majali et
al. (2008) narraram associacao significativa (p<0,05) entre a prevaléncia de N. caninum nos
ovinos ¢ a presenca de mais de um cao na propriedade, onde 58% (22/38) das propriedades
tinham mais de um cdo e entre elas, 64% (14/22) foram positivas. Abo-Shehada e Abu-
Halaweh (2010) relataram que a alta prevaléncia de N. caninum em pequenos ruminantes, no
Oriente Médio, deve-se ao fato de que o cdo estd presente junto aos rebanhos. Em uma
avaliagdo da frequéncia de N. caninum em caes urbanos, realizada em Lages, SC, Moura et al.
(2008) verificaram que 13% de animais foram positivos (26/200); ja& em caninos de areas
rurais do mesmo municipio, Moura et al. (2009) encontraram 21,2% (7/33) de positividade
para N. caninum.

Problemas reprodutivos foram descritos em 1,11% (4/360) dos animais, os quais

tiveram aborto, e em apenas um animal (0,28%) foi descrito natimortalidade. Nenhum desses
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animais apresentou resultado positivo para N. caninum e ndo houve diferenga estatistica
significativa (p>0,05) entre a positividade e a ocorréncia de problemas reprodutivos. Souza
Neto et al. (2009) ndo observaram disturbios reprodutivos nos 158 animais avaliados com
positividade de 10,1% (16/158). Munhéz (2009), ao contrario, relatou problemas
reprodutivos, em 100% das propriedades avaliadas e a frequéncia desses problemas ocorreu
em 75,6% entre a segunda e a quinta cria e 24,4% na primeira cria, sendo que 26,8% dos
abortamentos ocorreram no ter¢o inicial da gestacdo e 66,7% no terco final, mas ndo obteve
associacdo significativa entre a positividade dos animais e a frequéncia de problemas
reprodutivos. Ueno (2005) descreveu em 38,71% (12/31) das propriedades avaliadas a
ocorréncia de abortamento nos ultimos anos, mas estatisticamente nao foi significativa a
relagdo dessa variavel com a prevaléncia de N. caninum. Spilovska et al. (2009), buscando um
possivel diagnostico para rebanhos com histérico de aborto, descreveram positividade de
3,7% (12/313) e ndo houve correlagdo entre a frequéncia de abortos e a prevaléncia. Héssig et
al. (2003) relataram 28,6% (4/14) dos abortos ocorridos em uma propriedade com
positividade de 10,3%.

Embora os percentuais de positividade possam ser considerados baixos, comparado
com os resultados obtidos em ovinos por outros autores no Brasil, fica caracterizado que o
protozodrio esta presente e pode estar causando perdas econdmicas aos criadores de ovinos do

municipio de Lages, SC.



CONCLUSOES

A prevaléncia de anticorpos contra Neospora caninum em ovinos do municipio de
Lages, Santa Catarina, ¢ de 5,83%.

Nao houve associagdo das varidveis, idade, sexo, raga, categoria, sistema de criagdo,
dieta, fonte de agua, contato com caes e transtornos reprodutivos com a positividade dos
oVvinos.

E o primeiro relato de prevaléncia de Neospora caninum em ovinos no estado de

Santa Catarina.
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ANEXO |

UDESC

tado de Santa Catarina
AV - LAGES

W
@

Universidade

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS - CAV

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEPSH
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Prevaléncia e fatores de risco para infec¢do por Neospora caninum em ovelhas no municipio
de Lages, Santa Catarina.”

O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que fard a avaliagdo da
ocorréncia de anticorpos contra Neospora caninum em ovinos de sua propriedade, para se
conhecer a prevaléncia desta doenga nos rebanhos ovinos da cidade de Lages, Santa Catarina,
identificar possiveis fatores de risco para a doenga e verificar se a mesma tem relagdo com
problemas reprodutivos dos animais. Serd aplicado um questionario contendo 11 perguntas
relacionadas ao manejo e ocorréncia de problemas reprodutivos dos animais, ¢ realizada
coleta de sangue por meio de pungdo da veia jugular dos mesmos. O material sera
devidamente identificado, acondicionado e transportado ao laboratério para andlise. As
informacodes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Os
procedimentos adotados sao minimos, nao envolvendo risco ao animal.

Sua identidade serd preservada ndo havendo necessidade de fornecer nome ou enderego € os
animais serdo identificados através do numero de protocolo.

Os beneficios serdo o conhecimento da prevaléncia de Neospora caninum entre ovinos da
cidade de Lages, Santa Catarina, identificar fatores de risco para a doenga e sua correlagdao
com problemas reprodutivos, informacdes importantes para a implementacdo de medidas de
prevengao que implicam em melhorias na sanidade dos rebanhos ovinos. Os exames nao terao
custo.

Solicitamos vossa autorizagdo para coleta de sangue bem como o uso destes dados para a
producdo de artigos técnicos e cientificos. A sua privacidade sera mantida através de nao
identificacdo do seu nome.

Agradecemos a vossa participagao.

Pessoa para contato: Luciana Dalla Rosa (pesquisador responsavel)

Numero do telefone: 49 2101 9119

Enderego: Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias do CAV/UDESC
Av. Luis de Camdes, 2090 — Bairro Conta Dinheiro — Lages, SC.



ANEXO I

Protocolo N°:

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e que recebi de forma
clara e objetiva todas as explicacdes pertinentes ao projeto e que todos os dados a meu
respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medigdes dos
experimentos/procedimentos serdo feitos em meu animal.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer momento.

Nome por extenso

(Localidade)

Assinatura




ANEXO Il

Questionario Projeto Neosporose Ovina

Protocolo N°:

Nosso | Nome . - x L Problemas Reprodutivos Prob.
NP N° Raca | lIdade | Dieta Principal | Contato comcées | Contato com outros animais Aborto | Natimorto | Retorno Cio | Mumific. Neur




