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RESUMO

Boa-Morte, Murilo de Oliveira. Neosporose em vacas e fetos, procedentes da
mesorregido Norte Fluminense, destinadas ao abate. 2009. 54p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal, Sanidade Animal). Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos
dos Goytacazes, RJ, 2009.

Neosporose € uma doenga parasitaria de animais silvestres, de producédo e de
companhia causada pelo coccidio Neospora caninum. O objetivo desta pesquisa foi
determinar a freqiéncia da neosporose em vacas e respectivos fetos verificando a
taxa de transmisséo vertical para a regido Norte Fluminense. Para tanto, amostras
de sangue de vacas vazias e prenhes e seus respectivos fetos foram coletadas em
um frigorifico no Municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, sendo estes animais
caracterizados em animais de corte e leiteiros, divididos em animais com até trés
anos e com mais de trés anos. O tempo de gestacéo foi determinado de acordo com
a idade fetal. Para determinagdo e titulacdo de anticorpos anti-N. caninum foi
utilizado o teste de ELISA (“kit” Herdcheck anti Neospora da IDEXX). Para verificar
a associacdo entre as variaveis foi utilizado o teste estatistico do ¢ e o de Fisher
com intervalo de confianga de 95%. Verificou-se uma freqiéncia de 19% dos
animais abatidos, sendo esta variavel entre os municipios de origem, ndo havendo
diferencas quanto a aptidéo, idade, estado gestacional, nem no tempo de gestacéo.
Foi verificada uma taxa de 67% de transmissdo vertical, a partir de animais
altamente positivos, o que permitiu concluir que a neosporose esta presente de
forma enzootica na regido Norte Fluminense e que vacas consideradas altamente
positivas sdo mais importantes na manutencdo do agente etioldgico da doenca por

causa da alta taxa de transmissao vertical.

PALAVRAS-CHAVE: Neosporose; ELISA; transmisséo vertical; bovinos.



ABSTRACT

Boa-Morte, Murilo de Oliveira. Neosporosis in cows and fetus, derived from the
North Fluminense region, destined to slaughter. 2009. 54p. Dissertation (Master
Science in Animal Science, Animal Sanity). Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuérias, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos
dos Goytacazes, RJ, 2009.

Neosporosis is a parasitic disease of wild, production and pet animals caused by the
coccidean Neospora caninum. The aim of this research was to determine the
frequency of neosporosis in cows and respective fetuses verifying the rate of vertical
transmission for the North Fluminense area. To this, blood samples of empty and
pregnant cows and their respective fetuses were collected in a slaughterhouse at the
city by of Campos of Goytacazes, RJ, being animals characterized in beef and dairy
cattle. Animals were divided in until three years and more than three years of age.
The time of gestation was determined in agreement with the fetal age. For detection
and titer of the antibodies anti-N. caninum ELISA test was used (kit Herdcheck anti
Neospora of IDEXX). To verify the association among the variables were used c?
and Fisher tests with 95% interval of confidence. A frequency of 19% was verified
among the municipal districts, differences were not observed as the aptitude, age,
gestational state and gestational period. A tax of 67% of vertical transmission was
verified, from animals strongly positive. So these results allowed to conclude that
neosporosis is present as an enzootic form in the North Fluminense region and cows
considered strongly positive are more important in the maintenance of the epidemic

chain of neosporosis in this region due to the high rate of vertical transmission.

KEY-WORDS: Neosporosis; ELISA; vertical transmission; bovines.
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1. INTRODUCAO

Neosporose é uma doenca parasitaria de animais silvestres, de producéo e
de companhia causada pelo coccideo Neospora caninum. Assim como O
Toxoplasma gondii, este agente pode infectar células de animais de sangue quente
e apresenta distribuicdo cosmopolita, porém até o momento néo foi relatado nenhum
caso de neosporose em humanos.

O agente e a doenca tém despertado grande interesse, fazendo com que
pesquisadores do mundo inteiro trabalhem com intuito de elucidar e conhecer melhor
0s mecanismos de dispersao do parasito.

O principal efeito das infecgbes por N. caninum em gado, principalmente o
leiteiro, € o abortamento, e em algumas regifes geograficas 42,5% dos casos de
aborto sédo atribuidos a neosporose. O impacto econémico € dependente de custos
indiretos, bem como do valor do feto perdido. Custos indiretos incluem ajuda
profissional e custos associados com o estabelecimento do diagnéstico, aumento do
intervalo entre partos, possivel perda na producgéo leiteira, nascimento de filhotes
fracos ou doentes e com a reposicdo de animais apds o descarte de vacas que
abortam.

Estima-se que na Califérnia, nos EUA a neosporose, em gado leiteiro, &
responsavel por gerar perdas em torno de 35 milh6es de délares/ano, enquanto que
na Austrélia essas perdas estariam estimadas em 85 milhdes de dolares/ano para a
industria leiteira e 25 milhdes de délares/ano para a industria de carne bovina.

A auséncia de informacgBes no que diz respeito ao diagndstico, a patologia e
aspectos morfobioldgicos, a possivel presenca de N. caninum como causador de
abortamentos e o impacto da doenga na mesorregido Norte Fluminense, motivaram
a realizacao do presente estudo, objetivando, portanto, melhorias nas condi¢cdes de
diagnostico da neosporose bovina e determinar a freqiéncia da nfeccao natural por
N. caninum em vacas e respectivos fetos verificando a taxa de transmissao vertical

para a regiao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORICO

Em 1984 uma doenca neuroldgica foi reconhecida em trés ninhadas de cées
da raca boxer, na Noruega (BJERKAS et al., 1984), com sintomas similares aos
causados pela infeccdo por T. gondii, sendo responsavel por lesbes no cérebro e
musculos. Entretanto, anticorpos anti-T. gondii ndo foram observados no soro
desses cées e nem foi possivel o isolamento do parasito dos animais infectados em
camundongos. Em 1988, um parasita morfologicamente similar ao T. gondii foi
evidenciado em cées nos EUA, no entanto caracteristicas proprias deste parasita
puderam classificalo como uma nova espécie, sendo entdo denominado N. caninum
(DUBEY etal., 1988).

Historicamente, Thilsted e Dubey (1989) foram os primeiros a reportarem a
presenca de N. caninum em cérebro de fetos de um rebanho bovino com
abortamentos persistentes no Novo México. Inicialmente, o diagnostico presuntivo foi
feito baseado em achados de alguns cistos de um suposto T. gondii e a ineficicia de
achar qualquer outra causa de aborto. Toxoplasmose foi excluida porque nenhum
anticorpo anti-T. gondii foi verificado nas vacas que abortaram e T. gondii até entéo
ndo havia sido responsavel por causar aborto em vacas. Finalmente o diagndéstico
de neosporose foi confirmado quando o soro especifico de N. caninum ficou
disponivel (LINDSAY; DUBEY, 1989a) e mais tarde Anderson et al., 1991 e Barr et
al., 1991 descreveram este protozoario como responsavel pela maior causa de

abortamento de bovinos leiteiros da Califérnia.

2.2. Neospora caninum

Neospora caninum €é um parasito intracelular obrigatério que ¢é
estruturalmente e biologicamente muito similar ao T. gondii, sendo confundido com

este até 1988 (HEMPHILL et al., 1996). Este parasito foi isolado pela primeira vez
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em um cdo que apresentava problemas neurologicos, paralisia seguida de morte
(DUBEY etal., 1988).

Com base na sua analise de DNA, o parasito foi colocado no filo
Apicomplexa, dentro da familia Sarcocystidae (ELLIS et al., 1994). O céo foi
comprovadamente caracterizado como hospedeiro definitivo, com eliminacdo de
oocistos ndo esporulados em suas fezes de 8 a 27 dias apds ingestédo de cistos (Mc
ALLISTER et al., 1998). Heteroxeno obrigatério o parasito tem como hospedeiros
intermediarios o préprio cado, eqlinos, ovinos, caprinos, bovinos e outros mamiferos
(HEMPHILL et al., 1996; DUBEY, 1999a; GONDIM et al., 2004).

2.2.1. Classificagéo

De acordo com Curent et al. (1990) e Cavalier-Smith (1993) a classificacao

taxonémica proposta para o parasito € a seguinte:

Império Eukariota, Cavalier-Smith, 1993;
Reino Protozoa Owen, 1858;
Filo Apicomplexa Levine, 1970;
Classe Sporozoasida Leukart,1879;

Subclasse Coccidiasina Leukart, 1879;

Ordem Eucoccidiorida Léger; Doboscq, 1910;
Subordem Eimeriorina Léger, 1911,

Familia Sarcocystidae Poche, 1913;
Subfamilia Toxoplasmatinae Bioca, 1956;
Género Neospora Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988;
Espécie N. caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988.

Contudo, existe uma discusséo envolvendo a aceitacdo ou ndo deste novo
género com base no Codigo de Nomenclatura Zoologica (DUBEY et al., 2002;
HEYDORN; MEHLHORN, 2002).
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2.2.2. Biologia

Estudos experimentais verificaram que o cdo pode agir como hospedeiro
definitivo (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999a), apds a ingestao de
cistos teciduais, eliminando oocistos ndo esporulados em suas fezes. Assim sendo,
N. caninum passou a ser considerado um parasito que tem seu ciclo biolégico
heteroxeno obrigatério, possuindo uma grande variedade de hospedeiros
intermediarios demonstrados, tanto experimental, quanto naturalmente, tais como:
bovinos, equinos, caes, camundongos, gerbils, ovinos, suinos, coiotes, raposas,
bufalos (DUBEY, 1999b).

Trés tipos celulares sdo reconhecidos, os taquizoitos, os bradizoitos e os
esporozoitos. Os taquizoitos sdo encontrados livres ou em col6nias em células do
sistema nervoso central (SNC), macrofagos, células endoteliais vasculares, midcitos,
células epiteliais tubulares renais, hepatdécitos, coracdo, pulmdes, rins, placenta e
liquido amnidtico e em outras células do corpo (DUBEY, 1999b; LINDSAY; DUBEY,
2000).

Analogamente ao que ocorre com T. gondii, com o desenvolvimento da
resposta do hospedeiro e a presenca de outros fatores fisioldégicos, os taquizoitos
diferenciam-se em bradizoitos e uma infeccdo persistente com presenca de cistos
teciduais é estabelecida (LYONS et al., 2002), principalmente no SNC (DUBEY,
1999b).

Os bradizoitos freqlientemente observados em cistos teciduais podem estar
presentes, tanto nos hospedeiros intermediarios quanto nos definitivos e foram
encontrados, até o momento, somente nos tecidos do sistema nervoso central
(cérebro, cordao espinhal e retina).

A localizacdo dos estadios enddégenos de N. caninum que déo origem a
eliminagdo de oocistos. O periodo pré-patente € de cinco dias ou mais a partir da
ingestao de cistos teciduais (LINDSAY et al., 1999a). Oocistos deste parasito sao
eliminados n&o esporulados nas fezes (McALLISTER et al., 1998) e esporulam
dentro de 24 horas a 37°C, apresentando-se com dois esporocistos com quatro
esporozoitas cada (LINDSAY et al., 1999a), tornando-se infectantes para

hospedeiros definitivos e intermediarios, como no caso dos bovinos que podem se
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infectar por via oral, através de oocistos esporulados eliminados por cdes (De
MAREZ et al., 1999).

2.3. NEOSPOROSE EM CAES

De acordo com a literatura, a maioria dos casos de neosporose clinica em
cées, ocorre em filhotes infectados no utero materno (DUBEY et al., 1998;
PASQUALI et al, 1998). Os principais sintomas clinicos encontrados nessa
enfermidade em cées sdo: a encefalite, polimiosite, poliradiculoneurite e paralisia
anscendente (DUBEY et al., 1998). Uma forma incomum de neosporose encontrada
em caes adultos é a dermatite(DUBEY, 2003).

A importadncia da neosporose em caes decorre de que a presenca destes
guando soropositivos para N. caninum em fazendas estédo correlacionados com as
altas soroprevaléncias do parasito no rebanho bovino, dessa forma o céo parece ter
um importante papel epidemiolégico na rota da transmissao horizontal da infecgdo em
rebanhos bovinos (DUBEY, 1999b; WOUDA et al., 1999), o que foi comprovado no
México por Sanchéz et al. (2003). Entretanto, estudos epidemiol6gicos realizados
indicam que a infec¢cdo pods-natal tem menor importancia, ocorrendo em niveis
inferiores aos verificados para a via transplacentaria, que varia entre 50 e 95%, sendo
considerado o principal modo de transmissdo em bovinos, responséavel pela
propagacao e manutencdo da infeccdo nos rebanhos (SCHARES et al., 1998; HALL
et al., 2005).

2.4. NEOSPOROSE EM BOVINOS

Tanto o gado de corte, quanto o leiteiro em todo o mundo tem sido relatado
como portador de N. caninum, sendo que em algumas regides a prevaléncia chega a
ser de 100% (DUBEY, 1999b). O abortamento tem sido o Unico sinal clinico
observado em vacas adultas, ocorrendo em sua maioria entre o 5° e 0 6° més de

gestacdo (ANDERSON et al., 1991). Dentro do rebanho o abortamento pode ocorrer
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de forma enzodtica ou em surtos epizooticos. Os fetos podem morrer no Utero,
sendo estes reabsorvidos, mumificados ou autolizados; nascerem mortos; Vvivos,
porém doentes ou clinicamente normais e portadores da infec¢do (YAEGER et al.,
1994).

Outros sinais clinicos associados a neosporose, tais como: flexdo ou
hiperextensdo dos membros; ataxia; diminuicdo do reflexo patelar e perda da
propriocepgdo consciente; perda de peso e incapacidade para se levantar, tém sido
descritos somente em bezerros com menos de 2 meses de idade, ou que nascem
infectados (DUBEY; LINDSAY, 1996; BARR et al., 1993).

2.5. PERDA ECONOMICA

O impacto econémico gerado pela enfermidade pode ser caracterizado pelos
custos decorrentes de abortos, principalmente com perda de fetos de alto valor
genético, perda do cio, aumento do tempo de lactacdo, menor producdo de leite e
tempo na substituicdo de animais produtores, porém portadores da enfermidade que
devem ser sacrificados (THURMOND; HIETALA, 1996; 1997a; HADDAD et al.,
2005).

Além dbs prejuizos, acima citados, ha os custos com o diagnostico e com
Médicos Veterinarios. Embora seja dificil obter valores precisos sobre perdas
econbmicas, na pecuaria bovina, atribuidas a neosporose, Dubey (1999b) calculou
para Califérnia, custos diretos devido aos abortamentos causados por N. caninum na
faixa de US$ 35 milhdes por ano. Kasari et al. (1999) simularam as perdas totais
relativas a neosporose em torno de US$ 7,6 milhdes a US$ 24 milhdes em rebanhos

de corte no Texas, EUA.

2.6. DIAGNOSTICO

A presenca de anticorpos especificos no soro de vacas que abortaram e de

caes é somente um indicativo da exposi¢cdo dos animais para o N. caninum , assim
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como, um resultado negativo pode sugerir que o0 parasito ndo esta envolvido no
abortamento, contudo flutuacbes de titulos em vacas soropositivas podem ser
observadas (DANNATT, 1997; SCHARES et al.,, 1999). Portanto, os resultados da
sorologia em vacas devem ser confrontados com os do soro do feto ou ainda com o
isolamento do parasito no feto abortado (Munhoz,2004). Varios testes soroldgicos
tém sido usados para detectar anticorpos deste parasito, incluindo o teste de ELISA
(BJORKMAM et al., 1999; ATKINSON et al., 2000), a imunofluorescéncia indireta
(RIFI), e o teste de aglutinagdo direta (DUBEY et al., 1997; PACKHAM et al., 1998;
ROMAND et al., 1998; WOUDA et al., 1998) e o “Western Blots” (ATKINSON et al.,
2000).

Schares et al. (2002) registraram uma alta sensibilidade do ELISA utilizado no
estudo frente a RIFl. Os soros positivos no ELISA, também reagiram
especificamente com o “Imuno Blots”, indicando que a discrepancia entre o ELISA e
a RIFI, ndo foi em virtude de uma pobre especificidade do ELISA.

Uma das técnicas mais utilizadas no diagnéstico de aborto em bovinos, bem
como em estudos epidemiolégicos e filogenéticos € a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a deteccdo do DNA gen6mico do parasito nos tecidos fetais,
devido a sua rapidez e facilidade de execucao, além da tolerédncia com relacédo a
gualidade da amostra enviada (BASZLER et al.,, 1999; SCHOCK et al., 2000;
COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002).

O exame do feto se faz necessario para um diagnostico definitivo da
neosporose. O ideal seria que todo o feto fosse analisado, porém caso ndo seja
possivel, amostras de cérebro, coracdo e figado devem ser coletadas e enviadas
para avaliacdo histopatoldgica (DE MEERSCHAM et al., 2002) e imunohistoquimica
(BASZLER et al., 1999; DUBEY, 1999a), além da avaliacdo sorologica de fluidos
corporais e do soro sangliineo (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY, 2003).

A presenca de anticorpos no soro de fetos abortados confirma a infeccgéo,
contudo resultados negativos ndo podem descartar a presenca do parasito, pois a
sintese de anticorpos pelo feto é dependente do periodo da gestacdo, nivel de
exposicao, e tmpo entre a infeccdo e o abortamento (BARR et al., 1995; WOUDA et
al., 1997). Além disso, o tempo de autélise fetal pode acelerar a degradacdo das
imunoglobulinas, gerando com isso resultados falso-negativos (WOUDA et al.,
1997).



21

Além dos métodos ja descritos ha ainda o isolamento do parasito em cultivo
celular ou em animais de laboratério (LINDSAY; DUBEY, 1989b).

O diagnéstico da neosporose por meio de ensaio biolégico era dificil de ser
realizado, pois ndo havia um modelo satisfatério utilizando roedores, visto que N.
caninum nédo era patogénico para diversas linhagens de camundongo (LINDSAY;
DUBEY, 1989b; 1990), somente certas linhagens imunodeficientes ou quimicamente
imunossuprimidos eram susceptiveis com a inoculacdo parenteral de taquizoitos
(LINDSAY et al, 1995; DUBEY et al., 1998), ndo sendo vista susceptibilidade para
inoculagéo oral com oocistos de N. caninum (LINDSAY et al., 1999b).

Hoje se sabe que gerbils (Meriones unguiculatus) sédo susceptiveis para
taquizoitos (GONDIM et al., 1999a) e oocistos (DUBEY; LINDSAY, 2000), sendo

utilizados como modelos em bioensaio para o isolamento de N. caninum.

2.7. EPIDEMIOLOGIA

Neospora caninum é transmitido verticalmente de forma eficiente em bovinos,
provavelmente por varias geracées. Vacas que abortam uma vez podem abortar de
novo, ndo ocorrendo a transmisséo vertical do parasito (ANDERSON et al., 1997).

Um melhor entendimento da dinamica de transmissdo deste protozoario
dentro da populacdo bovina faz-se necesséario para adocdo de estratégias de
controle adequadas. Estudos nos BJA e no Reino Unido tém mostrado uma alta
probabilidade (81-100%) das vacas infectadas transmitirem N. caninum aos fetos
durante a gestacéo (PARE et al.,1995; THURMOND:; HIETALA, 1997b; DAVISON et
al., 1999), pois os estadios assexuados de N. caninum s&o transmitidos
verticalmente em bovinos por varias geracbes (DUBEY, 1999a). Em contraste,
poucas taxas de transmissao horizontal (como indicativo de soroconversao) tinham
sido registradas até 1999 (HIETALA; THURMOND, 1999; DAVISON et al.,1999).
Contudo, modelos matematicos sobre a infeccdo por N. caninum dentro de fazendas
leiteiras, sugerem que as baixas taxas de transmissdo horizontal podem ser
importantes para a manutencao da infeccdo dentro dos rebanhos (FRENCH et al.,
1999), a menos que animais soropositivos sejam selecionados, para a reproducdo
(BJORKMAN et al., 1996).
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Embora a transmissédo vertical possa contribuir significativamente para a
persisténcia da infeccdo na fazenda, a infeccdo horizontal em bovinos tem sido
também documentada (THURMOND et al., 1997; DIJKSTRA et al.,, 2001a) e hoje
caracterizada em varios estudos como um importante modo de infeccdo
(MCALLISTER; LATHAM, 2002).

Em propriedades onde a transmissao vertical € a rota dominante de infecgéo,
0S soropositivos encontram-se uniformemente distribuidos entre as diferentes faixas
etarias e pertencentes as mesmas linhagens de familia (WOUDA et al., 1999;
DIJKSTRA et al., 2001a). A evidéncia de uma infec¢cdo horizontal ou pds-natal &
observada, quando existe uma falta de associacdo entre o status soroldgico das
vacas em relacdo a suas filhas (THURMOND et al., 1997), diferenca no niamero de
animais soropositivos de acordo com a faixa etaria (DIJKSTRA et al., 2001a),
presenca de uma curva epidémica durante surtos de abortamentos associados a N.
caninum (McALLISTER et al., 1996; 2000), infeccdo aguda baseada nos resultados
do ELISA por avidez (BJORKMAN et al.,, 1999; JENKINS et al., 2000) e por
observacdo da soroconversdo em estudos longitudinais (DAVISON et al., 1999;
HIETALA; THURMOND, 1999).

2.8. CONTROLE E PROFILAXIA

N&o existe um tratamento contra a neosporose, desta forma, medidas de
controle e profilaxia fundamentados nos aspectos epidemiol6gicos conhecidos, até o
momento devem ser realizadas com o intuito de evitar a disseminagcdo da doenca.
Recomenda-se que caes, principais hospedeiros definitivos domésticos, até o
momento, ndo devam ter acesso as instalacdes, a 4gua ou comida das vacas, para
evitar uma possivel contaminagdo, com suas fezes (DIJKSTRA et al., 2002). Assim
como, deve ser evitado o consumo de placentas, carcagas, descargas uterinas das
vacas e alimentacdo com carne crua (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 2000; BASSO et al.,
2001; DIJKSTRA et al.,, 2001b). Embora, a transmissédo horizontal, entre vacas,
ainda nédo tenha sido provada, alguns autores tém recomendado o descarte do

animal, devido a eficiéncia da transmisséao vertical (TRESS et al., 1999).
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Embora pouco se saiba sobre o tempo de eliminacdo e a resisténcia dos
oocistos no ambiente, é prudente evitar a contaminacdo de agua e alimentos, com
fezes de caes, além de se evitar a ingestéo por cées de fetos abortados, membranas
fetais e bezerros mortos. Vacinas nao sao eficazes para prevencao do abortamento
bovino por neosporose ou para evitar eliminacdo dos oocistos do parasita pelos
cées, sendo o descarte dos bovinos acometidos o Unico caminho, para prevencao
da transmisséao vacafeto (DUBEY, 1999a).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

As amostras para este estudo foram coletadas na linha de abate de um
frigorifico, com Servico de hspecédo Estadual (SIE), no Municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ.

O processamento do material foi realizado no Hospital Veterinario da UENF
no Setor de Clinica Médica dos Grandes Animais Domésticcs, do Laboratorio de
Sanidade Animal (LSA).

3.2. ANIMAIS UTILIZADOS E SUAS ORIGENS

Foram utilizadas um total de 80 vacas divididas por conveniéncia em 35 vacas
vazias e 45 prenhes, além dos respectivos fetos destas vacas, oriundas de 10
propriedades de bovinos de corte e leiteiros dos municipios de Campos dos
Goytacazes, Cardoso Moreira e Concei¢do de Macabu, todos da mesorregido Norte
Fluminense.

A origem dos animais foi obtida através da Guia de Transito Animal (GTA),
emitido pela Defesa Sanitaria Animal.

3.3. CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS

A aptiddo das vacas foi determinada pela observagdo fenotipica dos animais
caracterizando-as em vacas de corte ou leiteiras.
Através de inspecdo visual das mudas dentarias, as vacas foram

caracterizadas quanto a idade (DIRKSEN, et al. 1993). Desta forma, vacas com

erupcdo da denticdo permanente dos incisivos centrais e mediais foram
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caracterizadas com idade de até 3 anos e vacas com erupcao dos incisivos laterais e
cantos com idade acima de trés anos.

A determinacdo da idade fetal (Figura 1) e conseqiientemente o periodo de
gestacdo da vaca, foi calculada de acordo com a férmula adaptada de Noakes

(1986), citado por Collantes-Fernandez (2003) a seguir:

2,54

2 x distancia entre a regido occipital e a base da cauda
Idade fetal =

Figura 1- Fetos bovinos em diferentes tempos de gestagc&o. As setas indicam o local

de medida para avaliacdo da idade fetal. (A) feto no terco inicial de
gestacdo. (B,C e D) fetos no terco médio de gestacao
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3.4 COLETA DE SANGUE

Foram colhidos 8 ml de sangue da veia jugular das vacas apds assepsia local
com solucéo de alcool iodado a 2% utilizando-se agulhas descartaveis de dimenséo
40x12. Nos fetos a coleta das amostras de sangue foi feita nos vasos sanguineos do
corddo umbilical utilizando-se escalpe 21G acoplado a seringa descartavel de 10 ml.

O sangue foi colocado em tubos de 8,5 ml (BD Vacutainero) com gel

separador, identificados e mantidos em refrigeracao até seu processamento.

3.5. PROCESSAMENTO DO SANGUE

3.5.1. Obtencéo do soro

As amostras de sangue foram centrifugadas a 350g por 10 minutos para a
separacao do soro e este foi acondicionado em tubo plastico tipo “Eppendorf” de 2,0
ml, em duplicata, identificados e armazenados a temperatura de —20 °C até o

momento da realizacdo dos exames.

3.5.2. Sorologia

Para deteccao e titulacdo de anticorpos anti-N. caninum em vacas e fetos foi
utiizado o teste de ELISA indireto, obedecendo aos procedimentos do “kit”
Herdcheck anti-Neospora da IDEXX para detecgédo de anticorpos anti-N. caninum
em ruminantes (Herdcheclk&, IDEXX Laboratories Inc. EUA) (Figura 2). Os valores
de absorbancias foram aferidos utilizando-se leitor de ELISA multiskan EX

(Labisystems) com filtro de 620nm, onde se obteve a razdo S/P como a seguir:
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(Valores médios de absorbancia da amostra) — (Valor médio do controle negativo)

SIP = . — — .
(Valor médio do controle positivo) — (Valor médio do controle negativo)

De acordo com protocolo do kit amostras com razdo S/P igual ou superior a

0,5 foram consideradas positivas.

Figura 2 — “Kit" ELISA (Herdchecka, IDEXX Laboratories Inc. EUA), para deteccao

de anticorpos anti-N. caninum em ruminantes.
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3.5.3. Transmisséao vertical de Neospora caninum

A frequiéncia da transmissao vertical foi estimada em porcentagem,obtida pela

razao do numero de fetos soropositivos sobre o nimero de vacas prenhes positivas,
multiplicado por 100.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a associagdo entre as variaveis municipios (Campos dos
Goytacazes, Cardoso Moreira e Conceicdo de Macabu), foi utilizado o teste
estatistico do Qui-quadrado cam intervalo de confiangca de 95%. Para a variavel
aptiddo na regido e por municipio utilizou-se o Teste de Fisher, com intervalo de
confianca de 95%. Para avaliar a correlagéo da transmisséo vertical (vaca x feto, feto
x idade fetal e vaca x idade fetal) utilizou-se a regresséo linear multipla e como
variavel a razdo S/P das vacas positivas e respectivos fetos, além da idade desses
fetos.

Para auxilio nos calculos estatisticos foi utilizado o software Sistema para
Andlise Estatistica (SAEG 9.1).
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4. RESULTADOS

4.1. FREQUENCIA DE NEOSPOROSE NO NORTE FLUMINENSE

Das amostras de soros recolhidas de 80 vacas, encaminhadas para o abate,
procedentes da mesorregido Norte Fluminense, verificou-se que 19% dos animais
tiveram anticorpos anti-N. caninum, em que oito (14,5%) tinham caracteristicas
fenotipicas de animais para corte e sete (28%) de aptidao leiteira, ndo se
observando diferenca significativa (p= 0,2160) quanto a aptiddo dos animais
(Tabelal).

Tabela 1- Frequiéncia de vacas sorologicamente positivas para pesquisa de anticorpos anti-
Neospora caninum de acordo com a aptiddo dos animais destinados ao abate na
mesorregido Norte Fluminense.

Variavel Animais Valor de P!
(Aptidao) Positivo Negativo Total
Corte 8 a7 55 (69%)
Leite 7 18 25 (31%) 02160
Total 15 (19%) 65 (81%) 80 (100%)

“Para o Teste de Fisher
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4.1.1. Frequéncia de neosporose nos municipios

Observou-se também uma soroprevaléncia varidvel de acordo com o0s

municipios de origem dos animais abatidos, com diferenca estatistica para os

municipios de Cardoso Moreira e Concei¢édo de Macabu (Tabela 2).

Tabela 2- Pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em vacas abatidas de acordo
com a procedéncia da mesorregido Norte Fluminense.

Animais Frequéncia
Municipios — _
Positivo Negativo Total %
Campos dos Goytacazes 5 (6,25%) 24 (30%) 29 (36,25%) 17,2 (AB)
Cardoso Moreira 1 (1,25%) 25 (31,25%) 26 (32,5%) 3,8 (A)
Conceicédo de Macabu 9 (11,25%) 16 (20%) 25 (31,25%) 36,0 (B)

Total 15 (18,75 %)

65 (81,25%) 80 (100%)

Letras diferentes na coluna diferem significativamente (p= 0,0128) pelo Teste cZ com 95% de intervalo de

confianga
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4.1.1.1. Campos dos Goytacazes

Foram avaliados 29 animais oriundos de quatro propriedades localizadas no
Municipio de Campos dos Goytacazes e destes cinco (17%) apresentaram
anticorpos anti-N. caninum (Tabelas 2 e 3). Verificou-se também que das quatro
propriedades, duas (50%) tinham pelo menos um animal soropositivo, encontrando-
se prevaléncia de 20% e 33% nas propriedades em questéo (Tabela 3).

Com relacdo a prevaléncia nas vacas de corte e leiteiras no municipio
verificou-se 14% e 25% de animais soropositivos, respectivamente (Tabela 3), ndo

havendo diferenca estatistica (p= 0,5968) quanto a aptidao.

Tabela 3- Pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de animais em abates
de diferentes propriedades do Municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Frequéncia nas vacas

Propriedades

Corte Leiteiras Total
PY/N? % P/N % P/N %
1 1/5 20 0/0 0 1/5 20
2 2/5 40 217 29 4/12 33
3 0/3 0 0/1 0 0/4
4 0/8 0 0/0 0 0/5
TOTAL 3/21 14 2/8 25 5/29 17

“Animais soropositivos para anticorpos anti-N. caninum
2NUmero de animais avaliados
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4.1.1.2. Cardoso Moreira

Do total de 26 animais oriundos de trés propriedades de Cardoso Moreira,
todos os que tinham caracteristicas fenotipicas de racas leiteiras estavam
sorologicamente negativos. Das 19 vacas de corte analisadas somente uma foi
positiva para anticorpos anti-N. caninum, o que determinou prevaléncia de 25%

nesta propriedade (Tabela 4) e 3,8 no municipio (Tabela 2).

Tabela 4- Pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de animais em abates
de diferentes propriedades do Municipio de Cardoso Moreira, RJ.

Frequéncia nas vacas

Propriedades

Corte Leiteiras Total
PYN? % P/N % P/N %
1 1/4 25 0/0 0 Y, 25
2 0/0 0 0/7 0 0/7 0
3 0/15 0 0/0 0 0/15
TOTAL 1/19 5 0/7 0 1/26 4

“Animais soropositivos para anticorpos anti-N. caninum
NUmero de animais avaliados
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4.1.1.3. Conceicdo de Macabu

Das trés propriedades avaliadas em Concei¢cdo de Macabu, totalizando 25
animais, todas tinham animais soropositivos, com prevaléncia de 14% e 50%, com
média de 33% nos rebanhos de corte e 40% no rebanho de aptidao leiteira (Tabela
5). N&o se observou diferenca estatistica (p=1,0) quanto a positividade em relagédo a

aptiddo dos animais.

Tabela 5- Pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de animais em abates
de diferentes propriedades do Municipio de Conceicdo de Macabu, RJ.

Frequéncia nas vacas

Propriedades

Corte Leiteiras Total
PYN? % P/N % P/N %
1 1/7 14 0/0 0 1/7 14
2 4/8 50 0/0 0 4/8 50
3 0/0 0 4/10 40 4/10 40
TOTAL 5/15 33 4/10 40 9/25 36

“Animais soropositivos para anticorpos anti-N. caninum
NUmero de animais avaliados



4.1.2. Frequéncia da neosporose relacionada aidade das vacas

Quanto aidade dos animais avaliados verificou-se que os animais com idade
superior a trés anos foram mais susceptiveis ao parasitismo com sete animais
positivos (17%) contra dois (13%) dos animais mais jovens, até trés anos, no
entanto, ndo ocorreu diferenga significativa (p= 0,7778) quanto a idade dos animais
(Tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncia de vacas sorologicamente positivas para pesquisa de anticorpos anti-
Neospora caninum de acordo com a idade dos animais destinados ao abate na
mesormegido Norte Fluminense.

Idade em anos Animais Valor de P*
Positivo Negativo Total

Até 3 2 14 16 (27%)

>3 7 35 42 (73%) 1,00

Total 9 (16%) 49 (84%) 58 (100%)

* Para o Teste de Fisher

4.1.3. Frequéncia da neosporose em diferentes estagios reprodutivos

Das 45 vacas prenhes avaliadas, 11 (24%) tiveram anticorpos anti-N. caninum
e com relacado as vacas vazias apenas 4 (11%) estavam soropositivas o que nao foi
suficiente para determinar diferenca estatistica (Tabela 7).

Com relacdo ao periodo gestacional também né&o se verificou diferencas
estatisticas (p=0,6697) entre o primeiro, segundo e terceiro trimestres de gestacao
das vacas (Tabela 8).
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Tabela 7 - Frequéncia de vacas sorologicamente positivas para pesquisa de anticorpos anti-
Neospora caninum de acordo com o estado gestacional de animais destinados ao
abate na mesorregido Norte Fluminense.

Vacas _ Anlmgls Valor de P*
Positivo Negativo Total

Prenhes 11 34 45 (56%)

Vazia 4 31 35 (44%) 01611

Total 15 (19%) 65 (81%) 80 (100%)

* Para o Teste de Fisher

Tabela 8- Frequéncia de vacas sorologicamente positivas para pesquisa de anticorpos anti-
Neospora caninum de acordo com o tempo de gestagdo dos animais destinados
ao abate na mesoregido Norte Fluminense.

Trimestre de Animais Valor de
Gestagéao Positivo Negativo Total P
10 1 1 2 (4%)
20 5 15 20 (45%)
0,6697
30 5 18 23 (51%)
Total 11 (24%) 34 (76%) 45 (100%)

* Para o Teste de Fisher
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4.2. CORRELAGAO DA TRANSMISSAO VERTICAL

Foi observada uma taxa de 18% de transmissao vertical e uma correlacao
positiva (p= 0,0142) nos valores da razdo S/P entre as vacas e os fetos, no entanto,
esta correlagdo ndo ocorreu quando se comparou a idade dos fetos com a razéo
(S/P) das vacas e dos fetos (Tabela 8).

Constatou-se também que as vacas com razao (S/P) mais elevada foram

capazes de transmitir infec¢éo aos fetos (Tabela 8).

Tabela 9- Regressdo Linear Mdltipla dos valores do Teste de ELISA (HerdChekO anti-
Neospora - Laboratério IDEXX), de vacas prenhes positivas, seus respectivos
fetos e idade dos mesmos.

Razao (S/P)"

Amostras Vacas positivas Respectivos fetos \dade fetal em
meses
1 0,561 0,032 25
2 0,659 0,032 73
3 1,424 0 4.4
4 1,240 0,029 5,6
5 1,545 0,032 75
6 0,797 0,033 6,6
7 0,654 0,020 45
8 1,016 0,032 7,0
9 1,409 0,030 38
10 1,942 1,459* 49
11 1,861 1,590* 7,3

Vaca x Feto (R°= 0,50% onde Y= - 0,7510+0,8811X e p = 0,0142)
Feto x Idade fetal (R*= 2,97% onde Y=- 0,04755+0,06209X e p = 0,6125)
Vaca x ldade fetal (R2= 3,84% onde Y= - 0,8736+0,05697X e p = 0,5638)

(Valores médios de absorbancia da amostra) — (Valor médio do controle negativo)

1 -
Sip = (Valor médio do controle positivo) — (Valor médio do controle negativo)

* Fetos sorologicamentes positivos (S/P 0,5)
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5. DISCUSSAO

A confiabilidade do “kit” de ELISA Herdcheck da idexx laboratories utilizado na
pesquisa sobre a frequéncia da neosporose na mesomegido Norte Fluminense foi
testada por Caetano-da-Silva et al. (2004), que compararam o mesmo “kit” utilizado
nos bovinos desta pesquisa com outro “kit” comercial (ELISA civtest — laboratorio
Hipra, S.A.) e o teste de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos
anti-N. caninum (IFAT), ndo observando diferencgas nos resultados .

A frequéncia de neosporose observada em bovinos do Norte Fluminense
abatidos em Campos dos Goytacazes (19%), foi semelhante ao observado por
Caetano-da-Silva et al. (2004) para bovinos na Espanha (13,3%), inclusive, a
freqUéncia relacionada a aptidao de corte (16,3%) contra 14,5% desta pesquisa. No
entanto, para os animais de aptidao leiteira, Caetano-da-Silva et al. (2004) obtiveram
resultados inferiores (7%) dos 28% encontrados no trabalho no Norte Fluminense.
Este se aproxima mais dos 30,4% verificados por Melo et al. (2006), que também
ndo observaram diferenca quanto a aptidao dos bovinos no estado de Goiés.

Resultados semelhantes a frequéncia da neosporose no Norte Fluminense
(Tabela 1) foram constatados em outras regiées do Brasil. Os resultados do Norte
Fluminense foram superiores aos 12% encontrados no Norte do Parand (OGAWA et
al., 2008) e inferiores aos observados nas microrregides de Anapolis e Goiania em
Goias com 30,4% (MELO et al., 2006) e no Sul do estado do Rio de Janeiro com
23,3% (MUNHOZ et al., 2006). Na América do Sul foram verificados valores muito
superiores, com frequéncia de 80,9 % na Argentina (MORE et al., 2008). Ja na
Europa foram encontradas frequéncias bem préximas ao Norte Fluminense, como os
20,1 % na Eslovaquia (REITEROVA et al., 2009), assim como valores superiores,
46,5 % na Turquia (KUL et al., 2009). Esta variabilidade da frequéncia de anticorpos
anti-N. caninum pode ser atribuida aos diferentes tipos de manejos nas diferentes
regides e paises como ja citado por Dubey et al. (2007).

A variabilidade citada por Dubey et al. (2007), p6de ser verificada mais
significativamente nos municipios do Norte Fluminense com frequéncia de infeccao
variando de 3,8% até 36% (Tabela 2). Resultados semelhantes com variacdo um
pouco menor (5% até 27%), foi observada por Ogawa et al. (2008) no Norte do

Parana e dentro destas margens, porém com menor variabilidade (20,4% a 25,7%),



estdo os resultados de Munhoz et al. (2006), verificados no sul do estado do Rio de
Janeiro.

Embora de distribuicdo enzodtica na mesomegido Norte Fluminense, foi
observado quatro propriedades sem qualquer animal soropositivo, duas em Campos
dos Goytacazes e duas em Cardoso Moreira, no entanto, no Municipio de Conceicao
de Macabu, todas as propriedades foram consideradas positivas. Considerando os
valores de 50% de propriedades positivas obtidos em Campos dos Goytacazes e
33% em Cardoso Moreira, estes percentuais foram baixos em comparagcdo com
outros autores (GONDIM et al., 1999b; MELO et al., 2001; COBERLLINI et al., 2002;
GUIMARAES et al., 2004; MUNHOZ et al., 2006). Com relacdo a Conceicdo de
Macabu, 100% de propriedades positivas também foram encontradas por Melo et al.
(2006) em Goiés.

Animais com idade superior a trés anos tiveram uma soroprevaléncia maior,
no entanto, Melo et al. (2006) encontraram 30,2% de vacas soropositivas contra
35,7% em novilhas. Assim como nos resultados observados nesta pesquisa (13% e
17%) para o Norte Fluminense, ndo foi suficiente para se determinar diferenca
estatistica nas faixas etarias, concordando também com a pesquisa feita por Pabén
etal. (2007).

Pabon et al. (2007) verificaram taxa de soropositividade de 22,3% em vacas
prenhes, resultado este préximo ao verificado no Norte Fluminense (24%). Para esta
regido a condicdo gestacional ndo é fator determinante quanto a taxa de infeccéao
por N. caninum uma vez que ndo foi observada diferenca estatistica quanto ao
estado de prenhes ou ndo das vacas.

Foi observado um nimero maior de vacas positivas nos tercos médio e final
de gestacao do que no inicial, apesar de néo ter havido diferencas estatisticas entre
os trimestres avaliados. Em infeccao natural Corbellini et al. (2006), verificaram uma
diferenca significativa no numero de animais positivos no terco médio de gestacao,
no entanto, em infeccdo experimental ndo foram observadas diferengas quanto ao
periodo gestacional (Mc CANN et al.,2007), concordando com os resultados do Norte
Fluminense.

A taxa de 18% de transmissdo vertical, observada nesta pesquisa, esta
préxima aos 23% observados por Corbellini et al. (2006) através da deteccao do
parasitismo fetal por imunoistoquimica e bem abaixo dos 33,7%, 37,1% e 58%

observados atraves de sorologia de vaca e feto por Kul et al. (2009), Moré et al.
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(2008) e Dijkstra et al. (2008), respectivamente. A variagcdo dos resultados atraves
da sorologia pode ser atribuida aimaturidade imunoldgica dos fetos ou por terem
estes sofrido infec¢des recentes onde ndo houve tempo habil para producdo de
anticorpos (DUBEY; SCHARES, 2006).

Se for separado os animais positivos com razdo S/P inferior a 1,5 como pouco
positivo (80%) e animais com razdo S/P superior a 1,5 como altamente positivos
(20%) como fez Dijkstra et al. (2003), verificarse-a que somente em vacas
altamente positivas foi possivel a transmissao vertical com uma taxa de transmisséo
de 67% para esta faixa. Dados esses inferiores aos 94,8% encontrados por Moré et
al. (2008), para as vacas com razdo S/P superior a 1,5. Levando-se em
consideracdo que muitas vacas pouco positivas tendem a se tornarem negativas e
gue algumas vacas muito positivas tendem a se tornarem pouco positivas
(DIJKSTRA et al., 2008), aliados ao fato da verificacdo de que somente as vacas
altamente positivas apresentam altas taxas de transmissdo vertical (67%), isto
explicaria a presenca da neosporose de forma enzodtica no Norte Fluminense,

assim como, a ndo evidénciade surtos de aborto atribuidos a neosporose na regiéo.



6. CONCLUSAO

Apds andlise e discussao dos dados relativos a pesquisa de anticorpos anti-N.
caninum em soros de vacas destinadas ao abate e procedentes da mesormregiao

Norte Fluminense pode-se concluir que:

1. A mesomegido Norte Fluminense pode ser considerada enzooética para
neosporose, ocorrendo uma grande variagdo de animais portadores entre

0S municipios;

2. Vacas de corte e leiteiras, independentemente da idade, do estagio
reprodutivo e tempo de gestacdo sao igualmente acometidas de N.

caninum no Norte Fluminense;

3. Vacas consideradas fortemente positivas para neosporose sdo mais
importantes na manutencao do agente etiolégico na cadeia epidemiolégica

se observar alta taxa de transmisséo vertical na regido.
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