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RESUMO

CUNHA FILHO, N. A. Ocorréncia de anticorpos para Neospora caninum em caes
da area urbana e rural do sul do Rio Grande do Sul. 2007. 77f. Dissertacao

(Mestrado em Parasitologia) — Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Neospora caninum é um protozoario parasito que causa problemas neuroldgicos em
caes. Foi demonstrado que os caes podem atuar como hospedeiros definitivos do
parasito. Devido as diferencas entre as ocorréncias e prevaléncias de N. caninum
nos diversos estados brasileiros, e a falta de diagndstico de animais soropositivos no
Rio Grande do Sul, revelam a necessidade de maiores informacgdes a respeito de
ocorréncias do N. caninum em caes no sul do Rio Grande do Sul. C&es provenientes
do Municipio de Pelotas, de diferentes ambientes, rural (corte e leite) e urbanos
domiciliados foram examinados. Amostras de soro de 339 caes foram testadas para
a deteccdo de anticorpos para N. caninum mediante a reagao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI = 1: 50). Anticorpos para N. caninum foram encontrados em 53 (15,6%)
amostras de soro dos cées. Na area urbana a ocorréncia foi de 5,5%, entre os caes
rurais, 14,1% (18 caes) eram de propriedades de criacdo de gado de leite e 28,4%
(29 caes) de propriedade de corte. Foi observado que caes acima de trés anos de
idade sdo mais soropositivos para N. caninum e a soropositividade dos caes
aumentou conforme aumentou a idade. Os titulos de anticorpos dos caes foram 1:50
(12 caes), 1:100 (07 céaes), 1:200 (08 caes), 1:400 (19 caes), 1:800 (05 caes) e
1:1600 (02 caes). Nenhum dos caes examinados apresentou sinais clinicos de
neosporose no momento da coleta de sangue. O estudo das variaveis (fatores de
risco para N. caninum) na regressao logistica feita entre o ambiente urbano e rural
demonstrou que nos ambientes estudados, animais mais velhos tem 3,75 vezes
mais chances de se infectarem com N. caninum do que animais jovens, até trés
anos de idade. Em propriedades que os proprietarios ndo recolhnem carcacas de
animais mortos do campo representou um risco 2,67 vezes maior (IC 95% = 1,31-
5,42) de infecgao por N. caninum. Quando analisou-se em separado o ambiente
rural (leite e corte) observou-se que, caes provenientes de propriedades de criagao
de gado de corte tem 2,24 vezes mais chance de serem infectados por N. caninum
do que caes de propriedades de producdo leiteira, e o risco de caes serem

soropositivos em propriedades onde os proprietarios ndo tem o habito de recolher



carcagas de animais mortos do campo foi maior (Odds Ratio = 6,11 IC 95% = 1,00-
37,17). Os dados sugerem que Neospora caninum esta presente na regiao sul do
Rio Grande do Sul, infectando caes urbanos domiciliados e rurais (leite e corte). A
probabilidade de cées da area rural da regido serem soropositivos para N. caninum
€ maior neste ambiente, provavelmente pelo facil acesso destes animais a material
infectado e ao grande contato cao/bovino, caracteristico da bovinocultura da regiao.
A principal forma de infecgdo por N. caninum entre os caes analisados € a horizontal
(pbés-natal), uma vez que a soroprevaléncia aumenta conforme aumenta a faixa

etaria.

Palavras chave: Neospora caninum, caes, imunofluorescéncia indireta (RIFI).



ABSTRACT

CUNHA FILHO, N. A. Occurrence of antibodies against Neospora caninum in
rural and urban dogs in the south of Rio Grande do Sul. 2007. 77f. Dissertation

(Masters in Parasitology) — Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Neospora caninum is a protozoan parasite that causes neurological problems in
dogs. It has been shown that it may act as definitive hosts of the parasite. There is a
need for more information on the occurrences of N. caninum in due to the wide range
of its incidence in several Brazilian states, and the lack of animals diagnosed serum
positive in Rio Grande do Sul. Rural dogs from (meat and dairy producers) and
urban areas from the city of Pelotas were examined. Serum samples of 339 dogs
were tested for the detection of antibodies against N. caninum by indirect
immunofluorescence (RIFI = 1:50). Antibodies for N. caninum were found in 53
(15,6%) of the dogs serum samples. The occurrence in the urban area was 5,5%,
among the rural dogs 14,1% (18 dogs) belonged to dairy and 28,4% (29 dogs) from
cattle farms. Dogs over three years old present the higher levels of serum positively
and its presence increased with age. The dogs antibody titers were 1:50 (12 dogs),
1:100 (07 dogs), 1:200 (08 dogs), 1:400 (19 dogs), 1:800 (05 dogs) and 1:1600 (02
dogs). None of the dogs examined presented clinical signs of neosporosis when the
blood was collected. The study of the variables (risk factors for N. caninum) in the
logistic regression between the rural and urban environment has shown that older
animals are 3,75 times more likely to get infected by the N. caninum then the
younger ones. Also in farms where the carcasses of dead animals are not removed
there is a risk 2,67 times greater (IC 95% = 1,31 — 5,42) of a N. caninum infection. In
the rural environment, dogs from cattle raising farms have a chance 2,24 times
greater of being infected by N. caninum then dogs from dairy farms. In addition, the
risk of having serum positive dogs in farms where the carcasses are not removed
was more significant (OR = 6,11 IC 95% = 1,00 — 37,17). The data suggest that
Neospora caninum is present in the southern region of Rio Grande do Sul and afflicts
both rural and urban dogs. The probability of serum positive dogs in the rural area is
grater, possibly by the easy access they have to infected material and the

canine/bovine contact, which is characteristic of the cattle raising in the region. The



main form of infection by N. caninum among the dogs studied is the horizontal (post

natal), suggested by the fact that serum prevalence increase with the age.

Key words: Neospora sp., dogs, immunofluorescence.
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INTRODUCAO

Neosporose é uma enfermidade que causa grandes perdas econémicas na
pecuaria de corte e de leite de varios paises do mundo, pois pode ser um agente de

abortamento em bovinos, inclusive na América do Sul.

O agente etiolégico é o protozoario Neospora caninum Dubey; Carpenter;
Speer; Topper e Uggla, (1988a), e pode ser transmitido aos bovinos através da
ingestdo de oocistos esporulados em fezes de caes que sao os hospedeiros
definitivos, nos quais ocorre o desenvolvimento sexual do parasito e producédo de
oocistos (McALLISTER et al.,1998). Os oocistos podem atingir pastagens e aguadas
e, por fim, virem a contaminar os animais (mamiferos em geral), entre eles bovinos,
ovinos e equinos. Também pode ocorrer transmissao transplacentaria em caes e
bovinos (BJORKMAN et al., 1996).

O céao foi primeiramente conhecido como hospedeiro intermediario de N.
caninum (BJERKAS, et al., 1984), através de cistos em filhotes com lesbes
neurologicas. Somente em 1998, McCAllister et al., comprovaram o papel do cao
como hospedeiro definitivo do parasito, ao constatarem a eliminagcao de oocistos por

caes experimentalmente infectados.

A soroprevaléncia de N. caninum em cées tem sido avaliada em varios
paises, inclusive no Brasil, revelando indices variaveis de acordo com o habitat dos
animais, convivio com bovinos e técnica soroldgica utilizada (CANON-FRANCO et
al., 2003).

As diferencas entre as ocorréncias e prevaléncias de N. caninum nos
diversos estados brasileiros revelam a necessidade de maiores estudos sobre a

epidemiologia do parasito.



18

Na regido sul do Rio Grande do Sul, embora tenha sido confirmada a
ocorréncia de aborto por N. caninum (PAPPEN et al., 2005), ndo sao conhecidas as
ocorréncias e prevaléncias desta enfermidade em bovinos e em cées da regido. Um
fator que pode ter grande importancia epidemiologica € de que, no RS, s&o criados
bovinos de ragas européias, em cujo manejo sempre sao utilizados caes,
diferentemente do restante do pais, em que predominam ragas zebuinas e o céo
nao é utilizado para seu manejo. A proximidade cao/bovino pode ser um facilitador

da disseminacao de N. caninum.

No presente trabalho, foram examinados soros de caes da regido a fim de
conhecer a ocorréncia de N. caninum entre aqueles de area urbana (domiciliados) e
de area rural (de propriedades com gado de leite e outras com gado de corte), além

de detectar fatores de risco envolvidos nessa infecgao.



2- OBJETIVOS
2.1 — Objetivo geral
+ Avaliar a importancia do cao doméstico de diferentes ambientes (urbano e rural, de

criacdo de gado de corte e de criagdo de gado de leite) do sul do Rio Grande do Sul,

na epidemiologia de Neospora caninum.

2.2 — Objetivos especificos

¢ Determinar a ocorréncia de caes soropositivos para Neospora caninum na area
urbana, em propriedades rurais de criagdo de gado de corte e naquelas de criagao

de gado leiteiro, no sul do Rio Grande do Sul.

+ Verificar fatores de risco que possam determinar possiveis diferencas na

soropositividade dos caes entre os ambientes estudados.



3 - REVISAO DE LITERATURA.

3.1 — Neospora caninum

O coccidio Neospora caninum (Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla,
1988a) € um importante agente causador de aborto em bovinos em todo o mundo.
Em cées, o parasito é responsavel por desordens neurologicas severas
principalmente em ninhadas de filhotes congenitamente infectadas, onde forma
cistos no sistema nervoso central (DUBEY, 1999a; DUBEY et al., 1988b).

Bjerkas et al. (1984) diagnosticaram, na Noruega, uma doenca semelhante a
toxoplasmose em uma ninhada de cées da raga Boxer. Foram observadas, nestes
caes, desordens neurologicas entre 0 segundo e sexto més apds o nascimento.
Formas proliferativas e cistos foram encontrados no cérebro e musculos. Estes
animais nao reagiram em técnicas de diagnostico para toxoplasmose e cistos

inoculados em camundongos nao foram infectantes.

A neosporose foi diagnosticada pela primeira vez em 1988, quando Dubey e
colaboradores, nos Estados Unidos, isolaram e descreveram um protozoario em
filhotes de caes, que apresentavam sinais clinicos similares aos descritos por
Bjerkas na Noruega, passando o agente a se chamar Neospora caninum (DUBEY et
al., 1988a). Logo que N. caninum foi reconhecido como causa de doenga em caes,
parasitos semelhantes foram identificados em fetos bovinos abortados, mumificados,
e em terneiros com paralisia neonatal (MARSH et al., 1995). Desde este momento
até os dias de hoje, neosporose em bovinos tem sido reconhecida em varias partes
do mundo (ANDERSON et al., 2000), e ja foi demonstrado que bovinos e caninos se

infectam com a mesma espécie de Neospora (DUBEY, 1999b).
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N. caninum nao é, portanto, um parasito novo e sim recentemente
diagnosticado, pois estudos retrospectivos mostraram que severa enfermidade

devido ao agente ja acometia cdes em 1957, nos EUA (DUBEY et al., 1990).

O desenvolvimento do teste imuno-histoquimico permitiu a identificacdo de
N. caninum nos tecidos fixados em formalina, sendo possivel o diagndstico da
infeccdo em uma grande variedade de animais que podem servir de hospedeiros
intermediarios (LINDSAY e DUBEY, 1989).

McAllister et al. (1998) definiram o c&o (Canis familiaris) como hospedeiro
definitivo de N. caninum. E mais recentemente, Gondim et al. (2004) evidenciaram
que o coiote (Canis latrans) também faz parte do ciclo de vida de N. caninum, sendo

definido como hospedeiro definitivo.
Segundo LONG (1990), a classificagdo taxondmica do parasito € a seguinte:
Reino — Protozoa
Filo — Apicomplexa
Classe — Sporoasida
Sub-classe — Coccidiasina
Ordem — Eucoccidiorida
Sub-ordem - Eimeriorina
Familia — Sarcocystidae
Sub-familia — Toxoplasmatinae
Género — Neospora

Espécie — Neospora caninum

3.2 — Morfologia

N. caninum apresenta as trés formas tipicas de protozoarios da familia
Sarcocystidae: taquizoitos, cistos (contendo no seu interior os bradizoitos) (FUCHS
et al., 1998) e esporozoitos no interior dos oocistos. Os taquizoitos tem formato
semi-lunar e medem aproximadamente 6 x 2 um, sendo a fase de multiplicagéo

rapida do parasito. Apresentam varias organelas no seu interior, localizadas no
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complexo apical, que desempenham funcbes de secrecao de enzimas, fixagdo com
adesao a receptores de superficie e sustentagdo. Podem ser encontrados em
células nervosas, macrofagos, células endoteliais vasculares, midcitos, células
epiteliais tubulares renais, hepatdcitos, coracdo, pulmao, rins e placenta (DUBEY,
1999b).

Com a atuacao do sistema imunoldgico e de outros fatores fisioldgicos os
taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos cronificando a infecgdo sob a forma de
cistos, que medem aproximadamente 107 um de diametro, com parede lisa medindo
1 a 4 um de espessura. Geralmente s&o encontrados no tecido nervoso dos
hospedeiros intermediarios e muito raramente no tecido muscular (PETERS et al.,
2001). O oocisto que é liberado pelo hospedeiro definitivo é esférico e mede de 10 a
11um de didmetro. Quando esporulado possui no seu interior dois esporocistos cada

um com quatro esporozoitos (DUBEY, 1999b).

3.3 - Biologia de N. caninum

N. caninum & um protozoario que tem ciclo de vida heteroxeno. O céo (Canis
familiaris) e o coiote (Canis latrans) sdo os unicos hospedeiros definitivos até hoje
conhecidos. Entre os hospedeiros intermediarios varios mamiferos estao envolvidos,
sendo mais importantes os bovinos, devido ao grande impacto econdmico que N.
caninum pode ocasionar tanto na pecuaria de corte como de leite, por causas como:
perdas relativas aos abortos, reposicao de animais positivos, queda na producao de
leite e gastos com diagnodstico e médico veterinario (BARR et al., 1997,
HERNANDEZ et al. 2001).

O ciclo biolégico de N. caninum ainda ndo é bem conhecido, principalmente
no que diz respeito a fase intestinal, que compreende a fase sexuada de evolucgao.
Sabe-se que o periodo pré-patente é de cinco a oito dias apds a ingestao dos cistos
teciduais (LINDSAY e DUBEY, 2000). Devido a sua similaridade taxondémica e
biolégica com Toxoplasma gondii e por ser um coccidio com carnivoros como

hospedeiros definitivos, Dubey (1999b) propds seu ciclo de vida.

Oocistos liberados no ambiente pelo hospedeiro definitivo se tornam
infectantes ao esporular (McALLISTER et al., 1998). Sao ingeridos pelo hospedeiro

intermediario (bovinos, ovinos, c&es, bubalinos, caprinos e outros) e, na luz



23

intestinal, sao liberados os esporozoitos. Estes penetram nas células da parede
intestinal passando a se chamar de taquizoitos, que se multiplicam rapidamente e
podem atingir quaisquer células do organismo do hospedeiro, causando severas
lesbes em varios 6rgdos. Alguns destes se transformam em bradizoitos no interior
de cistos, permanecendo na forma de laténcia, em lenta divisdo no hospedeiro
intermediario. Quando ocorrer a ingestdo destes cistos pelo cdo ou o coiote, os
bradizoitos, que sao resistentes as solugdes pépticas e acidas responsaveis pela
digestéo, iniciardo o processo de penetragdo no epitélio intestinal dando origem as
formas resultantes da multiplicagdo assexuada e sexuada do parasito, e, por fim, a
liberagdo de oocistos nao esporulados no ambiente, reiniciando o ciclo (DUBEY
1999b).

3.4 — Epidemiologia

N. caninum tem sido relatado em diversas espécies de mamiferos, tendo os

bovinos e os caes como espécies de destaque.

A participacdo do cdo na epidemiologia da neosporose foi
experimentalmente demonstrada por McCAllister et al., em 1998, quando pela
primeira vez foi observada a eliminagdo de oocistos de N. caninum nas fezes de
caes que, assim, foram reconhecidos como hospedeiros definitivos do parasito. No
experimento, os autores alimentaram cdes com camundongos contendo cistos
teciduais. Os céaes eliminaram oocistos, que foram inoculados em camundongos; em
um dos camundongos foi observada a presenca de taquizoitos em varios 6rgaos e
tecidos. Através de meétodos de diagndstico, como a histopatologia, a
imunohistoquimica e a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) o parasito foi
identificado. Entretanto, o numero de oocistos eliminados nas fezes foi baixo em

relagado a quantidade de cistos ingeridos pelos caes.

Durante a década passada, a infecgdo por N. caninum emergiu como uma
doenca reprodutiva importante no rebanho bovino em todo o mundo. A partir de
entdo, varios estudos tem sido realizados com o objetivo de verificar o status

soroldgico dos rebanhos e identificar abortos ocasionados pelo N. caninum.

Andreotti et al., (2006) observaram amostras de soro sanguineo de gado de

corte proveniente de Campo Grande e da regido do Pantanal (MS), juntamente com
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amostras de soro sanguineo de caes de Campo Grande. Anticorpos foram
detectados por RIFI (Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta) em caes e ELISA
(Ensaio Imunoenzimatico) nos bovinos. Em vacas com historico de aborto a
prevaléncia foi de 43% e vacas sem historico, 7,7%. Portanto na regido de Campo
Grande a ocorréncia de anticorpos para N. caninum foi de 5,58 vezes maior em

animais com historico de aborto. Nos caes a prevaléncia foi de 30%.

Sartor et al. (2005) relatam que os levantamentos soroepidemioldgicos de N.
caninum em varias regides do Brasil tém demonstrado que o parasito esta
distribuido amplamente, assim como ocorre em outros paises do mundo. As
freqUéncias de bovinos soropositivos em rebanhos de diferentes estados do Brasil,

encontram-se na (tab. 1).

Tabela 1 — FreqUéncia de bovinos soropositivos para N. caninum no Brasil, segundo
a regido de origem, a aptidao dos animais, e a técnica de diagnostico empregada.

Regido Estado Aptidao Frequéncia Técnica Autor/Ano
Sul RS Leiteira 11,2% (25/223) RIFI CORBELLINI et al. (2002)
RS Leiteira 17,8% (276/1549) RIFI CORBELLINI et al. (2006)
RS Leiteira e Corte 23% (31/140) RIFI RAGOZO et al. (2003)
PR Leiteira 34,8% (60/172) ELISA LOCATELLI DITTRICH et al. (2001)
PR Leiteira e Corte 22% (20/90) RIFI RAGOZO et al. (2003)
Sudeste SP Leiteira e Corte 27% (40/150) RIFI RAGOZO et al. (2003)
SP Leite 15,9% (83/521) RIFI SARTOR et al.(2003)
RJ Leiteira 87,5% (14/ 16) ELISA MUNHOZ et al. (2002)
RJ Leiteira e Corte 15% (23/150) RIFI RAGOZO et al. (2003)
MG Leiteira 18,7% (67/359) ELISA MELO & LEITE (2001)
MG Leiteira e Corte 44,8% (48/107) ELISA PITUCO et al. (2001)
MG Leiteira e Corte 29% (47/162) RIFI RAGOZO et al. (2003)
Centro-oeste MS Leiteira e Corte 28% (28/110) RIFI RAGOZO et al. (2003)
GO Leiteira e Corte 32% (16/50) ELISA PITUCO et al. (2001)
Nordeste BA Leiteira 14,9% (63/447) RIFI GONDIM et al. (1999)
PE Leiteira 34,75% (163/469) RIFI SILVA et al. (2002)
Oeste AM Leite e Corte 8,06% (170/2109) RIFI AGUIAR et al. (20086)

No Chile, a enfermidade tem sido demonstrada em bovinos (PATITUCCI et
al., 2000) e seu diagndstico em fetos abortados tem crescido com o aumento de
laboratérios capacitados (PATITUCCI et al., 2001).
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3.4.1 - Transmissao vertical entre bovinos

Uma das formas de transmissao de N. caninum é a transplacentaria sendo a
principal forma de disseminagdo em rebanhos bovinos leiteiros e de corte, o que
pode manter a infecgdo por diversas geragdes (BJORKMAN, et al., 1996). Prova
disso, é o fato de que, em propriedades endémicas, as taxas de animais
soropositivos sdo geralmente idénticas entre terneiras e vacas adultas (SCHARES,
et al., 1998).

Em bovinos adultos, o aborto é o unico sinal clinico da neosporose e ocorre
do 3° ao 9° més de gestagao (sendo a maioria entre 5 e 6 meses), entre os terneiros
infectados intra-uterinamente, a maioria nasce clinicamente normal, sendo raros os
casos com a forma clinica, com lesdes neurolégicas que variam desde leves
disfungdes até completa paralisia (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Em um estudo na Alemanha, 93% dos descendentes de vacas soropositivas
foram também soropositivos, indicando que a transmissao vertical foi a maior rota de

transmissao nas propriedades examinadas (SCHARES et al., 1998).

Pappen et al., (2005) verificaram, em um rebanho leiteiro do Municipio de
Pelotas-RS, soroprevaléncias para N. caninum em dois momentos diferentes (2001
e 2004). Observaram que a soroprevaléncia do rebanho no inicio do estudo foi de
31,3% e, apos terem sido retiradas da reprodugdo a grande maioria das fémeas
soropositivas, a soroprevaléncia caiu para 11% em 2004. Os dados obtidos
revelaram a importancia da transmisséao vertical de N. caninum no rebanho, uma vez
que filhas de matrizes soropositivas tiveram oito vezes mais probabilidade de ter
anticorpos para N. caninum do que filhas de matrizes soronegativas, confirmando a
hipotese de que a transmissao transplacentaria de vacas cronicamente infectadas
para sua progénie é a principal forma de transmissdo da neosporose bovina
(BJORKMAN et al., 1996).

3.4.2 - Transmissao horizontal

A preocupagao com esse agente comega em torno do fato de que os cées

eliminam oocistos em suas fezes, contaminando as pastagens onde os hospedeiros
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intermediarios estao. Apds a ingestao dos oocistos, ocorre a formagao de cistos nos
tecidos dos hospedeiros intermediarios (DUBEY, 1999b).

Estudos observacionais demonstraram que a ingestdo do feto bovino pelo
cao, pode realmente ser uma rota de pouca importancia, pois de acordo com
fazendeiros as placentas bovinas sao frequentemente ingeridas pelos caes ao
contrario dos fetos abortados, que normalmente sao rejeitados (DIJKSTRA et al.,
2001). Neste mesmo estudo foi demonstrado que cédes podem eliminar oocistos
nao esporulados nas fezes, apos terem sido alimentados com placenta de vacas
soropositivas. Além disso, oocistos de N. caninum ja foram isolados de fezes de um
filhote de cdo naturalmente infectado, com histérico de diarréia, alimentado com

carne mal cozida repetidas vezes (BASSO et al., 2001a).

Os bovinos podem-se infectar oralmente com oocistos de N. caninum
eliminados pelo cdo. Quando um céo jovem é introduzido na fazenda ou ocorre o
nascimento de filhotes de caes na propriedade, o risco de que ocorram abortos nos
bovinos aumenta (DIJKSTRA et al., 2002a). Entretanto, os mecanismos da
transmissdo de N. caninum na fazenda sdo ainda incertos. Com base nesta
incerteza Dijkstra et al.(2002b) realizaram um estudo para verificar mais
detalhadamente as rotas naturais da transmissao pés-natal de N. caninum entre
caes e bovinos de propriedades de criagdo de gado de corte. Observaram que caes
de fazendas com evidéncias de infeccdo pds-natal para N. caninum, consumiam
placenta de bovinos naturalmente infectados e defecavam em locais de
armazenamento de silagem, mais frequentemente do que aqueles de fazendas sem
tal evidéncia. O estudo demonstrou que restos fetais sao fontes importantes de
transmissao das vacas aos cdes. Os caes infectados por liquidos fetais ou por
placenta de bovinos naturalmente infectados, podem causar uma infecgao pés-natal
do rebanho bovino por eliminagdao de oocistos. Assim verifica-se a transmissao do
agente do cdo ao bovino e vice-versa, com o fechamento e a manutencéo do ciclo

dentro da fazenda.

A presenca dos caes em fazendas de criagao de bovinos foi considerada um
risco importante de infeccdo e de aborto por N. caninum em diferentes paises
(PARE et al. 1998).

Na regido sul do Brasil, Guimaraes Junior et al. (2004), encontraram uma

baixa correlagdo entre a ocorréncia de N. caninum nos bovinos e a presencga de
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caes infectados. No entanto, verificaram que a infecgao de N. caninum nos bovinos
aumentou com a idade. Dados similares foram verificados por Pappen et al. (2005),

indicando que a infeccéo pds-natal de N. caninum em bovinos também ocorre.

3.5 - Neospora caninum em céaes

Neosporose clinica pode acometer caes de varias idades, mas os mais
comumente afetados s&o cdes jovens congenitamente infectados (DUBEY et al.,
1990), embora 80% de fémeas prenhes soropositivas nao transmitam
congenitamente N. caninum a sua prole (BARBER e TREES 1998). Na Dinamarca,
de 8 filhotes nascidos de fémea com titulos inferiores a 1:80 no inicio da gestagao e
crescentes ao longo do periodo (chegando a 1:640 na época do nascimento), 3
foram natimortos e um morreu dois dias apods, de causas desconhecidas. Dos quatro
filhotes restantes, um morreu aos 14 dias de idade e foi atribuida a sua morte a
neosporose. Depois de nove meses um dos filhotes ainda permanecia com titulos de
1:640, indicando neosporose sub-clinica. Os outros dois cdes da ninhada foram
clinicamente saudaveis do inicio ao fim das observagdes e ndo foram observados
anticorpos para N. caninum até os nove meses de idade (RASMUSSEN & JENSEN,
1996). Os mesmos autores também analisaram se existia a relacdo entre a
soropositividade dos animais e a dieta oferecida aos mesmos, raca, idade dos

animais e utilidade dada ao cdo. Nao foi observada associagao entre estas variaveis.

Foi relatado na Argentina, por Basso et al. (2005), um caso de neosporose
clinica em filhote de cado da raga Boxer. O animal foi eutanasiado sendo encontrada
severa miosite (inflamagdo dos musculos que pode ser de origem parasitaria) no
esb6fago e musculos estriados. Taquizoitos e cistos foram observados em cortes do
cérebro. A confirmacao do caso foi feita através de imunohistoquimica, Western Blot
e inoculacdo em gerbis (Meriones unguiculatus), que 49 dias ap6s a inoculacao ja
apresentavam titulos de 1:100 a 1:400. O DNA do parasito foi identificado no
pulm&o, no cérebro e musculo estriado do cdo e no cérebro de um dos gerbis

inoculados.

Sawada et al. (1998), no Japao, analisando 198 caes urbanos, 48 de criagcéao
de gado de leite e 20 de uma criacdo de cées pastores observaram que 7,1% dos

animais foram positivos para anticorpos para N. caninum na area urbana e 31,3%
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soropositivos em propriedades leiteiras. Na criagdo de caes pastores 85% foram

soropositivos para N. caninum.

Wouda et al. (1999a) também observaram essa maior prevaléncia em caes
de propriedades rurais na Holanda, comprovando que o convivio de caes com
bovinos aumenta a possibilidade de soropositividade para N. caninum em ambas as

especies.

Em um estudo realizado em 157 cées da regido urbana do Municipio de
Monte Negro, Rondbnia, Cafon-Franco et al. (2003) observaram que N. caninum
estad presente na regido, infectando caes, com prevaléncia de 8,3% na RIFI. No
mesmo experimento, os autores verificaram que o parasito infecta os animais sem

diferenca de sexo, idade, tipo de alimentacéo ou criagao.

Estudos realizados em Salvador e Lauro de Freitas, Bahia, demonstraram
que caes errantes e caes domiciliados nado apresentaram diferencas significativas
quanto a positividade para N. caninum. Também nao foram observadas diferengas
estatisticas entre as variaveis, raga, faixa etaria, distrito de origem dos animais e
sexo (JESUS et al., 2006).

Gennari, (2004) relata que, as ocorréncias de caes soropositivos para N.
caninum, no Brasil, variam muito de regido para regido e entre os diferentes
ambientes em que os cdes habitam. Os indices de ocorréncia constatados em

levantamentos sorolégicos de caes em diferentes locais do pais, estdo na (tab. 2).

Gennari et al. (2002) analisando sorologicamente 611 caes capturados nas
ruas da cidade de Sao Paulo e 500 caes domiciliados, observaram pela técnica de
NAT (Neospora Agglutination Test) uma prevaléncia de 25% e 10%
respectivamente, indicando que a chance de caes de rua serem soropositivos para

N. caninum foi duas vezes e meia maior do que a de caes domiciliados.

Na Austria, 1770 soros de cides e 94 soros de raposas vermelhas (Vulpes
vulpes) foram testados por RIFI para N. caninum e T. gondii sendo que 3,6% dos
caes foram soropositivos para N. caninum. Na area rural foi maior a ocorréncia de
caes soropositivos do que na area urbana (5,3% e 2,1% respectivamente). Nenhuma
das raposas vermelhas foi positiva para anticorpos de N. caninum, sendo 35%
positivas para T. gondii (WANHA et al. 2005).
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Tabela 2 — Ocorréncia de anticorpos para N. caninum em caes de diferentes
municipios brasileiros, segundo a procedéncia dos mesmos (RIFI = 1:50).

Amostras
Estado - Cidade ) Procedéncia Ocorréncia (%) Autor/Ano
examinadas
PR — Norte 134 Rural 21,6 Souza et al., (2002)
500 Domiciliados 10,0 Gennari et al. (2002)
SP — Séo Paulo *
611 Errantes 25,0 Gennari et al. (2002)
165 Domiciliados 13,3
BA — Salvador Jesus et al. (2006)
250 Errantes 11,2
RO — Monte Negro 157 Urbanos 8,3 Cafion-Franco et al. (2003)
MS — Campo Grande 245 Urbana 26,5 Oliveira et al. (2004)
Urbana (300) 10,7
MG — Uberlandia 450 Peri-urbana (58) 18,9 Fernandes et al. (2004)
Rural (92) 21,7
213 Hospital veterinario 8,9
MG — Uberlandia" 62 Clinicas veterinarias 4,8 Mineo et al. (2004)
94 ccz” 12,8
PA - Campina Grande 286 Urbanos 8,4 Azevedo et al. (2005)
S#o Luis do Maranho 100 ccz 45,0 Teixeira et al. (2006)
MS — Campo Grande 345 ccz 27,3 Andreotti et al. (2006)
RO — Monte Negro 174 Rural 12,6 Aguiar et al. (2006)
PR - Guarapuava 24 Rural 20,8 Romanelli et al. (2007)

* Neospora aglutination test — NAT 21:25
** |scon-ELISA

*** Centro de Controle de Zoonoses

Na Republica Tcheca foi realizado um estudo a respeito da dinamica de
anticorpos para N. caninum em caes durante um periodo de trés anos (1999 a
2001). Os autores verificaram que a populagao de caes esta exposta ao agente, pois
4,9% destes foram soropositivos na RIFI. Foram avaliados, neste experimento, caes
de quatro procedéncias (exército, policia, particulares e de abrigos), com
prevaléncias de 4,7%, 0%, 2,6% e 19,2%, respectivamente. Com isso observa-se
gue a neosporose canina deve ser incluida como diagndstico diferencial em clinicas
veterinarias para cdes com desordens neuroldgicas, ja que o parasito encontra-se

presente no meio em que os caes habitam (VACLAVEK et al., 2007).
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A infeccdo por N. caninum pode ocorrer juntamente com outras doengas
causadas por protozoarios como € o0 caso da leishmaniose. Andreotti et al., (2006)
observaram que caes urbanos do municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
apresentam-se soropositivos tanto para neosporose como para leishmaniose, nao
havendo relagdao entre estas duas enfermidades, uma vez que foram detectados
animais soropositivos para apenas um dos agentes, quanto para ambos, sem

diferencas estatisticas significativas.

3.6 — Sinais Clinicos em caes

Em caes, a transmisséao vertical é a responsavel pela maioria dos casos de
neosporose clinica, em animais congenitamente infectados (DUBEY, 1999b). Os
filnotes de caes infectados intra-uterinamente podem nascer saudaveis, mas

infectados, mantendo a infecgéo por varias geragdes (ANDERSON et al., 1997).

Caes de qualquer idade podem desenvolver a neosporose: a idade minima
relatada é de dois dias (BARBER E TREES, 1996), e a maxima é de 15 anos
(DUBEY, 2003). Os caes mais velhos sdo menos afetados clinicamente, mas,
quando o sdo, geralmente apresentam envolvimento multifocal do sistema nervoso
central e poliomiosite (GIRALDI et al., 2001).

Deve-se suspeitar de neosporose em qualquer caso clinico de cao com
menos de um ano de idade que apresente desde fraqueza progressiva dos membros
posteriores até um quadro de paralisia flacida (BARBER e TREES, 1996).

As manifestacbes clinicas caracteristicas da neosporose canina sao
desordens neurolégicas, paresia e paralisia progressiva dos membros,
hiperextencdo flacida ou rigida e contragbes espasticas dos mesmos (DUBEY,
2003).

Posteriormente N. caninum passou a ser reconhecido como causador de
afecgbes neuromusculares, miocardicas, pulmonares e dérmicas (GIRALDI et al.,
2001). Na maioria dos casos fatais, a infeccdo ocorre transplacentariamente, a
ninhadas consecutivas (DUBEY, 1999a). Esses animais desenvolvem paresia uni ou
bilateral, flacida ou espastica, que evolui para uma paralisia progressiva, de curso
agudo ou crénico, e podem sobreviver por varios meses (BARBERS e TREES,
1998).
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Embora os sinais neurologicos da sindrome miosite-polirradiculoneurite
variem de acordo com o local parasitado, os mais freqlientes sdo paresia de
membros posteriores acompanhado de ataxia, atrofia de membros pélvicos, e
alteragdes proprioceptivas. Também pode ocorrer mialgia, cifoescoliose lombar,
hiperextensao rigida de um ou ambos os membros posteriores, paresia uni ou
bilateral dos membros anteriores, hemiparesia a quadriparesia, alteracbes de
comportamento, cegueira, tremores cefalicos, convulsdes, dificuldade de degluticéo,
incontinéncia fecal e urinaria, flacidez muscular e paralisia dos maxilares (BARBER e
TREES, 1996).

A dermatite pode ser severa, apresentando-se ulcerada, hemorragica,
necrotica e piogranulomatosa. Recomenda-se que, no diagnéstico diferencial da
dermatite piogranulomatosa em céaes, a neosporose seja considerada (GIRALDI et
al., 2001).

Mudancas extensivas observadas no esd6fago de um filhote de cdo sugerem
que a neosporose deva ser incluida no diagnostico diferencial de megaeséfago em
cées (BASSO et al. 2005).

3.7 - Diagnostico de Neospora caninum em Céaes

O diagnéstico clinico no cao é dificil, pois a sintomatologia nervosa pode ser
confundida com traumatismos, patologias do disco intervertebral, cinomose, raiva,
entre outros. Na fase sub-clinica, as provas sorolégicas sao a principal ferramenta
de diagndstico disponivel, uma vez que a eliminagdo de oocistos ndo € constante e
s6 podem ser diferenciados dos de Hammondia sp. através de provas biologicas
como inoculagdo em gerbil (Meriones unguiculatus) e formas proliferativas uma vez
identificadas mantidas em cultivo celular (FARIAS, 2002).

3.7.1 — Diagnéstico direto
3.7.1.1 - Técnicas histoldgicas

O diagndstico definitivo de N. caninum esta baseado em lesdes histologicas

produzidas nos tecidos parasitados.
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No diagnéstico histopatoldgico, as lesdes no cérebro consistem de encefalite
nao supurativa, caracterizada por multiplos focos de infiltrados mononucleares e
células da glia, geralmente ao redor de um centro de necrose (DUBEY e LINDSAY,
1996).

A identificagcdo do protozoario pode ser feita pela técnica de
imunohistoquimica que permite evidenciar o agente nos tecidos, utilizando soro
policlonal ou anticorpo monoclonal anti-Neospora (LINDSAY e DUBEY, 1989).
Ocasionalmente, reagdes cruzadas com T. gondii podem ser observadas com o uso
de anticorpos policlonais para N. caninum, provavelmente devido a grande variagao
na fonte de animais utilizados para produg¢ao de anticorpos, do tipo de antigeno e
estagio dos parasitos utilizados na imunizagdo dos animais (DUBEY e LINDSAY,
1996). Também sao observadas variagdes nos procedimentos imunohistoquimicos
entre os diversos laboratérios (DUBEY e LINDSAY, 1996).

3.7.1.2 - Técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

As técnicas de PCR desenvolvidas, tem como sequéncia alvo a regido ITS1
do DNA ribossbmico e a sequéncia Nc5 do DNA genbmico de N. caninum. As
técnicas de PCR séao de grande utilidade no diagndstico de Neospora, pois permitem
amplificar quantidades muito pequenas de DNA, mesmo em tecidos que estejam
autolisados (COLLANTES-FERNANDES et al., 2002). As técnicas de PCR ainda n&o

sdo usadas como rotina de laboratério devido ao seu alto custo.

3.7.2 — Diagndstico Indireto

Provas sorolégicas como a RIFI e o teste de ELISA, também sao usados no
diagndstico de neosporose subclinica, que indicam exposigdo dos animais a
Neospora nao significando que os mesmos estejam doentes (DUBEY e LINDSAY,
1996).

3.7.2.1 - RIFI (Reacé&o de Imunofluorescéncia Indireta)

A imunofluorescéncia com titulo maior ou igual a 1:50 indica exposi¢do do
cao ao agente (DUBEY et al., 1988a). Quando soros sao testados com diluigdes

menores podem ocorrer reagdes inespecificas apresentando-se o taquizoito com
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fluorescéncia parcial ou apical. Isso pode acontecer também em reacgbes cruzadas
com T. gondii, por isso diluicdes inferiores a 1:50 devem ser interpretadas com
cautela (ATKINSON et al., 2000).

Um titulo maior ou igual a 1:800, em cdo com sinais clinicos, € forte indicio
de neosporose (GIRALDI et al., 2001).

A RIFI foi a primeira das técnicas utilizadas, empregando como antigenos
taquizoitos de N. caninum fixados em lamina. Este teste € utilizado como prova de

referéncia para comparagado com outras técnicas (DUBEY et al., 1988b).

Na RIFI é preconizada a observacdo de fluorescéncia total do taquizoito
para que a reagao seja considerada positiva. A maioria dos laboratérios de
referéncia em imunofluorescéncia indireta para N. caninum, utilizam o ponto de corte
de 1:50.

3.7.2.2 - ELISA (Ensaio Imunoenziméatico)

O teste de ELISA pode ser problematico devido a ampliacdo enzimatica de
reacdes inespecificas, comumente relacionadas com reagdes cruzadas com
parasitos coccidios ou com o tipo de antigeno utilizado (CANON-FRANCO et al.,
2003).

As reagbes cruzadas observadas no ELISA indireto podem ser decorrentes
dos antigenos de N. caninum utilizados nos testes. O ELISA indireto contém
antigenos soluveis, com uma preponderancia de antigenos intracelulares, enquanto
a RIFI contém taquizoitos fixados intactos, prevalecendo os antigenos de superficie
dos parasitos (BJORKMAN e UGGLA, 1999). Evidéncias apontam que os antigenos
mais especificos das espécies do filo Apicomlexa encontram-se na superficie do
parasito, podendo explicar a maior especificidade do teste de RIFI para N. caninum
sobre o ELISA indireto (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Outros tipos de ELISA, como o iscom ELISA, que agregam
imunoestimulantes aos antigenos de membrana de N. caninum, mostram-se
bastante especificos para a detecgédo de anticorpos para N. caninum (BJORKMAN e
UGGLA, 1999).
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Mais recentemente tem sido utilizado o ELISA de avidez que permite
distinguir infecgdes recentes de infecgbes crénicas em bovinos, parecendo ser de
grande importancia para se diferenciar abortos epidémicos de abortos endémicos
(DUBEY, 2003). Animais com infeccdo primaria recente, até dois meses,
apresentam IgG com baixa avidez. As IgG de alta avidez aparecem em animais
infectados ha mais de seis meses, com infeccdo considerada crbnica (DUBEY E
SCHARES, 2006).

3.7.2.3 - NAT (Neospora Agglutination Test)

O teste NAT foi aprimorado por Romand et al. (1998) para a pesquisa de
anticorpos para N. caninum empregando, como antigeno, taquizoitos da cepa NC-1
isolado de monocamadas de fibroblastos humanos, numa concentracéo de 2 x 10*
taquizoitos por microlitro. Este método de diagndéstico mede a aglutinacédo de
taquizoitos na presenca de anticorpos especificos presentes no soro, eliminando a
utilizagcado de anticorpos secundarios empregados nos testes anteriores. Neste teste
foi observada uma especificidade e sensibilidade semelhantes as da RIFI
(BJORKMAN e UGGLA, 1999).

A sedimentagao dos taquizoitos formando um ponto no fundo do pogo é
considerada como resultado negativo, ao passo que uma sedimentacéo difusa (em
malha) representa um resultado positivo. E bastante utilizado para sorodiagnéstico
de animais silvestres pelo fato que ndo necessita de conjugados espécie-especificos
(CANON-FRANCO et al., 2003).

3.8- Importancia e impacto econéomico de Neospora caninum

Nao ha dados concretos sobre as perdas econdmicas devidas a neosporose
na bovinocultura, mas as perdas sdo estimadas em milhdes de ddlares (DUBEY,
2003). Isto porque 42% das vacas podem abortar devido a neosporose, e o impacto

econdémico dependera do custo e do valor direto dos fetos perdidos (DUBEY, 2003).

A importancia do rastreamento dos rebanhos visando a neosporose é
justificada pelos prejuizos por ela causados. Na Califérnia (EUA), N. caninum é o

maior causador de abortamentos em bovinos leiteiros e a segunda causa em
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rebanhos de criacdo de gado de corte (ANDERSON et al.,1991), causando em todo
pais perdas com abortamentos estimados em US$ 35 milhdes (BARR et al., 1997).
Na pecudria de corte as perdas sdo estimadas entre US$ 15 e US$ 24 milhdes
(KASARI et al.,1999).

No geral, € menor o conhecimento sobre as causas de aborto no gado de
corte do que no gado de leite, devido a dificuldade de encontrar fetos pequenos
abortados durante o primeiro trimestre. Consequentemente, torna-se mais dificil uma
avaliacdo exata de perdas econémicas causadas por Neospora no gado de corte
(DUBEY, 2003).

3.9 - Potencial zoonotico

Ha um grande interesse em saber se N. caninum é um agente causador de

Zoonose.

Em experimento realizado com primatas ndo humanos (Macaca mulata),
Barr et al. (1994) observaram que N. caninum inoculado em fémeas prenhes, causa
lesbes que se assemelham muito aquelas causadas por toxoplasmose congénita,

demonstrando um provavel potencial zoonético do agente.

Resultados de estudos de Lobato et al. (2006) indicam a exposi¢cao ou a
infeccdo por N. caninum em seres humanos, particularmente em pacientes
infectados com HIV (38% soropositivos para N. caninum) e em pacientes com
desordens neurolégicas (18% soropositivos para N. caninum), que poderiam ter
infeccbes oportunistas e simultdneas com T. gondii. Além disso, observaram
também a importdncia de métodos sorologicos complementares ou de
procedimentos diagnodsticos multidisciplinares, tais como PCR e imunohistoquimica
com o material coletado pela bidpsia ou na autdpsia, para uma caracterizagao
melhor da infeccdo humana pelo agente. Estes achados podem trazer um interesse
novo ao quadro clinico instavel de pacientes infectados com HIV e o papel real da

infecgdo de N. caninum em pacientes imunocomprometidos.
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3.10 - Neospora caninum em animais silvestres

Mamiferos domésticos tem sido descritos como hospedeiros de N. caninum,
tanto definitivos como intermediarios. Estudos realizados em varias partes do mundo
tem demonstrado que outros animais podem estar envolvidos no ciclo biolégico de

N. caninum, em especial os animais silvestres.

Na América do Norte onde a caca de cervos de cauda branca (Odocoileus
virginianus) é liberada e para isso é utilizado o cao, frequentemente, como
recompensa pelo sucesso da cagada, sao oferecidos pedacos de carne do cervo,
que pode ser uma possivel fonte de infecgao para o cdo (LINDSAY e ROSYPAL,
2005). Numa outra oportunidade de cagada o cao, por ser um hospedeiro definitivo
do parasito, pode vir a liberar oocistos neste ambiente, contaminando os animais
silvestres e fechando o ciclo de N. caninum em um ambiente selvagem (LINDSAY e
ROSYPAL, 2005).

Viana et al. (2005) demonstraram na regiao da Virginia (USA) a importancia
do cervo (Odocoileus virginianus) na epidemiologia da neosporose no ambiente
silvestre, ja que foi realizado o isolamento de N. caninum deste herbivoro,
naturalmente infectado, confirmando assim mais um hospedeiro intermediario para

este parasito.

Rodrigues et al. (2004) em Pirassununga, Sdo Paulo, Brasil obtiveram o
primeiro isolado de N. caninum de cérebro de bufalos (Bubalis bubalis),

naturalmente infectados confirmado por técnicas de biologia molecular.

Vaérios trabalhos tém sido realizados no intuito de identificar canideos
silvestres como hospedeiros definitivos de N. caninum, mas até hoje, com excegéo
do coiote (Canis latrans), s6 foram observados animais soropositivos, ou seja,
provaveis hospedeiros. Sao considerados hospedeiros definitivos para o N. caninum
até o momento o cao (Canis familiaris) (McCALLISTER et al., 1998) e o coiote
(Canis latrans) (GONDIM et al., 2004). Gondim et al. (2004) relata que, existe a
possibilidade dos lobos (Canis lupus) serem provaveis hospedeiros definitivos de N.

caninum, ja que estes séo parentes mais proximos do cao, do que os coiotes.

Entre os diversos carnivoros soropositivos encontram-se, Canis familiaris
dingo (BARBER et al., 1997), Procyon lotor (LINDSAY et al., 2001a), Canis lupus
(GONDIM et al., 2004), Cerdocyon thous (CANON-FRANCO et al., 2004), Lycalopex
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(Pseudalopex) gymnocercus (CANON-FRANCO et al., 2004), Chrysocyon
brachyurus (VITALIANO et al.,, 2004), Vulpes vulpes (HAMILTON et al., 2005),
Urocyon cinereoargenteus (LINDSAY et al., 2001b) e Pseudolapex fulvipes
(PATITUCCI et al., 2001).

Essa variedade de canideos soropositivos para N. caninum demonstra que
animais silvestres podem estar contribuindo para a disseminagao do parasito no
ambiente e principalmente a animais de producdo e de companhia, uma vez que o
ciclo silvestre ja foi estabelecido, isolando-se o protozoario de Canis latrans e
Odocoileus virginianus (LINDSAY e ROSYPAL, 2005).

Os canideos Pseudalopex gymnocercus e Cerdocyon thous conhecidos
como sorros sao frequentes no Rio Grande do Sul. Segundo Cafon-Franco et al.
(2004), ambas as espécies podem ser infectadas por N. caninum, uma vez que
foram detectados 33,33% (9/27) de animais soropositivos em estudo realizado na
Regiao Sul do Brasil. Habitam regides abertas, como campos e capoeiras, onde tem
sido observados mais comumente do que em matos. Estas espécies possuem
habitos alimentares diversos, podendo ser considerados onivoros. Possuem
particularidades comportamentais, como reunir objetos colhidos préximo as
habitagbes humanas dentro de suas tocas, o que revela o grande sinantropismos
destes canideos (BOCCACECI, 1998).

Estes canideos tém o habito de conviver préximo as habitagées do meio rural
e com os animais domésticos (fig. 1), muitas vezes se alimentando de restos de
comida deixados perto das residéncias. Segundo Pereira (informe pessoal, 1997),’
na época de parigdo de cordeiros, os canideos silvestres (Pseudalopex
gymnocercus e Cerdocyon thous) alimentam-se dos restos de placenta das ovelhas,
raramente atacando cordeiros. Quando isto acontece, sdo atacados somente

cordeiros mais fracos ou abandonados pelas maes.

' Jodo Carlos Alves Pereira. Médico Veterinario e pecuarista.
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natural, juntamente com animais de produgao.

3.11 - Controle e profilaxia

E importante a adocdo de medidas efetivas de controle evitando que a
doenca permanecga cronicamente no rebanho. Entre as medidas se destacam: no
caso de transferéncia de embrido, uso somente de receptoras soronegativas;
reducdo da exposicao de caes a tecidos infectados como fetos abortados, crias
mortas e placentas; uso de maternidades individuais; reduzir o numero de cées co-
habitando com o rebanho; evitar o acesso de canideos a silos e depdsitos de ragéao;
enviar ao laboratério fetos abortados e placentas para diagnosticar a causa do
aborto, e fazer a sorologia do rebanho (ANDREOTTI, 2001).

O descarte de animais soropositivos pode ser pensado quando o numero de
animais for baixo. Em rebanhos controlados, devem ser introduzidos somente
animais soronegativos (ANDREOTTI, 2001).

O tratamento em bovinos € ineficaz, e em cdes com sinais neurolégicos é
longo, com progndstico reservado a desfavoravel. Os medicamentos mais utilizados
no tratamento da neospporose clinica em caes incluem clindamicina (11-22 mg/Kg,
duas a trés vezes ao dia), sulfonamida (15 mg/Kg duas vezes ao dia) e pirimetamina
(1 mg/Kg, diario) (BARBER, 1998).



4 — MATERIAL E METODOS

4.1 - Area de Estudo

Foram avaliados caes de domicilios urbanos e de propriedades rurais,

localizados no municipio de Pelotas, no sul do Rio Grande do Sul.

A regido estudada encontra-se entre os paralelos 31° S e 31,5° S., latitude:
31°46° 19°°S e longitude: 52° 20" 33" W.

O municipio de Pelotas esta localizado na encosta inferior da Serra dos

Tapes, na Encosta do Sudeste.

Pelotas apresenta duas paisagens naturais e humanas distintas: a serrana,
mais elevada e ondulada, e a paisagem de planicie, baixa e plana. A primeira
corresponde a policultura e a colonizagao alema, e a segunda a orizicultura, com
composi¢ao étnica variada. Tem uma populagao estimada de 350.000 habitantes e
uma area territorial de 1.921.80 Km?. A cidade encontra-se a sete metros acima do
nivel do mar, as margens do canal Sdo Gongalo, que liga as lagoas dos Patos e
Mirim, possuindo grande potencial turistico (http://www.ufpel.tche.br/pelotas/). A sua
produgdo € baseada na agropecuaria, possuindo um rebanho bovino de 57.128
animais, sendo 20.608 de produgéo leiteira (dados fornecidos pela Secretaria da
Agricultura e Abastecimento, Departamento de Produgdo Animal, Divisdo de
Fiscalizagdo e Defesa Sanitaria Animal). Pelotas se destaca na producédo de
pequenas e grandes culturas como é o caso das plantagdes de péssego e arroz. O
municipio produz 4.000 Kg de péssego por hectare e 57.004 toneladas de arroz

(http://www.irga.rs.gov.br/arquivos/ranking.pdf).
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4.2 — Caes

Estudos realizados pela Secretaria de Saude de Pelotas mostraram que a
populacdo de cdes da cidade de Pelotas € de 63.453, o que resulta em uma
proporcdo de um cao para cada 5,52 habitantes. Destes 90% seriam domiciliados
(67.107 animais) (70% caes com dono, mas tem acesso a rua e 20% mantidos
presos pelos proprietarios restritos a area da residéncia) e 10% caes errantes (6346)

(cées sem dono, soltos nas ruas da cidade).

Na zona rural, em propriedades de criagdo de gado de corte, 0s numeros
sdo estimados em 1115 cées e, em propriedades de criagdo de gado de leite, de
3139 caes (dados fornecidos pela Secretaria da Agricultura e Abastecimento,
Departamento de Produgdo Animal, Divisdo de Fiscalizagcdo e Defesa Sanitaria

Animal).

Baseado nestes dados foi calculado o numero de caes a serem examinados
no presente estudo. Segundo analises feitas pelo programa estatistico Epi-Info
versdao 3.3.2, para calculo do tamanho amostral, utilizou-se uma prevaléncia
esperada de 50% (correspondente a doengas ainda desconhecidas em determinada
regido), precisdo minima de 10%, e intervalo de confianga (IC) de 95%, valores
adequados a levantamentos soroepidemiolégicos (5 a 10%). Foi determinado um
tamanho amostral de no minimo 277 animais, sendo 96 caes da area urbana, 88
caes de propriedades de criacdo de gado de corte e 93 cées de propriedade de

criagao de gado de leite.

Foram colhidas amostras sanglineas de caes de diferentes sexos, idades, e
ambientes (urbanos, rurais com bovinos de producgao leiteira e rurais com bovinos de
corte). As coletas foram realizadas entre os meses de maio e novembro de 2006,
obtendo-se um total de 339 amostras de soros de caes, com idade variando entre
trés meses a 14 anos. Destes, 109 vivem na area urbana, 128 em propriedades de

criacado de gado leiteiro e 102 em propriedades de criagdo de gado de corte.

Adicionalmente, foram coletadas amostras de sangue de bovinos de 67
propriedades leiteiras da regido de Pelotas, RS, para correlacionar com os
resultados obtidos. A analise soroldgica dos bovinos faz parte de outro projeto de
pesquisa e os resultados sorologicos dos animais foram gentilmente cedidos pela

colega Andréia da Silveira Lucas.
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4.3 - Colheita das Amostras

Durante a colheita das amostras de sangue, cada cao foi registrado com um
numero, e em uma ficha de identificagdo, foram registradas informagdes sobre o
ambiente em que viviam e os possiveis fatores de risco a que estavam expostos

(anexo).
Em cada residéncia/propriedade, foram coletados, no maximo, trés caes.

Foi feita a contengdo do cdo com mordaga, e apds o animal estar
completamente imobilizado foi realizada a colheita do sangue, através de
venocentese da veia cefalica, sempre com o acompanhamento do proprietario. O
sangue foi colhido diretamente em tubos do tipo vacutainer sem anticoagulante,
estéreis, identificados e mantidos em temperatura ambiente para posterior
centrifugagdo, a uma velocidade de 3600 g (rotagbes por minuto) durante 10
minutos, retracdo do coagulo e obtengao do soro. As amostras foram processadas
no Laboratério de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas, RS.

Os soros dos caes foram acondicionados em tubos de polipropileno (tipo
eppendorf) identificados com o numero do cdo e mantidos a -20°C, até o momento

da realizagao da prova soroldgica.

4.4 - Analise Laboratorial
4.4.1 - Antigeno de Neospora caninum

Para a realizagao da prova soroldgica utilizou-se laminas sensibilizadas com
taquizoitos de N. caninum (cepa NC-1) mantidos em cultivo celular na Universidade
de Sao Paulo, no Laboratério de Doengas Parasitarias da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

As laminas foram acondicionadas em caixas de polipropileno e mantidas a -

20 °C até o momento do uso.

4.4.2 - Deteccao de anticorpos (RIFI) para N. caninum

O soro dos caes foi submetido a RIFI, segundo DUBEY et al. (1988a).
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Em cada lamina foram colocados os soros a serem testados, além de um
controle positivo e um negativo de origem canina, fornecidos pelo Laboratério de
Doencgas Parasitarias da Universidade de S&o Paulo. Em cada orificio da lamina, foi
colocado um soro, diluido em solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,2,
estéril (1,19g Na,HPO4, 0,22g NaH,PO4, 8,55g NaCl) acrescentado de 10g de soro-
albumina bovina (BSA), a partir da diluicdo 1:50 ( 2 ul do soro teste em 98 ul da
solugdo de diluicdo). Em cada orificio foi colocado um volume total de 20 nl. O
mesmo procedimento foi realizado com os controles positivos e negativos. O
material foi incubado por 30 minutos a temperatura de 37 °C, em camara umida.
Apoés o término da incubagao, cada lamina foi submetida a trés lavagens de cinco
minutos cada, em cubeta de vidro com solugéo tampao carbonatada de lavagem pH
9,0 estéril (11,4g Na,COs3, 33,6 NaHCO3, 8,5g NaCl e um litro de agua destilada).

As laminas foram secas em estufa com temperatura de 37 °C, para que o
processo de secagem fosse mais rapido. Apos a secagem, em cada orificio foram
acrescentados 20 ul do conjugado (IgG de coelho anti-IgG canina, marcada com
isotiocianato de fluoresceina — Sigma F-7884), utilizado na diluicdo de 1:700 em
PBS 7.2 pH 7,6 estéril (80g NaCl, 2g KCI, um litro de agua destilada, 14,99
NaHPO4, 2,49 KH2PO4) contendo Azul de Evans 0,01%. As laminas novamente
foram incubadas por 30 minutos a 37 °C e lavadas com solug¢ao tampao carbonatada
de lavagem pH 9 estéril. O processo foi 0 mesmo descrito anteriormente, sé que,
neste momento, a técnica é realizada em ambiente escuro para evitar a queima do
isotiocianato de fluoresceina. Apds a secagem em estufa com temperatura de 37 °C
foi feita a montagem das laminas com laminula utilizando-se glicerina tamponada
(pH 8,0).

As leituras foram realizadas em microscopio de fluorescéncia no aumento de
400x (Olympus — modelo BX-FLA). As reagdes foram consideradas positivas,
quando os taquizoitos apresentaram fluorescéncia periférica total. Os que
apresentaram fluorescéncia parcial, apical ou fraca foram considerados negativos
(PARE et al.,1995). Os controles positivos apresentavam sempre fluorescéncia total
bem visivel e os negativos encontravam-se sem fluorescéncia apresentando-se
avermelhados devido a presenca de Azul de Evans. O ponto de corte da reagao foi

de 1:50 e os soros positivos neste titulo foram diluidos seriadamente na base dois
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até a maxima titulagdo reagente (BARBER et al., 1997; BJORKMAN e UGGLA,
1999).

4.5 - Analise Estatistica

Os dados foram organizados em formato de banco de dados utilizando-se

planilhas eletrénicas do programa Excel do Windows (Microsoft).

Frequéncias de caes e de anticorpos para N. caninum foram calculadas
segundo os fatores de risco. Os valores foram comparados utilizando-se o teste de
Qui-quadrado (x?) e o teste exato de Fischer, através do programa estatistico Epi-

info 3.3.2, com intervalo de confianga de 95%.

Primeiramente, as variaveis independentes (fatores de risco para N.
caninum) foram sujeitas a analise univariada para verificar a associa¢cao de cada um
dos possiveis fatores de risco com a variavel dependente (positividade para N.
caninum) pelo teste de Qui-quadrado e teste Exato de Fisher. Foi adotado como
ponto de corte nesta etapa da analise um valor de P < 0,25 podendo entdo passar

para a proxima fase da analise (regresséo logistica).

Odds ratio (OR) foram calculados com intervalo de confianga de 95%,
também se obteve neste modelo o valor de P para cada variavel. O modelo foi
construido usando eliminacdo em ordem decrescente conforme valor de P. As
variaveis com P < 0,05 foram mantidas até o final da anéalise multivariada. Para a

realizacao do teste de regressao logistica foi utilizado o programa Statistix 8.0.



5- RESULTADOS
5.1 — Caracterizacdo da amostra

Os dados de frequéncias dos caes, segundo as variaveis estudadas, estédo

nas tab. 3 e 4.

Tabela 3 — Distribuicdo de caes (n=339) segundo possiveis fatores de risco para
infeccdo por N. caninum na area urbana e rural do municipio de Pelotas, RS.

Variaveis n Freqiiéncia de cées (%)
Urbanos 109 32,2
Origem Propriedade Leite 128 37,8
Propriedade Corte 102 30,1
0a3 145 42,8
Idade (anos) 3,1a6 103 30,4
>6 91 26,8
Sexo Fémea 181 53,4
Macho 158 46,6
- Companhia/guarda 165 48,6
Utilidade Pastoreio 174 51,3
Confinamento Temporario 66 19,5
Sempre Soltos 273 80,5
Alimentacio Comercial 61 18,0
¢ Caseira/carne crua 278 82,0
Raca Definida 159 46,9
¢ SRD 180 53,1
N° de cées naresidéncia 1a3 214 63,1
>4 125 36,9
Sinal nervoso no céao Néo 334 98,5
Sim 05 1,5
. : Nao 335 98,8
Sinal nervoso em filhotes Sim 04 1.2
Cées véao p/meio rural* Nao 9 72,5
Sim 30 27,5

*Fatores de risco relacionados a area urbana foram calculados sobre o n=109
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Foram analisados 339 animais, sendo 109 (32,2%) urbanos, 102 (30,1%)
rurais de propriedade de criacdo de gado de corte e 128 (37,8%) rurais de

propriedades de criagdo de gado de leite (tab. 3).

Nas propriedades rurais (leite e corte) visitadas, foi observada a presenca
de 388 caes, com média de 3,37 animais por residéncia. Deste total de cides do meio
rural 240 eram de propriedades de criagao de gado de leite e 148 de propriedades
de criagcdo de gado de corte. O numero médio de caes em propriedades de criagéo

de gado de leite foi de 3,53 e naquelas de criagdo de gado de corte 3,15.

A faixa etaria com maior nimero de animais foi a de 0 a 3 anos, com

frequéncia de 42,8%, decrescendo conforme aumento da idade.

Tabela 4 — Distribuicdo de cées estudados na area rural (n=230) segundo possiveis
fatores de risco para infecgado por N. caninum, no municipio de Pelotas, RS.

Variaveis n Frequéncia de cées (%)

Area (ha) <90 12 p

> 50 108 47,0

. Nao 103 44.8

Aborto em Bovinos Sim 127 55,2
: N&o 06 2,6

Contato ¢/ bovinos Sim 294 97,4

_ Campo 121 52,6
Destino das Carcacas Queima 109 47 4

: . * Nao 118 92,9
Diagnostico de Aborto Sim 09 7,1
Nao 83 36,1

Contato com Sorro Sim 147 63,9

Recolhe Carcacas N&o 134 58,3

* Dados de frequiéncia relacionados ao diagndstico de aborto foram calculados sobre o n=127

** Em 13 propriedades as carcagas eram queimadas no campo

Dentro da populagao estudada, 181 caes eram do sexo feminino (53,4%) e
158 (46,6%) do sexo masculino. A maior parte dos animais estudados tinha como
utilidade o pastoreio (51,3%), animais que s&o utilizados para o trabalho com os

bovinos, e os demais encontravam-se distribuidos entre guarda/companhia (48,6%).

Os animais, na sua maioria, permaneciam sempre soltos (80,5%). Na area

urbana todos os animais examinados eram domiciliados, mas tinham acesso a rua,
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nao ficando restritos aos limites do domicilio. Entre os caes urbanos, 27,5% eram

levados para o meio rural, esporadicamente.

Quanto a alimentagao oferecida aos caes, observou-se que um misto de
comida caseira (resto de alimentos e carne crua) era o tipo preferido pelos
proprietarios para ser dada aos animais (82,0%). Poucos animais (18,0%) eram

alimentados exclusivamente com ragdo comercial.

As racas foram divididas em Definidas e SRD (sem raga definida), a qual
teve o maior numero de animais analisados (180 caes) 53,1%. Os de raga definida

tiveram frequéncia de 46,9% (159 cées).

Quando foi perguntado aos proprietarios sobre a ocorréncia de sinais
nervosos nos caes, tanto animais adultos como em filhotes, observou-se que a
grande maioria nunca tinha observado este tipo de alteragdo nos animais adultos
(98,5%), nem em filhotes (98,8%).

A area das propriedades rurais foi classificada como menor ou maior que 50
ha. Entre os caes coletados, 53,0% viviam em pequenas propriedades, e 47%
viviam em propriedades com mais de 50 ha. Quanto a ocorréncia de problema de
aborto bovino na propriedade, 55,2% dos caes viviam em propriedades com o
problema. A grande maioria dos caes rurais (97,4%) tinha contato com os bovinos

no campo e também nas instalagdes das fazendas.

Quanto ao recolhimento de carcaca de bovinos do campo, constatou-se que
58,3% (134) dos caes coletados viviam em propriedades em que essa pratica nao
ocorre. Desses, apenas 13 caes (9,7%) vivem em propriedades em que as carcagas

bovinas sdo queimadas no campo.

A grande maioria dos caes estudados no meio rural (92,9%) vive em

propriedades que nao fazem o diagnéstico de aborto.

Dos cées do meio rural, 147 (63,9%) tinham algum tipo de contato com
canideos silvestres (sorros), uma vez que esses animais sado frequentemente vistos

nos arredores das propriedades.

Das 67 propriedades onde foi coletado sangue de caes e de bovinos de
criagdo de gado de leite, 18 (27%) tinham pelo menos um cao soropositivo para N.

caninum e 33 (49,3%) pelo menos um bovino soropositivo.
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A associacdo entre a soropositividade de caes e de bovinos nao foi
significativa (P = 0,24), mas verificou-se que 61,1% dos caes soropositivos viviam

em propriedades com pelo menos um bovino positivo.

5.2 — Ocorréncia de anticorpos para N. caninum

Dos 339 cades examinados 53 (15,63%) (I.C. 95% = 12 a 20,0%)

apresentaram anticorpos para N. caninum (fig. 2).

15,63%

I
8437% |

OPositivos

OMegativos

Figura 2 — Frequéncia de caes soropositivos para N. caninum na populagédo
estudada (urbanos e rurais), Pelotas — RS (n=339).

Observou-se que, do total de cdes examinados na area urbana, 5,50% (06
caes) tinham anticorpos para N. caninum enquanto que na area rural este percentual
foi de 20,43% (47 caes), ocorréncia quatro vezes maior, com diferenca estatistica
significativa (P < 0,05) (tab. 5).

Quando dividiu-se os animais por zonas estudadas, a ocorréncia em caes
urbanos foi de 5,5% (06 caes), enquanto que, na populagdo de céaes rurais de
propriedades de criagdo de gado de corte e de criagdo de gado de leite, os
percentuais foram de 28,4% (29 caes), de 14,1% (18 caes), respectivamente. Em
caes do meio rural, a ocorréncia foi duas vezes maior naqueles provenientes de
propriedades de criacdo de gado de corte do que naqueles de criagdo de gado

leiteiro, diferencga estatisticamente significativa (P < 0,05) (tab. 6).
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Tabela 5 — Ocorréncia de caes soropositivos para N. caninum em relagao a origem
(urbanos e rurais), Pelotas, RS.

Origem Total examinados N POS't'V(g/S
0
Urbanos 109 6 552
Rurais 230 47 20,4°
Total 339 53 15,6

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, representam diferenca estatistica entre si (p < 0,05).

Tabela 6 — Ocorréncia de caes soropositivos para N. caninum em relagao a origem

(urbanos, propriedades de criacdo de gado de corte e propriedades de criagdo de
gado de leite), Pelotas, RS.

Origem Total examinados N POS't'VO?,/O

Urbanos 109 6 552
Leite 128 18 14,1°
Corte 102 29 28,4°
Total 339 53 15,6

Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, representam diferenca estatistica entre si (p < 0,05).

Na fig. 3 verifica-se que, em relagéo a idade, no grupo com 0 a 3 anos a
frequéncia foi de 7,6% de soropositivos (I.C. 95% = 3,8 a 13,2%). Nos caes com

idade intermediaria (3,1 a 6 anos) 17,5% foram soropositivos (1.C. 95% = 10,7 a
26,2%).

entual de positivos (%)

0-3 anos 3,1a6anos > 6 anos

Idade dos animais

Figura 3 - Ocorréncia de caes soropositivos para N. caninum através da técnica de
RIFI, em relac&o a faixa etaria.
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Entre os animais mais velhos, com idade maior que seis anos, foi observado
26,4% de soropositivos (I.C. 95% = 17,7 a 36,7%). A andlise estatistica revela que a
prevaléncia de soropositivos é significativamente mais alta em cdes com idade

superior a 3 anos (tab. 7).

5.3 — Titulo de anticorpos para N. caninum

Os titulos de anticorpos encontrados pela RIFI, nas amostras de soros
analisadas, variaram de 1:50 a 1:1600, sendo que o titulo modal, nos trés

ambientes, foi o de 1:400, com um total de 19 caes (35,84%) com esta titulacao.

A tab. 8 demonstra a distribuicdo dos caes soropositivos, segundo os titulos
de anticorpos para N. caninum. Das 53 amostras positivas (titulo > 1:50), 12 (22,6%)
apresentaram titulo minimo de 1:50, enquanto que em 39 (73,6%) amostras os
titulos variaram de 1:100 a 1:800, e duas (3,8%) delas apresentaram titulo igual a
1:1600.

Tabela 7 — Titulo de anticorpos para N. caninum em caes de acordo com a faixa
etaria dos animais no sul do Rio Grande do Sul, Pelotas, RS.

Idade dos N° de Titulo (RIFI) Soropositivos
caes animais 50 100 200 400 800 1600 n (%)
0-3 145 3 - 2 3 1 2 11 (7,6)

31-6 103 2 3 3 9 1 - 18 (17,5)°
> 6 91 7 4 3 7 3 - 24 (26,4)°
Total 339 12 7 8 19 5 2 53 (15,6)

Diferentes letras demonstram diferencga estatistica P < 0,05 entre a condigdo soropositiva.

Tabela 8 - Titulo de anticorpos para N. caninum em caes da area urbana e rural do
sul do Rio Grande do Sul, Pelotas, RS.

Numero de caes positivos (%) Total de positivos (%)

Titulo de Anticorpos

Urbanos (n=6) Rurais (n=47) (n=53)
1:50 1(16,7) 11 (23,4) 12 (22,6)
1:100 0 7 (14,9) 7(13,2)
1:200 0 8(17,0) 8 (15,1)
1:400 3 (50,0) 16 (34,0) 19 (35,8)
1:800 2 (33,3) 3(6,4) 5(10,6)

1:1600 0 2 (4,3) 2 (3,8)
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5.4 — Associacao entre fatores de risco e soropositividade para N. caninum

Foi analisada a frequéncia de soropositivos, segundo os possiveis fatores de
risco. Aqueles que nao revelaram associagao, com valor de P = 0,25, na analise
univariada, encontram-se na tab. 9 e foram removidos do modelo (analise
multivariada). As variaveis com valor de P < 0,25 encontram-se na tab. 10 e foram
utilizadas no modelo multivariado (regressao logistica).

Quando foram comparadas as ocorréncias de animais soropositivos
segundo a origem dos caes, observou-se que no meio rural esse indice & de 20,4%,
significativamente superior ao de cées do meio urbano (5,5%). Entre os caes do
ambiente rural foi maior a freqliéncia de soropositivos em propriedades de criagcéo
de gado de corte (28,4%) do que em propriedades de criacdo de gado de leite
(14,0%).

Na variavel idade dos cées, foi observada associagao altamente significativa
com a soropositividade, demonstrando que a faixa etaria de 0 a 3 anos tem menor
ocorréncia de caes soropositivos para N. caninum quando comparada com o0s

animais mais velhos (P = 0,004).

Os céaes de racas definidas apresentaram maior freqiéncia de soropositivos
do que os caes sem raca definida, embora esta diferenca ndo tenha sido significativa
a nivel de P < 0,05.

Quanto ao destino dado a carcagas bovinas, constatou-se que a prevaléncia
de caes soropositivos foi maior em propriedades que deixam as carcacas no campo
(Fica no campo x Queima) (P = 0,006). Em 57,8% das propriedades de produgéo de
gado de leite € dado destino adequado as carcagas e fetos de animais e em
propriedades de criagdo de gado de corte este percentual foi de 34,3%. Esta
diferenca entre o tipo de exploracédo da propriedade e o fato de recolher as carcacas
e fetos de animais do campo e dar o destino adequado as mesmas foi
estatisticamente significativa P = 0,0006 (OR=0,37 IC 95% = 0,20-0,69).

A freqUéncia de soropositivos entre os cides de pastoreio, utilizados para o
trabalho com o gado, foi significativamente superior (P = 0,003) a daqueles de

companhia.
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Tabelas 9 — Variaveis (fatores de risco) sem associacdo significativa com a
soropositividade (p = 0,25) de cées da regido de Pelotas, RS.

Variavel dependente

Variavel independente Numero Positivo  Percentual (%) X? Valor de p
Contato com bovinos

Sim 224 47 20,9

Nao 06 0 0 1,6 0,25*
Sinal nervoso no cao

Sim 05 0 0

Nao 334 53 15,9 0,9 0,4*

Sinal nervoso em filhotes

Sim 04 0 0

Nao 335 53 15,8 0,7 0,5*
Aborto nos bovinos

Sim 127 25 19,7

Nao 103 22 21,6 0,1 0,75

Hectares
<50 122 22 18,0
>50 108 25 23,1 0,9 0,34
Caes vao para o meio rural
Sim 30 1 3,3
Nao 79 5 6,3 0,3 0,47*
Diagnodstico de aborto bovino
Sim 9 2 22,2
Nao 118 45 38,1 0,0 0,28*
N° de caes
1a3 214 31 14,5
>4 125 22 17,6 0,58 0,44

* Valores de p através do Teste Exato de Fisher.

As variaveis demonstradas na tab. 10, embora algumas ndo tenham

apresentado significancia estatistica em nivel de 95% (P < 0,05), foram utilizadas

para verificar o real efeito de cada uma na regressao logistica, uma vez que P <

0,25.
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Tabela 10 — Variaveis (fatores de risco) com (P<0,25), incluidas na regresséao
logistica.

Variavel dependente

Variavel independente Numero Positivo Percentual (%) X Valor de p
Origem*
Urbano 109 06 55
Rural 230 47 20,4 12,5 0,0004
Leite 128 18 14,0
Corte 102 29 28,4 7,21 0,007
Idade em anos*
0-3 145 11 7,6
>3,1 194 42 21,6 12,44 0,0004
Recolhe Carcaga*
Sim 96 13 13,5
Nao 134 34 25,4 4,82 0,03
Raca*
SRD 180 21 11,7
Definida 159 32 20,1 4,58 0,03
Destino de carcaca*
Queima 109 14 12,8
Fica no campo 121 33 27,3 7,34 0,006
Confinamento
Temporario 66 06 9,1
Sempre soltos 273 47 17,2 2,66 0,1
Presenca de sorro
Nao 83 12 14,6
Sim 147 35 23,8 2,85 0,09
Sexo
Fémeas 181 22 12,2
Machos 158 31 19,6 3,56 0,06
Utilidade*
Companhia/guarda 165 16 9,7
Pastoreio 174 37 21,3 8,6 0,003
Alimentacéao
Comercial 61 06 9,8
Caseira/carne crua 278 47 16,9 1,9 0,17

* Fatores de risco com p < 0,05, ou seja, representativo dentro da populagao.

5.5 — Regresséo logistica das variaveis com P < 0,25

O modelo inicial foi criado com as variaveis que na analise univariada
mostraram um valor de P < 0,25 (origem, idade, recolhe carcaga de animais mortos,
raca, destino dado a carcacgas, confinamento, presenga de sorro na propriedade,
sexo, utilidade, tipo de alimentagdo). O modelo final revelou existéncia de
associacao entre a soropositividade dos caes e duas variaveis, quando se comparou
o0 ambiente rural com urbano, e com trés variaveis quando a comparacao dos dados

foi feita somente no ambiente rural (leite e corte).
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Entre as variaveis que demonstraram associagao quando comparou-se area
urbana e rural (tab. 11) observa-se que idade e destino dado a carcacas e fetos,
apresentaram associagéo positiva com a condigdo sorologia para N. caninum ja que
o limite inferior do intervalo de confianca € maior que um, demonstrando assim que
ha associacdo neste intervalo. Verifica-se que os caes com mais de trés anos tém
3,75 vezes mais chances de estarem infectados por N. caninum do que os de idade
inferior (OR=3,75 IC 95%=1,78-7,91). Da mesma forma, cdes provenientes de
propriedades onde os proprietarios ndo costumam eliminar carcacas de animais
mortos estdo 2,67 vezes mais expostos a essa infeccdo do que os que eliminam
(OR=2,67 IC 95%=1,31-5,42).

Tabela 11 — Modelo final da analise multivariada (regresséo logistica) demonstrando
as variaveis que apresentaram associacado significativa com a sorologia dos caes
entre a area urbana e rural do sul do Rio Grande do Sul, Pelotas, RS.

Variaveis Odds ratio P IC 95%
Idade
0-3 1
>3,1 3,75 0,0005 1,78-7,91
Destino dado a carcacas e fetos
Queima 1
Deixa no campo 2,67 0,0066 1,31-5,42

Uma segunda andlise multivariada foi realizada utilizando-se apenas o
ambiente rural, dividido em propriedades de criagdo de gado de corte e propriedades

de criagdo de gado de leite (tab. 12).

Tabela 12 — Modelo final da analise multivariada (regressao logistica) demonstrando
as variaveis que apresentaram associacao significativa com a sorologia dos cées no
ambiente rural (corte e leite), do sul do Rio Grande do Sul, Pelotas, RS.

Variaveis Odds ratio P IC 95%
Origem

Leite 1

Corte 2,24 0,0245 1,11-4,53

Destino dado a carcacas e fetos
Queima 1
Deixa no campo 6,11 0,0495 1,00-37,17
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Os caes pertencentes a propriedades de criacdo de gado de corte tiveram
um risco maior (OR = 2,24) de serem soropositivos comparados com 0s animais
pertencentes a propriedades de criagdo de gado de leite. No ambiente rural também
observou-se que o risco de caes serem soropositivos para N. caninum € 6,11 vezes
maior em propriedades que ndo dao o destino adequado as carcacas de animais

mortos do campo do que naquelas que tem essa pratica.

A variavel confinamento dos cdes mostrou que os animais que ficam o
tempo todo soltos tem maior risco de serem soropositivos (OR = 0,36 IC 95%= 0,15-

0,88) apesar de um valor baixo de OR, mas com valor significativo P = 0,0243.



6 — DISCUSSAO

A técnica utilizada no presente trabalho foi a RIFI (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta) que tem sido empregada na maioria dos trabalhos
soroldgicos com cées, com ponto de corte de 1:50 (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Dos 339 animais examinados, 15,63% (53 caes) foram soropositivos para N.
caninum, indicando que estes animais foram expostos ao agente e responderam
imunologicamente com a produgéo de anticorpos especificos. Dados de prevaléncias
relatados na literatura tém ampla variagdo, desde 1% nas Ilhas Malvinas (BARBER
et al., 1997) até 29%, na Italia (CRINGOLI et al., 1996). Rasmussem e Jensen
(1996), na Dinamarca, observaram prevaléncia geral de cdes soropositivos para N.

caninum similar aos dados do presente estudo.

Na América do Sul, Barber et al. (1997) encontraram uma prevaléncia de
20% no Uruguai, posteriormente houve o relato de 37,8% na Argentina (BASSO et
al., 2001b), 18% no Chile (PATTITUCI et al., 2001). No Brasil Gennari et al. (2002)
observaram 18% de cades reagentes ao N. caninum na area urbana da cidade de
Sao Paulo. Fernandes et al. (2004) relataram que 14% dos cées de Uberlandia,
MG, estdo infectados por N. caninum. Azevedo et al. (2005) observaram 8,4% de
prevaléncia de anticorpos para N. caninum na Cidade de Campina Grande estado

da Paraiba.

A ocorréncia de caes soropositivos para N. caninum na area urbana da
cidade de Pelotas, RS, foi de 5,5%, valores também encontrados por Wouda et
al.(1999b) em area urbana na Holanda. Apesar de serem domiciliados, existe a
possibilidade destes caes se infectarem com oocistos eliminados por caes errantes,
uma vez que a maioria dos cies urbanos utilizados no estudo eram levado para

passearem nas ruas da cidade, nao ficando, portanto, restritos aos limites da
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residéncia. Frequéncias pouco mais elevadas foram observadas em varias partes do
mundo. No Chile, Pattituci et al. (2001), detectaram 12,5% de caes soropositivos na
area urbana, enquanto que, na ltalia, essa frequéncia foi de 11,7% (CAPELLI et al.,
2004).

Diferencas nas ocorréncias de caes soropositivos observados nos diversos
locais podem ser atribuidas aos diferentes testes soroldgicos utilizados e valores de
ponto de corte. Alguns autores consideram como limiar de positividade no teste de
RIFI a diluicdo de 1:200, o que embora diminua a sensibilidade, eleva sua

especificidade, reduzindo a ocorréncia de falso positivos (JESUS et al., 2006).

Soroprevaléncias distintas podem ser devidas também a diferengas de
exposig¢ao da populacédo canina aos fatores de risco da doencga. Cafion-Franco et al.
(2003) observaram que 8,3% dos cdes da area urbana do municipio de Monte
Negro, Rondbnia, foram soropositivos para N. caninum e esta soropositividade pode
ter sido devido a estes animais possuirem caracteristicas proprias. Apesar de serem
de area urbana, o municipio de Monte Negro é rodeado por floresta Amazdnica na
sua totalidade, o que pode favorecer o contato dos caes com animais silvestres e as

fontes de infeccéo.

No presente estudo, quando comparadas as ocorréncias de caes
soropositivos para N. caninum nos diferentes ambientes estudados (urbanos e
rurais), no meio rural a ocorréncia foi 4 vezes maior (20,4%) do que naqueles de
area urbana (5,5%). Esses dados reforgam a hipétese de que no meio rural o acesso
dos caes as fontes de infeccdo € mais facil, uma vez que estes animais tém a
possibilidade de ingestdo de carcagas de animais mortos deixados no campo assim
como fetos bovinos abortados e restos placentarios. A analise multivariada
demonstrou que este tipo de fator de risco é importante na epidemiologia da
neosporose, uma vez que caes provenientes de propriedades onde n&o existe o
habito de recolher os animais mortos ou fetos abortados do campo, tém 2,67 vezes

mais risco de serem soropositivos do que caes onde esta pratica é exercida.

Fernandes et al. (2004), em Minas Gerais, Uberlandia, demonstraram uma
prevaléncia duas vezes maior de anticorpos para N. caninum em caes do meio rural
em comparagdo com os da area urbana, corroborando com os dados ora

mencionados.
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Quando foram analisados separadamente no meio rural, caes provenientes
de propriedades de criagao de gado de corte e daquelas de criagdo de gado de leite,
observou-se que em propriedades de criagao de gado de corte a ocorréncia de caes
soropositivos € duas vezes maior do que naquelas de criagado de gado de leite. Esta
diferencga foi estatisticamente significativa (P < 0,05) sendo que o risco de caes se
infectarem pelo N. caninum é 2,24 (IC 95% = 1,11- 4,53) vezes maior em
propriedades de criacdo de gado de corte. Isso pode ser consequéncia de que, em
propriedades de criacdo de gado de leite os proprietarios tem um controle maior da
sanidade do rebanho e da propriedade, uma vez que 57,8% recolhem as carcagas
do campo, enquanto que, entre os de corte, esse habito existe em apenas 34,3%
das propriedades, sendo esta diferenga estatisticamente significativa. A analise
multivariada demonstrou que em propriedades rurais onde os proprietarios nao tém
o habito de recolher as carcacas de animais mortos do campo os caes tém 6,11

vezes mais risco de serem soropositivos para N. caninum.

Patitucci et al. (2001) detectaram uma maior porcentagem de animais
infectados, entre caes que eram utilizados para trabalhos ou esportes na zona rural,
0 que também foi observado no presente estudo pois caes que eram utilizados para
o pastoreio foram estatisticamente mais infectados do que os de companhia
(P=0,003).

Em estudo realizado na Amazdnia Ocidental Brasileira foi observado que
propriedades leiteiras, de criagcdo de gado de corte e mistas, apresentaram caes
soropositivos para N. caninum, e os valores de ocorréncias nao apresentaram
diferenca estatistica significativa entre si (P > 0,05). Esses achados indicam que,
independentemente da origem dos animais, a soropositividade se manteve similar
entre os ambientes (AGUIAR et al., 2006).

Varios estudos no Brasil demonstram indices variaveis de infecgdo por N.
caninum em rebanhos de gado leiteiro, comparados com os de gado de corte. Ha
relatos onde as taxas de soropositividade ao N. caninum sdo semelhantes entre

propriedades de criagdo de gado de leite e de corte (SARTOR et al., 2003).

Com relagao a idade dos caes, quando foi realizada a analise multivariada
com o total de cdes analisados, observou-se que cades com mais de 3 anos de idade
tem 3,75 (IC 95% = 1,78 - 7,91) vezes mais risco de serem soropositivos para N.

caninum do que cées jovens. Também foi observado um aumento da
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soropositividade a medida que aumenta a faixa etaria dos caes, o que indica a
importancia da transmissao horizontal do N. caninum nesses hospedeiros. Assim o
ciclo enteroepitelial do parasito pode ter ocorrido, determinando a produgao e
eliminacdo de oocistos através das fezes, contaminando o ambiente (agua e
alimentos) e aumentando o risco de infecgdo para os bovinos e outros potenciais
hospedeiros, como roedores e pequenos mamiferos, perpetuando assim a infecgao

no ambiente.

Dados semelhantes foram observados por Basso et al. (2001b) em
populagcdes de cades da area urbana e rural da Argentina. Os autores também
atribuiram o aumento da soropositividade com o aumento da idade, a infecgdo pos-

natal pelo parasito.

Soroprevaléncias associadas significativamente com a idade, sugestivas de
ocorréncia de transmissdo horizontal, foram observadas em estudos similares
(SOUZA et al., 2002; CANON-FRANCO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004 e
AGUIAR et al., 2006). Em contraste, diferencas nao significativas foram observadas
entre caes jovens e velhos em outros estudos (RASMUSSEN e JENSEN, 1996;
VARANDAS et al., 2001; AZEVEDO et al., 2005).

Barber e Trees (1998) relatam que a taxa de transmissao vertical de
neosporose em cées € baixa, ja que 80% da prole de mé&es soropositivas ndo é
infectada até o nascimento, indicando que a infecgdo pds-natal é significativa nesta

espécie, o que também foi demonstrado no presente estudo.

Poucos caes (1,5%) ja haviam apresentado sinais nervosos, o que poderia
ser um indicativo de neosporose. Entretanto nenhum deles foi soropositivo,
confirmando que a transmissao vertical ndo € a principal rota de transmissao de N.

caninum entre os caes nas condi¢des deste experimento.

A titulacdo maxima encontrada no presente estudo foi de 1:1600 (3,8%) e a
mais frequente, tanto no meio rural como na area urbana, foi 1:400 (34,84%). Na
maioria dos trabalhos realizados no Brasil ndo foi observada correlagdo entre
titulacado alta e neosporose clinica como também foi observado no presente estudo.
Souza et al. (2002) e Canon-Franco et al. (2003) também obtiveram semelhantes

observacgoes.
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Azevedo et al. (2005), demonstraram que nenhum dos caes analisados
tiveram sinais clinicos e desordens neuroldgicas, a maioria dos caes soropositivos
tiveram niveis baixos de anticorpos para N. caninum (titulo 1:50), o que também foi
observado por Teixeira et al. (2006) em cdes no Maranh&o. Barber et al. (1997)
sugeriram que titulos baixos poderiam sugerir falsos positivos, atribuindo a reagdes

inespecificas de anticorpos, principalmente com Toxoplasma gondii.

N&o foram observadas associagcbes estatisticamente significativas quando
comparou-se as prevaléncias entre machos e fémeas (P = 0,06) e entre ragas
(definida e SRD P = 0,06) tanto na analise univariada como na multivariada,
estando em conformidade com Basso et al. (2001b). De acordo com Dubey (2003), a
existéncia de predisposi¢cdo de raga ou de susceptibilidade diferencial do sexo a
neosporose nos caes sao ainda desconhecidas. Contrario a esses resultados,
Wouda et al. (1999a) demonstraram uma maior suscetibilidade nas fémeas adultas
do que nos machos, fato que pode ser relacionado a fatores hormonais presentes
durante a gestacdo (BARBER e TREES, 1996).

Ainda sao poucos os estudos que avaliam o quanto existe de associacio
entre a ocorréncia de caes soropositivos e o tipo de dieta que recebem. Cafon-
Franco et al. (2003), observaram que o efeito da dieta nao foi significativo, conforme
o0 observado no presente estudo, onde a dieta dos animais nao teve influéncia
estatistica significativa na soropositividade dos cé&es. Patitucci et al. (2001)
observaram que caes alimentados com carne crua, ou que tinham acesso a animais
abatidos clandestinamente, tiveram um risco 2,613 vezes maior de serem
soropositivos quando comparados com animais que se alimentavam a base de

concentrado ou comida caseira.

Foi verificado no presente estudo que a variavel confinamento dos caes,
quando testada na analise multivariada entre propriedades rurais, demonstrou
associagao significativa com a sorologia dos cédes (P = 0,0243). Cao que tem o
habito de permanecer sempre solto tem um risco maior de ser mais contaminado
com N. caninum do que aquele que permanece alguma parte do dia sob
confinamento. Esta pequena diferenca pode ser explicada pelo fato de que caes que
permanecem o tempo todo soltos tém mais acesso a possiveis fontes de infecgéo,
ingerindo presas, como por exemplo, pequenos mamiferos e aves, e também

carcagas de bovinos e fetos mortos no campo.
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O contato com canideos silvestres nao representou risco de infecgéo para N.
caninum em nenhuma das analises feitas no experimento. Patitucci et al. (2001) e
Canon-Franco et al. (2004), verificaram que canideos silvestres podem ser
infectados por N. caninum, uma vez que foram detectados animais soropositivos em
estudos realizado no Chile e na Regido Sul do Estado do Rio Grande do Sul,
podendo estes canideos representar risco de infeccdo do ambiente onde vivem

bovinos e cides domésticos.

No presente trabalho constatou-se que, em 26,8% das propriedades leiteiras
onde havia o contato bovino/cao, os caes eram soropositivos para N. caninum. No
Parana, indices superiores foram detectados por Guimaraes Junior et al. (2004),
quando verificaram que, em 65,2% das propriedades leiteiras, existe pelo menos um
céo soropositivo. Embora ndo tenha sido detectada associacdo significativa (P =
0,24) entre a soropositividade de caes e bovinos de leite, foi constatado que 61,1%
das propriedades com bovinos soropositivos também tinham caes soropositivos
enquanto naquelas cujos bovinos eram soronegativos esse indice foi de 38,9%.
Esses dados indicam a importancia do contato cao/bovino na epidemiologia da
doencga. Segundo Wouda et al., (1999b), a presenca de caes nas fazendas constitui
um fator de risco para neosporose pois em fazendas sem caes, a soroprevaléncia
nos bovinos foi significativamente mais baixa do que nas fazendas onde havia caes.
Basso et al. (2001b) e Sawada et al. (1998) descreveram similares observacdes. No
entanto, Aguiar et al., (2006) ndo observaram associagao significativa entre a
presenga e a auséncia de caes nas propriedades, em relagao a soropositividade dos

bovinos.



7 — CONCLUSOES

Neospora caninum esta presente na regido sul do Rio Grande do Sul, infectando

caes urbanos domiciliados e rurais.

A probabilidade de caes da area rural da regido serem soropositivos para Neospora

caninum é 4 vezes maior no ambiente rural.

O uso de caes para o manejo de bovinos, e o facil acesso destes animais a material
infectado, s&o importantes fatores de risco para Neospora caninum na regido

estudada.

Caes de propriedades de criagdo de gado de corte sdo 2,2 vezes mais soropositivos
para Neospora caninum do que caes de propriedades de criagdo de gado de leite,

na regiao estudada.

A principal forma de infecgdo por Neospora caninum entre os caes analisados € a
horizontal (pds-natal), uma vez que a soroprevaléncia aumenta de acordo com a

faixa etaria.
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ANEXO



Questionario sobre neosporose

Numero do formulario:

Data:

Nome do proprietario:

Municipio:

Localidade:

Telefone:

Qual o tipo de exploracao da propriedade: ( ) Urbano ( ) corte ( ) leite
Numero de hectares:

Hectares que usa em agricultura:

Hectares que usa em pecuaria:

Hectares que usa em arrendamento:

Qual a taxa de natalidade dos bovinos:

Tem problema de aborto nos bovinos: ( ) Sim ( ) Nao

Recolhe as carcagas de animais mortos do campo: ( ) Sim ( ) Nao

Recolhe os fetos abortados do campo: ( ) Sim ( ) Nao

Destino dado aos fetos:

Destino dado as carcacas:

Ja evidenciou aborto nos animais da propriedade: ( ) Sim ( ) Nao

Se sim quais espécies:

Tem diagnostico dos agentes causadores de aborto na propriedade e qual o causador:
Numero do c&o:

Nome do céo:

Raca:

Idade:

Sexo:

Qual utilidade e dada ao cao: ( ) companhia, ( ) guarda, ( ) caga, ( ) pastoreio
Os cées ficam: () confinados temporariamente, ( ) permanentemente ( ) sempre soltos
Os cées vao para o meio rural ( ) Sim ( ) Nao

Caes tem contato com outros animais, quais:

Algum sinal nervoso no cado: ( ) Sim ( ) Nao
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Que alimento da ao céo: ( ) racdo, ( ) carne crua, ( ) carne cozida, ( ) leite cru, ( ) restos de
alimentos ( ) cozido.

Ja evidenciou sinal nervoso em filhotes de caes: ( ) Sim ( ) Nao

Total de cées na propriedade:

Total de gatos:

Esses gatos tém acesso ao local de armazenamento das ragdes dos animais?
( )Sim ( )Néo

E aos Cochos?
( )Sim ( )Nao
Se ndo, como os mantém afastados?

() Tela ( ) Caes () Nenhum () Os gatos ndo vao por medo () Outros- Descri¢ao
de outros

Ja viu sorro na propriedade: ( ) Sim ( ) Nao

Se sim onde:

Diagnéstico sorolégico:

Titulacdo de anticorpos:



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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Baixar livros de Saude Coletiva
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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