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RESUMO

CAMPOS, Glénia Mariade Magalhdes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2005. Soroepidemiologia da neosporose em bovinos e caes de propriedades
rurais, municipios de Vicosa e Mercés, Minas Gerais. Orientadora: Paula Dias
Bevilacqua. Conselheiros. Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Paulo Sérgio de
Arruda Pinto.

Durante os Ultimos dez anos o0 protozoario Neospora caninum tem sido descrito
e associado como agente etioldgico de abortamentos infecciosos em bovinos. Esta
doenca em cées também tem carater abortivo, mas como 0s caninos sdo hospedeiros
definitivos, possuem relevante importancia no ciclo de vida deste parasita, funcionando
como reservatorio da doenca. Outras doencas como a leptospirose e a brucel ose também
s80 disseminadas em nosso pais e também estdo associadas a transtornos reprodutivos.
O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de infecgdo para N. caninum em bovinos e
cdes existentes em propriedades rurais de dois municipios, Vigosa e Mercés,
pertencentes a Macrorregido Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, bem como
analisar a existéncia de fatores de risco para a infeccdo. Foram coletadas amostras de
soro de bovinos fémeas e cées para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum, pela técnica
de imunofluorescéncia indireta; Brucella abortus prova seletiva (Antigeno Acidificado
Tamponado - AAT) e provas confirmatorias (2-ME e SAT) e Leptospira sp., Técnica de
Aglutinacdo Microscopica (MAT) sem e com diluicdo dos soros. Os soros bovinos
foram testados para os trés bio-agentes patogénicos e os de cées para N. caninum e

Leptospira sp. Adicionalmente, foram coletadas informages, utilizando-se questionario

viii



estruturado, relativas ao tipo de exploracdo, sistema de producdo e histérico de
problemas reprodutivos em bovinos e habitos, tipo de alimentacdo, caracteristicas
demogréaficas dos cées. As prevaléncias de propriedades positivas foram de 54,3% e
18,5% para N. caninum em bovinos e caes, respectivamente; 15,2% para Brucella
abortus e 6,5% para Leptospira sp. em bovinos e 7,4% para Leptospira sp. em caes. As
prevaléncias de animais positivos apresentaram resultados menores. 23,3% de N.
caninum em bovinos e caes, respectivamente; 15,2% para Brucella abortus e 6,5% para
Leptospira sp. em bovinos e 7,4% paraLeptospira, entretanto, é de se destacar que, para
0os bovinos, a prevaléncia para N. caninum, significativamente superior quando
comparada a Brucella abortus (p<0,01) e Leptospira sp. (p<0,01). Propriedades
positivas para neosporose bovina estiveram associadas a presenca de distarbios
reprodutivos nos animais (p < 0,01), quando a analise considerou o tipo de disturbio,
abortamento (OR=5,2; 1C 95% =1,32-20,54) e mortalidade perinata (OR=6,0;
1C95% = 1,22 - 29,95) apresentaram associacao significativa. A ocorréncia de sorologia
positiva para N. caninum em bovinos esteve associada apresenca de caes positivos na
propriedade (p<0,01), entretanto, problema reprodutivo em bovinos ndo esteve
associado a neosporose canina (p=0,1046). Associacdo significativa também foi
verificada entre a neosporose bovina e o tipo de exploragéo, sendo que os bovinos
soropositivos tiveram, aproximadamente, trés vezes mais chance (OR=2,82 e
IC 95% =1,05- 9,52) de pertencerem a sistema de producdo tipo leite do que tipo
misto. A caracterizacdo da neosporose canina ndo revelou associacdo significativa com
as variaveis sexo (p = 0,55), idade (p = 0,34), hédbito do animal (p =0,03; OR=0,00;
IC95%=0,0-1,06) e tipo de adimentacdo (p=0,11). Os resultados sugerem O
significado sanité&rio que a neosporose vem assumindo em rebanhos bovinos,
notadamente quando se considera a ocorréncia de problemas reprodutivos decorrentes
da infeccdo. Nesse sentido, evidencia-se a atencdo necesséria das autoridades e

instituicOes de salide animal, no combate a esta enfermidade.



ABSTRACT

CAMPOS, Glénia Maria de Magalhdes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, May
2005. Seroepidemiology of neosporosis in cattle and dogs of rural propertiesin
Vigosa and Mercés, Minas Gerais. Adviser: Paula Dias Bevilacqua. Committee
members: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo and Paulo Sérgio de Arruda Pinto.

During the past ten years, the protozoan Neospora caninum has been described
and associated as an ethyological agent of infected abortions in cattle. This disease in
dogs also has an abortive character, but since dogs are definitive hosts, they have
relevant importance in the life cycle of this parasite, acting as a source of the disease.
Other diseases such as leptospirosis and brucelosis are also disseminated in Brazil and
are associated to reproductive disturbances. The objective of this study was to evaluate
the presence of infection for N. caninum in cattle and dogs of rural properties in two
municipdities, Vigosa and Mercés, located in the macro-region of Zona da Mata in the
state of Minas Gerais, as well as to analyze the existing risk factors for the infection.
Serum samples of female cattle and dogs were collected for research of anti-N. caninum
antibodies, using the indirect immunofluorescence technique; Brucella abortus
selective test (Buffered Acidified Antigen - BAA) and corroborative tests (2-ME and
SAT) and Leptospira sp., Microscopic Agglutination Technique (MAT) without and
with sera dilution. The bovine sera were tested for the three pathogenic bioagents and
the canine serafor N. caninum and Leptospira sp. In addition, information was collected
by applying a structured questionnaire on type of exploration, production system and



reproductive problem history in cattle and habits, type of food, demographic
characteristics in dogs. The prevalernce of positive properties was of 54.3% and 18.5%
for N. caninum in cattle and dogs, respectively; 15.2% for Brucella abortus and 6.5%
for Leptospira sp. in cattle and 7.4% for Leptospira sp.in dogs. The prevalence of
positive animals presented lower results: 23.3% of N. caninum in cattle and dogs,
respectively; 15.2% for Brucella abortus and 6.5% for Leptospira sp. in cattle and 7.4%
for Leptospira. However, it should be emphasized that the prevalence for N. caninumin
cattle was significantly higher, compared to Brucella abortus (p < 0.01) and Leptospira
. (p<0.01). Positive properties for bovine neosporosis were associated to the
presence of reproductive disturbances in the animals (p <0.01), when the analysis
considered the type of disturbance, abortion (OR=5.2; IC 95% = 1.32-20.54) and
prenatal mortality (OR=6.0; IC 95% = 1.22 - 29.95) presented significant association.
The occurrence of positive serology for N. caninum in cattle was associated to the
presence of positive dogs in the property (p<0.01); however, reproductive problem in
cattle was not associated with canine neosporosis (p = 0.1046). Significant association
was also verified between bovine osteoporosis and type of exploration, serum positive
cattle having, approximately, three times more chance (OR = 2.82 and 1C 95% =1.05 -
9.52) of belonging to a milk production system rather than mixed. The characterization
of canine neosporosis did not show significant association with the variables sex
(p=0.55), age (p=0.34), animal habit (p=0.03; OR=0.00; IC 95% = 0.0-1.06) and
type of food (p = 0.11). The results suggest that sanitation in neosporosis has become of
utmost importance in bovine herds, especially when reproductive problems resulting
from the infection are considered. Therefore, it becomes evident the need for animal

health authorities and institutions to fight this disease.
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1. INTRODUCAO

A neosporose é uma doenca parasitaria emergente, descrita em 1988, causada
por um protozodrio pertencente ao género Neospora.

Esta doenca adquiriu grande importancia em todo o mundo, principalmente em
relacdo a bovinocultura, traduzindo, assm, 0 seu impacto econdmico. Estudos
realizados em varios paises mostram ser, a neosporose, uma das principais causas de
abortamentos, descarte de vacas e reposicdo do rebanho, bem como na queda na
producéo leiteira.

Pesquisas expandem-se tendo os cdes como avos ndo s por serem estes
importantes na epidemiologia da doenga como hospedeiros definitivos comprovados,
mas também porque esta doenca tem sido responsavel pelo ébito destes animais de
companhia.

Apesar de, até o momento, ndo serem descritos casos em humanos, muitas
espécies animais mostramse como hospedeiros através de evidéncias de infeccdo
natural e experimental.

A distribuicdo do Neospora caninum € cosmopolita, sendo descrita no Brasil a
presenca de anticorpos em bovinos, cdes, bufalos e ovelhas (as Ultimas, por infeccéo
experimental).

Outras duas causas de transtornos reprodutivos, como o virus da diarréia vira
bovina (VDVB) e herpesvirus bovino, ja foram pesquisadas em ocorréncia
concomitante com a neosporose. A brucelose e a leptospirose tém sido associadas com a

perda de fertilidade e ocorréncia de abortamento em rebanhos, estando disseminadas em



todo o territério nacioral, mas sua prevaléncia e distribuicéo regional ndo estdo bem
caracterizadas.

Este trabalho teve o objetivo de determinar as freqiiéncias de infeccdo por N.
caninum em caes e fémeas bovinas naturalmente infectadas de duas regifes mineiras
com sistema de producéo de leite tipo C, além de comparar as duas regifes e analisar 0s

fatores de risco para a infeccdo, juntamente com a soroprevaléncia de leptospirose e
brucelose nestes animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

A neosporose foi descrita em 1984 por Bjerkas et al., na Noruega, trabalhando
com filhotes de cées da raga Boxer, que apresentavam sinais neurol égicos associados a
um protozoario semelhante a0  Toxoplasma gondii, sendo erroneamente identificado
como este protozodrio. Posteriormente, em 1988, Dubey et al., através de um estudo
retrospectivo em 23 cées com suspeita diagndstica para toxoplasmose, observaram que,
em 10 dos 23 animais, o0 parasita encontrado era diferente de T. gondii, descreveram,
entdo, 0 novo género como Neospora e a espécie N. caninum.

Em 1988b, Dubey et al., isolaram N. caninum em cultura celular e em
camundongos a partir de cdes infectados. Foi também em 1988 que foi produzido o
primeiro teste para diagnéstico sorolégico de N. caninum, aimunofluorescéncia indireta
(IF1). E foi em 1989 que Thilsted e Dubey descreveram a presenca de organismos
semelhantes a N. caninum no cérebro de fetos bovinos abortados, procedentes de um
rebanho leiteiro no Novo México, o qua apresentava historico de abortamentos
persistentes. Este diagnéstico foi confirmado posteriormente por Lindsay e Dubey
(1989), utilizando soros imunes especificos contra N. caninum.

Na California, BARR et al. (1990) reconheceram um protozoario semelhante ao
Toxoplasma gondii, como amaior causa de abortamento em bovinos de leite. Mcallister
et a. (1998) demonstraram gue os caes sdo 0s hospedeiros definitivos deste parasita

Para um melhor entendimento sobre esta doenca, os pesquisadores, DUBEY e
LINDSAY (1996) e MCALLISTER et al. (1996), conceituam a neosporose como sendo

uma doenca parasitéria que possui como agente etioldgico um protozoério do género



Neospora relacionado estrutural e geneticamente com o Toxoplasma gondii, sendo a sua
classificagdo taxonémica assim descrita:
Sub-reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa: Toxoplasmatinae

Classe: Sporozoasioda

Ordem: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

Género: Neospora

Espécie: N. caninum

Em sua biologia, este parasita apresenta trés estdgios morfologicamente
distintos: taquizoitos, cistos teciduais e oocistos. Os tagquizoitos de N. caninum medem
aproximadamente 7,5 x 2 nm, podendo variar de tamanho de acordo com o estégio de
divisdo (LINDSAY & DUBEY, 1996). A sua forma é ovoide, semi-lunar ou globular e
uma célula infectada pode conter mais de 100 taquizoitos. A multiplicacéo do parasita
ocorre por endogenia, ou sgja, a partir de um zoito originam-se duas progénies (SPEER
et al., 1999). Penetram & células hospedeiras por invaséo ativa (HEMPHILL et a.,
1996), podendo ser encontrados dentro de vaclolos parasitéforos localizados no
citoplasma de diferentes tipos de células animais (células neurais, macréfagos,
fibroblastos, células musculares e células do endotdlio vascular), que servem como
hospedeiras do parasita (BJERKAS & PRESTHUS, 1988; DUBEY et al., 1988a;
SPEER & DUBEY, 1989).
Os cistos possuem forma ova ou arredondada, de didmetro entre 30 nm até

107 mm. Sua parede € lisa com espessura menor que 5 mm. Podem conter entre 20 a 100

bradizoitos com tamanho aproximado de 8,1 x 2 mm (SPEER et al., 1999).

Geralmente, os cistos teciduais de N. caninum tém sido demonstrados como
sendo exclusivos de tecidos nervosos (SPEER et al., 1999), mas ja ocorreram
constatacOes destes em musculo ocular de potro por LINDSAY et d. (1996b) e em
muscul o esguel ético de caes e bovinos por PETERS et al. (2001).

Os oocistos de N. caninum, descobertos por MCALLISTER et al. (1998a) em
fezes de cées, quando néo esporulados, medem entre 11 e 12 mm de diametro e tém
forma esférica ou oval com parede lisa. Apds a esporulagcdo, 0s oocistos contém dois
esporocistos com forma alongada e medem aproximadamente 6,5 x 2,0 nrm (LINDSAY
et al., 1999; MCALLISTER, 1999).



2.1. Ciclo biologico

Foi descrito quando oocistos de N. caninum foram identificados em fezes de
cées por MCALLISTER et d. (1998). Eles demonstraram gque cées alimentados com
cistos teciduais, provenientes de camundongos infectados experimentalmente, podiam
eliminar oocistos ndo esporulados nas fezes entre 8 e 27 dias apds a ingestéo.
Eliminados, os oocistos esporulam dentro de trés dias, apresentando dois esporocistos,
cada um com quatro esporozoitos (MCALLISTER, 1998a; DUBEY, 1999;
MCALLISTER, 1999).

Estes oocistos esporulados podem contaminar alimentos, agua ou solo e, animais
como O proprio cdo, ovinos, equinos, caprinos, cervos e bovinos, ao ingerirem estes
oocistos tornam-se hospedeiros intermediarios. Nestes, os oocistos formam cistos em
tecidos ou, na forma de taguizoitos, sdo transmitidos através da placenta para o feto
infectando-o0. A transmissdo transplacentéria foi observada em bovinos, ovelhas, cabras,
camundongos, caes, cervos e primatas (DUBEY, 1999). Sendo que ela pode ocorrer
repetidamente em bovinos e ovinos (BARR et a., 1993; JOLLEY et al., 1999).

Os oocistos de N. caninum sdo morfologicamente indistinguiveis de oocistos do
género Toxoplasma e Hammondia. E, até a presente data, ndo se conhece a fregtiéncia
de liberac&o destes, sobrevivéncia dos mesmos nho meio ambiente e se outros canideos
s80 igualmente hospedeiros definitivos para N. caninum (DUBEY, 1999). Da mesma
forma, ainda ndo existem trabal hos relatando como acontece a formagdo dos oocistos no
intestino do céo.

Mas, sabe-se que cdes alimentados com placenta proveniente de vacas
soropositivas para N. caninum eliminam oocistos nas fezes, estes foram identificados
mediante bioensaios em gerbils. Isto vem confirmar que os restos placentérios sdo
fontes de infeccdo para os caes (DIJKSTRA et al., 2001).

2.2. Epidemiologia

Neospora caninum é eficientemente transmitido verticalmente, por transmissao
transplacent&ria, no rebanho por geracbes (ANDERSON et al., 1997), mas sua
transmissdo horizontal ndo foi demonstrada (DUBEY, 1999). O abortamento pode
ocorrer repetidas vezes em vacas e ovelhas (BARR et al., 1993), sendo que este pode ser
induzido pelo N. caninum durante todo o ano (DUBEY, 1999).



O céo, como hospedeiro definitivo, tem papel importante na manutencéo da
doenca no meio, apesar de ndo se conhecer a freqiiéncia com que 0S 00Cistos S80
liberados nas fezes destes (DUBEY, 1999; BASSO et al., 2001). Apesar de que
GENNARI et al. (2002) ndo encontraram oocistos nas fezes de cées infectados.

Associando-se aauséncia de conhecimentos sobre a resisténcia dos oocistos no
meio preconiza-se proteger os alimentos e a agua contra a contaminagdo com as fezes
de cées (DUBEY, 1999; GENNARI et a., 2002). E impedir que estes possam ingerir
fetos abortados, membranas fetais ou vacas mortas (DUBEY, 1999), ja que foi
comprovada a presenca de cistos no musculo esguelético de bovinos infectados
(PETERS et al., 2001), taguizoitos na placenta e em fetos infectados (DUBEY , 1999).

Anticorpos contra N. caninum tém sido relatados em diversos paises. Sendo que,
no Brasil, foram detectados anticorpos contra este protozoario nos estados de Minas
Gerais, Bahia, Sdo Paulo, Paraiba e Parang, utilizando a técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFAT — “indirect fluorescent antibody test”), Teste de Aglutinacdo para
Neospora (NAT) e ELISA (“Enzyme-linked immunosorbent assays’). Os animais
utilizados para estes levantamentos foram bovinos, ovinos, caprinos, cdes e também em
bufalos, indicando a exposicdo destes animais ao parasita (MELO et al., 2001;
GENNARI et d., 2002; AZEVEDO et d., 2004; FERNANDES ¢t d., 2004; FIGLIUOLO et
d., 2004; GUIMARAES et d., 2004; RODRIGUES ¢t d., 2004; MOORE, 2005).

BARTELS et al. (1999) relacionam a presenca de galinhas nas propriedades
rurais como um fator de risco para a infeccdo de cdes e ocorréncia de abortamentos em
bovinos. E alguns autores levantam a hipdtese de que as galinhas poderiam ser
potenciais vetores mecanicos de oocistos, ou caes poderiam adquirir a infeccdo ao
ingerirem carne infectada destas aves (OTRANTO et al., 2003).

Ainda ndo existem vacinas para prevenir a ocorréncia de abortamento em
bovinos ou a liberacdo de oocistos por cées. E a prevencéo da transmissdo do parasita
para os fetos através da selecdo de vacas soropositivas ainda ndo foi demonstrada, mas
pensa-se ser impraticavel em rebanhos com alta prevaléncia (DUBEY, 1999).

Ainda gque existam provas de infecgdo com sucesso em macacos (BARR et a.,
1994), o potencial zoonético da neosporose ainda ndo foi evidenciado (TRANAS et al.,
1999; DUBEY, 2003). Mas, apesar de nenhum caso de infecgdo por N. caninum ter sido
descrito em humanos, a possibilidade de infeccdo ndo pode ser excluida devido ao fato
deste organismo ter uma estreita relacéo filogenética com o Toxoplasma gondii, além do
elevado nimero de hospedeiros (PETERSEN et al., 1999).



2.3. Neospor ose canina

A neosporose caninajafoi descrita em diversos paises, sendo prevalente em caes
jovens de diversas racas infectados congenitamente (DUBEY, 1999). Os quais
apresentam, na maioria das vezes, a forma subclinica da doenca (BARBER & TREES,
1998).

Levantamento sorologico realizado no Japdo constatou maior prevaléncia de
infeccdo por N. caninum em cédes de propriedades leiteiras com histérico de
abortamentos (31,3%, 15 de 48 cées examinados) comparado com cées de &reas urbanas
(7,1%, 14 de 198 cédes examinados) (SAWADA et al., 1998). Concordam com eles
BASSO et a. (2001) e FERNANDES et a. (2004), sugerindo a associacéo
epidemiol 6gica entre caes e bovinos.

A doenca canina caracteriza-se por paresia dos membros posteriores, que evolui
progressivamente para uma paralisia espastica (DUBEY & LINDSAY, 1996). Outros
sinais como dificuldade de deglutir, paralisia da mandibula (HAY et a., 1990), ataxia,
flacidez e atrofia muscular também séo observados (DUBEY et al., 1998b).

Casos de dermatite em cées adultos podem ocorrer, apesar de ser uma forma néo
usua da doenca (DUBEY, 1999). Adicionalmente, j& foram relatadas lesbes ulcerativas
na pele e intensa dermatite piogranulomatosa difusa (PERL et al., 1998).

Outras lesbes associadas com N. caninum S30 necrose no sistema nervoso
central, figado, meningoencefalomielite e miosite (DUBEY et al., 1988a), poliradiculite,
polimiosite (CUDDON et al., 1992) e miocardite (ODIN & DUBEY, 1993).

2.4. Neospor ose bovina

Em bovinos adultos, a neosporose se caracteriza por abortamento, sendo este o
unico sina clinico observado. Os abortamentos podem ocorrer do terceiro més ao
término da gestacdo, mas geralmente ocorrem entre o quinto e o sexto més (DUBEY,
1999), sendo mais provavel em vacas soropositivas do que em vacas soronegativas
(JENKINS et a., 2002; OTRANTO et a., 2003; SADREBAZZAZ et al., 2004),
principalmente filhas de mées soropositivas — transmissdo vertical WOUDA et al.,
1998). Apesar de DIJKSTRA et al. (2002) ndo encontrarem associacdo entre o status

sorolégico de mées e filhas (indicando infeccdo horizontal), nem evidéncia de



abortamento com 47% de soroconversdo no rebanho, demonstrando que este sinal
clinico pode ndo estar presente em rebanhos infectados. Fato que talvez possa ser
explicado por JENKINS et al. (2002), que atentam para a consideracdo de que o parasita
necessita se adaptar ao gado para entdo ser transmitido através da placenta com maior
frequéncia

Os fetos infectados podem morrer no Utero e serem reabsorvidos, mumificados,
autolisados, natimortos, nascerem vivos, mas doentes, ou nascerem clinicamente
normais, mas com infeccéo cronica (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY, 1999).

Sinais clinicos sdo somente reportados em bezerros com menos de dois meses de
idade, que sobrevivem a infeccdo uterina e nascem vivos, mas doentes. Estes
apresentam um baixo peso corpora, dificuldade em levantar-se e sinais neurol 6gicos
(DUBEY, 1999). Os membros petuicos e, ou, toracicos se encontram flexionados ou
hiperextendidos e o exame neuroldgico revela ataxia, decréscimo do reflexo patelar e
perda de consciéncia (DUBEY/, 1999), sendo que esta disfuncdo dos membros pode chegar a
pardisa completa (ANDERSON et a., 2000). Também poderd ser observada exoftalmia ou
uma aparéncia assimétrica dos olhos (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY, 1999).

2.5. Brucdlose e leptospirose: outr as causas deabortamentos infecciosos em bovinos

Diversos trabahos relatam a leptospirose como sendo associada a abortamentos,
disturbios reprodutivos (retencdo de placenta e natimortos) (RIBEIRO et al., 1988;
LILENBAUM et a., 1995; MOREIRA et al., 1993) e baixa fertilidade do rebanho
(DHALIWAL et a., 1996). A prevaléncia desta doenca bacteriana em rebanhos bovinos
€ descrita em diversos trabalhos no Brasil, com os sorovares apresentando variages de
freqléncia de acordo com a regido estudada, sendo que hardjo e wolffi sdo os sorovares,
geralmente, mais prevalentes (BARBOSA, 1962; MOREIRA et a., 1979; MADRUGA
et a., 1980; RIBEIRO et al., 1988; RIBEIRO et a., 1988a; RODRIGUES et a., 1999;
JULIANO et d., 2000; RENDE & AVILA, 2003). No Estado de Minas Gerais, Barbosa
(1962), a partir de 318 amostras (120 bovinos, 112 eqliinos e 86 suinos), provenientes
de oito propriedades do municipio de Belo Horizonte, identificou 18,3%, 27,7% e
29,1% de positividade para bovinos, equinos e suinos, respectivamente, sendo pomona
0 sorovar mais encontrado. Outro trabalho também redizado em Minas Gerais, no
periodo de 1975 a 1978, com 2.702 amostras de 126 municipios, encontrou uma

variacdo de 4 a 80% para leptospirose, sendo o sorovar wolffi 0 mais prevalente



(MOREIRA et a., 1979). Em outras regifes deste Estado, Uberlandia e Governador
Valadares, 53,3% de soropositividade foi encontrada em bovinos, sendo wolffi e hardjo
0s mais prevalentes em cada uma das regides, respectivamente (RIBEIRO et al., 1988;
RIBEIRO et al., 1988a). Estudo em que se avaliou a presenca de amostras de soros
reagentes para Leptospira sp., em banco de soros constituido a partir da demanda
laboratorial para diagnéstico de diferentes enfermidades bovinas, encontrou 10% de
amostras positivas oriundas da macrorregido Zona Mata de Minas Gerais, sendo hardjo
(6,13%), pomona (3,23%) e wolffi (2,26%) os sorovares mais prevaentes (FARIA et
al., 1984).

Segundo informagdes obtidas no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), a
partir de trabalho realizado no ano de 2004 em 185 propriedades e 1.464 bovinos
provenientes dos municipios pertencentes a Delegacia Regional de Juiz de Fora, foram
identificados 1,5% de animais positivos e 8,1% de propriedades positivas para
leptospirose (IMA, 2005%).

As infecgbes por Leptospira sp. no gado sdo classificadas por ELLIS (1984) em
dois grandes grupos: um de sorovar adaptado ao rebanho (eptospira hardjo), que
independem da regido ou época de chuva, e outro grupo que consiste em infecces
acidentais causadas por sorovares carreados outros animais domeésticos ou silvestres
estes dependem fatores ambientais e préticas de manegjo da fazenda. Este segundo grupo
adquire maior importancia em paises tropicais do que em outras regides (LILENBAUM
& SOUZA, 2003).

A presenca de cdes positivos para leptospirose em propriedades rurais pode
significar importante fonte de infec¢do para bovinos, dependendo da forma de manejo
adotada. A leptospirose canina tem sido detectada a partir de diversos inquéritos soro-
epidemiolégicos realizados em vérias regides do Brasil. Os trabalhos apontam a
presenca de diferentes sorovares de Leptospira em cdes (SANTA ROSA et a., 1974;
YASUDA et al., 1980; AVILA et a., 1998; ALVES et a, 2000; LILENBAUM et a.,
2000; MODOLO et a., 2000; VIEGAS et a., 2001; MASCOLLI et a., 2002 e SILVA,
2003). Nesses estudos, o0s sorovares canicola e icterohaemorrhagiae despontam,
geralmente, como os mais prevalentes (Tabela 1).

Para o0 diagnostico da leptospirose a técnica recomendada é a microagl utinacéo
rapida (RYU, 1970; BRASIL, 1999).

! Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA), Delegacia Regional de Juiz de Fora-MG. Dados disponiveis,
n&o publicados.



Tabela 1l — Principais sorovares de Leptospira encontrados em cées no Brasi

Autores

L ocal

N© de
amostras
examinadas

Animais
positivos
(%)

Principais sorovares
(%)

YASUDA et dl.
(1980)

S&o Paulo-SP

1.428

308 (21,6)

canicola(50,7)
icterohaemorrhragiae (25,5)
grippothyphosa (7,8)
pomona (6,7)

AVILA et a. (1998)

Pelotas-RS

425

143 (33,6)

canicola(58,1)
icterohaemorrhagiae (20,9)
copenhageni (11,4)
grippothyphosa (2,7)

ALVESet al. (2000)

Patos-PB

114

23(20,2)

autumnalis (34,8)
grippothyphosa (13,0)
autumnalis (8,7)

(2000)

LILENBAUM et al.

Oriximina-PA

185

34 (18,4)

icterohaemorrhagiae (10,3)
canicola(6,0)
copenhageni (4,9)

VIEGASet al.
(2001)

Salvador-BA

120

102 (85,0)

autumnalis (35,0)

canicola (25,0)
icterohaemorrhagiae (23,3)
grippothyphosa (10,0)
pyrogenes (12,5)

pomona (1,6)

FAVERO et al.
(2002)

Diferentes
regides dos

estados SP, RS,

SCePI

983

174 (17,7)

copenhageni (24,0)
icterohaemorrhagiae (10,9)
pyrogenes (3,8)

(2002)

MASCOLLI et al.

Santana da
Parnaiba-SP

410

61(14,9)

copenhageni (24,4)
canicola (16,0)
hardjo (16,0)

SILVA (2003)

Botucatu-SP

1.000

179 (17,9)

castellonis (28,7)
autumnalis (19,1)
pyrogenes (17,7)
icterohaemorrhagiae (11,0)
canicola(9,6)

Mas, outra doenca bacteriana, a brucelose, também é descrita como associada a
disturbios reprodutivos em bovinos. Esta acomete o trato reprodutivo, ocasionando
abortamentos, baixos indices reprodutivos, aumento do intervalo de partos, diminuicéo

da producéo de leite, morte de bezerros e interrupcdo de linhagens genéticas (BRASIL,

2003).

N&o existem valores concretos de perdas econdémicas por esta doenca no Brasil,
mas estima-se que ocorra queda de 25% na producgéo de carne e leite, por diminuicdo de

15% na producéo de bezerros e 1 em cada 5 vacas infectadas aborta ou torna-se estéril.
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Propriedades acometidas perdem no valor comercial dos animais e regides endémicas
possuem posicdo desvantajosa no mercado (BRASIL, 2003). Considerando que a
sanidade dos rebanhos é fator fundamental para a produtividade, o controle e a
erradicacdo da brucelose bovina constituem um aspecto importante pelo impacto que
acarreta na produtividade dos rebanhos (RIBEIRO et al., 2003).

Ao contrério da leptospirose, animais domésticos e silvestres sdo susceptiveis a
infeccdo por Brucella abortus, mas comportamse como hospedeiros finais, ndo se
caracterizando como reservatérios de Brucella abortus para os bovinos (BRASIL,
2003).

Para o diagnostico destes abortamentos bacterianos os testes de fixacdo de
complemento, antigeno acidificado tamponado (AAT), soroaglutinacdo lenta em tubos
(SALT) e 2-mercaptoetanol (2ME) sdo preconizados para brucelose, sendo os
resultados interpretados conforme as normas de BRASIL (2003), pertencentes ao

Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucel ose e Tuberculose (PNCEBT).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento epidemiol 6gico

O presente trabalho constituiu ‘estudo epidemiolégico transversal’, também
denominado ‘estudo de prevaléncia . Esse delineamento se caracteriza pela observacéo
direta das variaveis de estudo em uma Unica oportunidade e sua analise considera que
todas as observagdes foram feitas num mesmo instante, ignorando o espaco de tempo
decorrido para a coleta dos dados do primeiro ao Ultimo individuo.

Para 0 desenvolvimento dessa pesquisa foram selecionadas propriedades rurais
nas quais foram realizadas visitas e, ra oportunidade, aplicouse questionario (anexo)
para coletar dados relacionados a0 manegjo, sistema de producéo, idade, historico de
problemas reprodutivos, presenca e habitos de ces na propriedade. Essas constituiram
as variaveis independentes do estudo. A variavel dependente caracterizouse pelo
resultado do diagnostico laboratorial para pesquisa de anticorpos para N. caninun.
Adicionamente, foram realizadas pesquisas para deteccdo de outras enfermidades
relacionadas a problemas reprodutivos, a saber, brucelose e leptospirose.

O questionario foi previamente testado a partir da aplicagdo do mesmo em cinco

propriedades previamente selecionadas.
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3.2. Descricao das propriedades

As propriedades que fizeram parte da pesquisa estavam localizadas nos
municipios Vicosa e Mercés, pertencentes amacrorregido da Zona da Mata, estado de
Minas Gerais. A localizacdo dos municipios pode ser visualizada na Figura 1. Ao todo,
foram pesguisados 46 estabelecimentos, sendo 32 localizados na &ea da bacia
hidrogréfica do Ribeirdo Sdo Bartolomeu, no municipio de Vicosa (Figura 2),
selecionados a partir de trabalho de pesguisa prévio desenvolvido nessa &rea. Os
quatorze estabelecimentos restantes compreenderam propriedades localizadas no
municipio de Mercés.

As propriedades sediadas no municipio de VigosaMG se caracterizam,
basicamente, por agricultura familiar e exploracdo do tipo subsisténcia, com rebanhos
pequenos (média de 5,5 fémeas) em regime de alimentagdo extensivo (a pasto). No
municipio de Mercés, os estabelecimentos selecionados desenvolvem bovinocultura
leiteira, em regime de semiconfinamento. Essas propriedades também apresentam
rebanhos pegquenos (média de 14,7 fémeas), porém se diferenciam por possuirem
melhor nivel de tecnificacdo. No primeiro caso, a média de poducéo de leite € de
13,3 L/dia e, no segundo, 88 L/dia. O leite produzido nas propriedades selecionadas é
dotipo C.

3.3. Coleta e processamento das amostras

Para o diagnéstico laboratorial, procurouse coletar amostras de sangue de todas
as fémeas bovinas em idade reprodutiva e cées existentes nas propriedades no momento
de nossa visita. O sangue de bovinos foi coletado através da puncdo da veia jugular ou
da veia coccigea e, ho caso dos caes, puncionando-se a veia cefdlica, aveiajugular ou a
veia femural, dependendo do tamanho e das condi¢bes do animal. As coletas foram
realizadas apenas uma vez em cada animal, compreendendo o periodo de dezembro de
2003 afevereiro de 2004.

As amostras, armazenadas em frascos de vidro estéreis, sem anticoagul ante,
foram resfriadas e enviadas, imediatamente, ao Laboratério de Microbiologia do Setor
de Medicina Veterinaria e Salde Publica do Departamento de Veterinariada UFV, para

processamento.
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Kilometers

MERCES

Fonte: Mapa Geopolitico de Minas Gerais - IGa | CETEC - 1994
Digitalizacdn: Assessoria da Secrekaria Geral do Gavernadar

Figural - Localizacdo dos municipios Vigosa e Mercés na macrorregido Zona da Mata, Minas Gerais.
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Figura 2 — Mapa cartogréfico da &rea da bacia hidrografica do Ribeirdo Sao Bartolomeu,
Vigosa, Minas Gerais.

Primeiramente, as amostras foram centrifugadas, durante cinco minutos a 3.000
RPM, para completa separacdo do soro. Este foi aliquotado, armazenado em frascos
estéreis e congelado até a realizacdo dos exames.

A pesguisa de anticorpos anti-N. caninum foi realizada no Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozoérios e VetoresBIOAGRO/UFV e as demais andlises
no Laboratdrio de Microbiologia do Setor de Medicina Veterindria e Salde Publica do
Departamento de Veterinariad UFV.
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3.3.1. Pesquisa de anticor pos anti-Neospora caninun

A técnica utilizada para a pesquisa de anticorpos em bovinos e cées foi a

imunofluorescénciaindireta, conforme descrito por (OVIEDO, 2001) (anexo).

3.3.2. Pesquisa de anticor pos anti-Brucella abortus

Conforme norma do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), a pesguisa de anticorpos anti- Brucella abortus, nas amostras bovinas, contou
com uma prova seletiva (“AAT”), por meio da qual foi feita a triagem das amostras
positivas para serem retestadas com provas confirmatérias (2-ME e SAT). Tais provas

foram realizadas de acordo com os protocol os descritos em BRASIL (2003) (anexo).

3.3.3. Pesquisa de anticor pos anti-L eptospira interrogans

Para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira nas amostras de soro bovino e
canino, realizamos a prova de microaglutinacdo rapida para triagem e, como prova
confirmatoria, a mesma técnica, porém com a dilui¢o dos soros positivos em 1:200 e
1:400, conforme recomendado por RY U (1970) e BRASIL (1999) (anexo).

Na pesquisa de anticorpos por microaglutinagcdo utilizamos cultura de leptospiras
vivas, sendo gue para 0s soros bovinos usamos 0s sorogrupos Bratislava, Castelonis,
Grippotyphosa, |cterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Tarassovi, Djasiman, Hardjo,
Wolffi. E, para a andlise dos soros caninos, servimo-nos dos sorogrupos Canicola,
Autumnalis, Bratislava, Pyrogenes, |cterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Castelonis e
Pomona. Tais sorogrupos foram assm selecionados por ocorrerem com maior

frequéncia em diagndsticos das referidas espécies na regido pesquisada.

3.4. Andlise dosdados

As andlises foram realizadas a partir do calculo da prevaléncia de enfermidade
(neosporose, brucelose e leptospirose) considerando como unidade de andlise
propriedades e animais (bovinos e cées), para cada municipio (Vicosa e Mercés). Os

resultados (proporgdes) foram comparados utilizando-se o teste do Qui-quadrado.
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A andlise de associacdo entre as variaveis foi realizada utilizando o teste do Qui-
quadrado ou o teste exato de Fisher em tabelas de contingéncia 2x 2 no programa
Epilnfo versdo 6.04 (WHO, 1997). A andlise de linearidade, quando a variavel foi
classificada em mais de uma categoria, foi feita a partir do teste Qui-quadrado para
linearidade. Considerando a populagéo bovina, as variaveis testadas foram propriedades
e animais positivos para neosporose, bovinos positivos para brucelose e leptospirose,
problema reprodutivo e suas categorias (abortamento, mortalidade perinatal e repeticéo
de cio), acesso de cées ao alimento de bovinos, tipo de exploracdo e sistema de
producdo. Para os cées, as variaveis analisadas foram propriedades e animais positivos
para neosporose, sexo, faixa etaria, habito e tipo de alimentacdo. Todas as andlises

foram interpretadas considerando-se o nivel de significancia de 95%.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Prevaléncia de propriedades postivas para neospor ose, brucelose e leptospirose

Considerando 0 numero de propriedades pesquisadas (32 no municipio de
Vicosa e 14 no municipio de Mercés) encontramos um total de 25 (54,3%) propriedades
positivas para neosporose, 7 (15,2%) para brucelose e 3 (6,5%) para leptospirose
(Tabela 2). As propriedades foram consideradas positivas quando pelo menos um
animal apresentou exame com resultado positivo para as enfermidades.

A andlise geral entre as prevaléncias revelou diferenca estatisticamente
significativa €2 = 31,54, p< 0,000001). A comparacdo individual, entretanto, revelou
gue apenas as prevaéncias de neosporose e brucelose (p<0,01) e neosporose e
leptospirose (p < 0,01) diferiram estatisticamente entre si. Nesse sentido, encontramos
maior prevaléncia de propriedades positivas para heosporose do que para brucelose e
leptospirose, sendo as prevaléncias para as duas Ultimas enfermidades iguais entre si
(p>0,05) (Tabela2).

Os dados destas doencas por municipio demonstraram que em Vigosa 15
(46,9%) propriedades foram positivas para neosporose; 2 (6,2%) para brucelose e
nenhuma propriedade gpresentou bovinos sororeagentes para leptospirose. Edtatisticamente
encontramos diferenca entre estas prevaléncias (c? = 28,45, p< 0,01), sendo que amaior
prevaéncia foi verificada para a neosporose (p<0,01), enquanto brucelose e leptospirose

apresentaram va ores semel hantes de prevaéncia (p > 0,05) (Tabela 2).
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Tabela2 — Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum, anti- Brucella abortus e anti-Leptospira sp. em propriedades dos municipios de
Mercés e Vicosa, 2004

Enfermidades

Municipio Propriedades Neosporose Brucelose eptospirose
Positivas Pr ea/gl grég}oa)*(%) Positivas Pr ezllfél:éggoi/?)(%) Positivas Pr ezlaééggg )(%)
Vicosa 32 15 (2; g’_%a;()) 2 (1,?_’-35;2) 0 (0,812_2,3)
Mercés 14 10 (427,3’-%2,4) ° (12%—76:2,4) 3 (5?%12Tf2)
Total 46 25 (39%2;8) ! (6,%3?.’229b5) 3 (1,?-’?;,9)

* Interval o de confiangaao nivel de significanciade 95%.
No corpo detabela, preval éncias seguidas de letras diferentes namesmalinhaindicam queexiste diferenca estatisticaao nivel de significanciade 95%.
No corpo detabela, preval éncias segui das de nimeros diferentes namesmacolunaindicam que existe diferenca estatisticaao nivel de significanciade 95%.
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Para 0 municipio de Mercés, as prevaléncias de propriedades positivas
verificadas foram 71,4% para neosporose; 35,7% para brucelose e 21,4% para
leptospirose. Também verificamos diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados (c?=7,58, p=0,0226). Nesse municipio, entretanto, a prevaléncia de
propriedades positivas para neosporose ndo se destacou como a mais elevada, sendo
semelhante, estatisticamente, a da brucelose (p > 0,05). Verificamos diferenca apenas
quando comparamos as prevaéncias de propriedades positivas para neosporose e para
leptospirose (p < 0,01), conforme Tabela 2.

A andlise entre os dois municipios revelou diferencas estatisticamente
significativas para brucelose (c? corregdo de Yates = 4,47, p= 0,03) e para |eptospirose
(c? corregdo de Yates =4,24, p=0,04). Considerando a prevaléncia de propriedades
positivas para neosporose ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os municipios (c? = 2,37, p = 0,124) (Tabela 2).

A partir dos resultados apresentados, verificouse que, de forma geral, um maior
nimero de propriedades apresentou animais soropositivos para a neosporose, seguida,
em magnitude, da brucelose e da leptospirose. RIVERA et a. (2000) relatam em seu
experimento a auséncia de B. abortus e Leptospira sp. e a prevaléncia de 62,1% para
N. caninum, com isso evidenciam a importancia da neosporose como causadora de
abortamentos em rebanhos do Peru. De forma semelhante, DAVISON et al. (1999),
encontraram significancia maior da soroprevaléncia de neosporose do que de diarréia
viral bovina, rinotraqueite infecciosa bovina e L. hardjo, como enfermidade relacionada
ao abortamento em rebanhos leiteiros.

A neosporose tem sido considerada emergente em todo o mundo, tendo sido
reportada na América do Sul (Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai) em
estudos realizados na Ultima década (MOORE, 2005). Sua prevaéncia varia de regido
para regido de acordo com os fatores de risco associados (LEITE et al., 2001;
OTRANTO et al., 2003; HOBSON et a., 2004).

Os dados encontrados revelam a existéncia da neosporose nas areas investigadas,
com elevado numero de propriedades apresentando animais soropositivos. Para a
brucelose e a leptospirose, apesar de um menor nimero de propriedades ter apresentado
animais positivos, os resultados mostram que ambas as doencas ainda estdo presentes

nas areas pesguisadas.
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Com relacdo aos dados obtidos segundo 0s municipios, observamos que ambos
apresentam a neosporose relativamente bem disseminada, com elevados percentuais de
propriedades analisadas apresentando animais soropositivos. Interessante notar, que no
municipio de Mercés, brucel ose e |eptospirose apresentaram-se mais disseminadas, com
maior nimero de propriedades apresentando animais positivos que no municipio de
Vigosa

As diferencas entre as areas pdem sugerir um maior trénsito de animais nas
propriedades. Durante a coleta dos dados a partir das entrevistas realizadas com o0s
proprietarios e de observacOes diretas redizadas, foi possivel perceber, que no
municipio de Vigosa, ha freglentes trocas de animais entre as propriedades pesquisadas;
jdno municipio de Mercés, verificouse intenso transito de animais envolvendo regifes
distintas, com entrada de bovinos nas propriedades analisadas provenientes de
municipios vizinhos (Barbacena, Juiz de Fora, Rio Pomba, Santos Dumont e Tocantis),
de outras &reas de Minas Gerais (Sul de Minas) e também de outros estados (Bahia e
Espirito Santo). Ressdlta-se, ainda, que ndo havia, por parte dos proprietarios,
preocupacdo em exigir certificado de vacinagdo, quando da aquisi¢cdo de novos animais.

Segundo POESTER et al. (2002), diferencas entre prevaléncias de brucel ose por
regido poderdo também estar relacionadas com diferencas de densidade populacional
entre as regides. Segundo estes pesquisadores, quanto maior 0 nUmero de animais,
maior a prevaléncia de infecgdo por B. abortus.

Com relacdo a leptospirose, estudo realizado na macrorregido Zona da Mata,
evidenciou prevaéncias de propriedades positivas nas microrregifes Mata de Uba e
Mata de Vicosa de 10,34% e 3,13%, respectivamente (FARIA et al., 1984). Apesar do
presente estudo ndo ter avaliado de forma representativa ambas as microrregides, Mata
de Uba (atualmente denominada microrregido Ub4) e Mata de Vicosa (atuamente
denominada microrregido Vigosa), 0s municipios pesquisados apresentaram padréo de
prevaléncia semelhante ao trabalho de FARIA et a. (1984). Assim, o municipio de
Mercés (integrante da microrregido Ubd) apresentou maior prevaléncia de propriedades
positivas para |leptospirose (21,4%) e o municipio de Vigcosa (integrante da microrregio
Vigosa) o menor valor de prevaléncia (0,0%).

As diferencas de prevaléncia para leptospirose, segundo LILENBAUM &
SOUZA (2003), poder&o ocorrer devido a fatores desde a adaptacéo da cepa L. hardjo
a0 gado; presenca de outras espécies de animais domésticos e animais silvestres nas
propriedades até aos fatores ambientais e préticas de manejo.

21



4.2. Prevaléncia de bovinos positivos para neospor ose, brucelose e leptospir ose

Foram examinadas 296 amostras de soro de fémeas bovinas, revelando
prevaléncias de 23,3% para neosporose; 4,4% para brucelose e 1,0% para leptospirose,
com diferenca estatisticamente significativa €2 =98,77, p<0,01) entre as mesmas.
Assim, neosporose concentrou 0 maior numero de animais positivos (p<0,01) e
brucelose e leptospirose aparecem com percentual s Sgnificativamente menores (Tabela 3).

Os dados de Vigosa revelam soropositividade de 22,6% para neosporose, 1,6%
para brucelose e ndo foram encontrados casos de leptospirose bovina neste municipio.
Em Mercés, a prevaléncia de animais positivos para neosporose foi de 23,8%, para
brucel ose 6,4% e para leptospirose 1,7% (Tabela 3).

Considerando os dados acima, foram observadas diferencas significativas entre
as prevaléncias de cada municipio (Vigosa: ¢c?=53,08, p< 0,01; Mercés: c¢?= 49,01,
p < 0,01). Entretanto, para ambos os municipios, essa diferenca foi significativa apenas
quando se compararam as prevaléncias de neosporose e brucelose (p<0,01) e
neosporose e leptospirose (p < 0,01). As prevaléncias de brucel ose e leptospirose foram
idénticas entre si para as duas regides (p > 0,05), conforme Tabela 3.

A andise entre os dois municipios ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas entre as infeccdes (neosporose: ¢ = 0,06, p= 0,80; brucelose: c? = 3,92,
p=0,05 e leptospirose: c2correcdo de Yates=0,79, p=0,37). Nesse sentido, as
prevaléncias de animais positivos para cada um dos trés agravos sao semelhantes entre
as areas dos municipios pesquisados (Tabela 3).

A partir dos resultados encontrados, pode-se constatar que também para a
prevaléncia de animais positivos, de uma forma geral, a neosporose continua sendo a
mais prevalente das infecgbes, semelhante a0 que havia sido verificado quando da
andlise segundo as propriedades.

Considerando os municipios individualmente, em Vicosa, verificouse que a
Nneosporose aparece como 0 agravo de maior significado epidemiolégico, com os
maiores valores de prevaléncia por propriedade (46,9%) e por animal (22,6%). Para o
municipio de Mercés, entretanto, quando se analisaram as prevaléncias de animais
positivos, a neosporose é também a doenca com maior nimero de casos nos rebanhos
(23,8%), diferentemente dos resultados segundo as propriedades, onde as prevaléncias
de neosporose (71,4%), brucelose (35,7%) e leptospirose (21,4%) séo relativamente
elevadas.
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Tabela 3 — Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum, anti-Brucella abortus e anti-Leptospira sp. em bovinos, municipios de Mercés e

Vigosa, 2004
Enfermidades
Municipio Animais Neospor ose Brucelose L eptospirose
Casos Prevaléncia (%) Casos Prevaléncia (%) Casos Prevaléncia
(1C 95%)"") (I1C 95%) (%) (1C 95%)
. 22,64 1,6 0,0
Vigosa 124 28 (15,8-31,1) 2 (03-63) 0 (0,0-3,7)
. 23,8% 6,4" 1,7°%
Merces 172 4 (17,8-31,0) 1 (34-11,4) 3 (0,5-5,4)
23,3 4.4° 1,0°
Total 2% 69 (18,7-28,6) 13 (2,5-7,6) 3 (0,3-32)

* Interval o de confiangaao nivel designificanciade 95%.
No corpo detabela, preval éncias seguidas de letras diferentes namesmalinhaindicam que existe diferenca estatistica ao nivel de significancia de 95%.
No corpo detabel a, preval éncias seguidas de nimeros diferentes namesma col unaindi cam que existe dif erenca estatisticaao nivel de significanciade 95%.
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Ressdlta-se que as prevaéncias de animais positivos para neosporose em ambas
as areas revelaram valores significativamente maiores do que para a brucelose e a
leptospirose. Relativamente, considerando a brucelose, que € 0 agravo que aparece em
segundo lugar em importancia, a prevaléncia de animais positivos para neosporose €,
aproximadamente, 14 vezes maior em Vigosa e quatro vezes em Merceés.

No Brasil, a neosporose bovina ja foi descrita em propriedades leiteiras, em
diversos estados, com as seguintes percentagens de animais positivos. 14,1% na Bahia
(GONDIM et d., 1999); 18,4% em Minas Gerais (MELO et a., 2004); 14,3% e 34,8%
no Parana (Locatelli- Dittrich et al., 2001 citados por MOORE, 2005; GUIMARAES et
al., 2004;) e 11,2% no Rio Grande do Sul (CORBELLINI et a., 2002).

MELO et a. (2001) observaram frequéncias diferentes (p < 0,001) de infeccéo
por este protozoario em dois grupos de propriedades leiteiras mineiras, o grupo 1 com
27,31% de prevaércia (65 de 238 amostras) e 0 grupo 2 com 12,72% de prevaléncia
(44 de 346 amostras). Segundo os autores o que diferenciava os dois grupos era o tipo
de leite produzido pela propriedade (grupo 1, leite A/B e grupo 2, leite C) e ndo aregido
onde estas estavam localizadas. Segundo OTRANTO et a. (2003), rebanhos grandes
possuem maior soroprevaléncia do que rebanhos de pequeno e meédio porte,
principal mente nagqueles onde ha prética permanente de comercializagdo de animais.

AKCA et a. (2005) investigaram a soroprevaléncia de N. caninum em bovinos
na Turquia, onde trabalharam com 301 amostras de soro de 17 rebanhos. Destas, 228
amostras eram provenientes de animais de ragas nativas e 73 da raga Simental, sendo 12
originamente importados da Alemanha. Somente foram positivas seis amostras da raga
Simental (8,2%), referentes a animais descendentes das fémeas importadas. A odds ratio
calculadafoi de 20,3, significando maior chance de infeccdo por N. caninum paraaraca
Simental do que para as ragas nativas. Os autores sugerem gue a provavel introducdo da
infeccdo no rebanho se deu partir da importaco de animais. Segundo PARE et al.
(1998), a necessidade ou intengdo de melhoria genética dos rebanhos tem sido
freglientemente relacionada a entrada de novos agentes infecciosos no rebanho,
principalmente em se tratando de novilhas de reposi¢éo.

A brucelose € uma doenca amplamente disseminada em nosso pais, sendo a B.
abortus o principal bio-agente patogénico da brucel ose bovina (POESTER et al., 2002),
com maior prevaléncia em bovinos leiteiros (MORENO, 2002). Em 1975, foram
verificadas as seguintes prevaléncias em animais por regides. Norte, 4,1%; Sul, 4%
Nordeste, 2,5%; Sudeste, 7,5% e Cetro Oeste, 6,8%. Posteriormente, alguns estados
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realizaram estudos sorol 6gicos, onde foi possivel verificar que a prevaléncia de animais
positivos no Brasil manteve-se, no periodo de 1988 a 1998, entre 4% e 5% (BRASIL,
2001; BRASIL, 2003).

Dados de pesquisa mais recente revelam a situacdo endémica estabelecida e a
maior prevaléncia da infeccdo por Brucella abortus em regides com alta densidade
bovina (POESTER et a., 2002). Em Minas Gerais, estado que concentra 0 maior
rebanho leiteiro do pais, a prevaléncia para esta doenca caiu de 7,6%, em 1977, para
6,7%, em 1980, significando reducdo de 0,9% no periodo (Castro, 1982, citado por
POESTER et a., 2002; BRASIL, 2003). Uma revisdo da Situagdo da brucelose no
Paraguai, realizada a partir da andlise de séries historicas de dados secundarios,
BAUMGARTEN (2002) também verificou significativo decréscimo da prevaléncia
naquele pais. Segundo o autor, esta reducéo seria reflexo de agbes mais adequadas de
controle da doenga, da melhora geral do nivel educacional dos produtores, bem como,
acesso a informagdo sobre vacinagdo dos animais e sobre a reaizacdo de exames
diagnostico de rotina.

Para a leptospirose bovina, no Brasil, alguns trabalhos citam prevaléncias
variando de 6,13%, 3,23% e 2,26% para os sorovares hardjo, pomona e wolffi,
respectivamente (FARIA et al., 1984); 68,4% para os sorovares hardjo e wolffi
(LILENBAUM et a., 1995); 83,8% para os sorovares wolffi, castellonis e
icterohaemorrhagiae (VIEGAS et al., 2001b) e 46,9% para o sorovar hardjo
(LILENBAUM et a., 2003).

Considerando o exposto, ressaltamos que sdo descritos varios fatores de risco
associados a ocorréncia de brucelose e leptospirose em propriedades rurais. Para a
brucelose, citamse a alta densidade populacional (POESTER et al., 2002); as préaticas
de mangjo; a informagdo sobre a imunizagdo dos animais e a realizagdo de exames
diagndsticos rotineiros (BAUMGARTEN, 2002). Com relacdo a leptospirose,
LILENBAUM & SOUZA (2003) descrevem fatores como a adaptacdo da L. hardjo ao
rebanho; a presenca de outros animais na propriedade que possam carrear outras
leptospiras e fatores ambientais e de manejo que possam contribuir para a distribuicéo
dos sorovares.

No presente trabalho, no municipio de Mercés, foram verificadas prevaléncias
elevadas de brucelose (35,7%) e leptospirose (21,4%) por propriedade, entretanto
guando consideramos os animais como unidade de andlise, as prevaléncias encontradas

foram reduzidas, 6,4%, para brucelose e 1,7%, para leptospirose. No municipio de
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Vicosa, a andlise por propriedade revelou prevaléncias significativamente menores para
ambas as infecgdes, inclusive com auséncia de propriedades positivas para leptospirose.
Contudo, para a brucelose, a analise por animal apresentou 0 mesmo comportamento
assinalado para 0 municipio de Mercés, com reducéo da prevaléncia (Tabelas 1 e 2).

A prevaéncia de brucelose nestas regifes pode ser explicada, provavelmente,
pelo comércio de animais sem controle realizado pelos proprietarios de ambos os
municipios, conforme j& ressaltado anteriormente. Por outro lado, as reduzidas
prevaléncias de animais positivos podem ser reflexo da prética de vacinacéo realizada
pelos proprietarios’. Apesar do PNCEBT/MAPA, instituido a partir de 2001 (BRASIL,
2001), ainda ndo estar com as atividades previstas plenamente implementadas, a pratica
de vacinagdo de fémeas bovinas contra a brucelose foi bastante difundida, ainda que
com efetividade questionavel, a partir das medidas de controle regulamentadas pela
Portaria GM n® 23/76 (BRASIL, 1976), que aprovou as normas para a profilaxia da
brucelose animal no pais.

Ainda com relacdo a brucelose, verificamos que a prevaléncia de animais
positivos, dentre as propriedades pesguisadas no municipio de Mercés foi maior (6,4%)
que a do municipio de Vicosa (1,6%). Embora ndo tenhamos identificado diferenca
estatisticamente significativa, podemos especular sobre o fato de que no municipio de
Mercés existe a praica de inseminacdo artificial, muitas vezes sem controle da
qualidade do sémen utilizado, diferentemente das propriedades investigadas no
municipio de Vigosa, onde é recorrente a monta natural.

Esta informagdo é importante, uma vez que a inseminacdo artificial, na espécie
bovina, é citada como fator de risco para a infeccéo por Brucella sp., pois 0 sémen é
introduzido diretamente no Gtero. Por outro lado, a transmissdo pelo coito parece ndo
ser de grande importéncia entre bovinos, na medida em que o sémen € depositado na
vagina, onde defesas inespecificas dificultam o processo de infeccdo (BRASIL, 2003).

Com relagéo aleptospirose, trabalho realizado na macrorregido Zona da Mata de
Minas Gerais identificou 10% de animais soros reagentes para leptospirose bovina.
Especificamente na microrregido Mata de Vigosa (atualmente microrregido Vicosa),
foram identificados 3,03% de animais positivos (FARIA et al., 1984), sendo este o
menor valor de prevaléncia verificado por microrregido. No presente trabalho a

sorologia para leptospirose foi positiva apenas para trés amostras de soro provenientes

2 Segundo informagdes obtidas dos proprietarios, a vacinac&o contra brucel ose seguia as recomendactes
preconizadas pelo MAPA, ou sga, vacinagdo de fémeas com idade entre trés a oito meses de idade.
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do municipio de Mercés. Dentre os sorovares identificados, uma amostra foi reagente
para wolffi nadiluicdo de 1:200 e duas para hardjo na dilui¢do de 1:400.

Apesar de ndo ter sido realizado trabalho com amostragem significativa para
ambas as microrregides, os resultados encontrados sinalizam para o fato de que a
microrregido Vigosa apresenta, jA em trabalhos realizado na década dos 80, baixas
prevaléncia para |leptospirose bovina. Quando avaliamos a prevaléncia desta doenca no
Brasil, verificamos que o Estado de Minas Gerais apresenta os menores valores de
animais soros reagentes (FARIA et al., 1984; LILENBAUM et al., 1995; VIEGAS et
al., 2001b; LILENBAUM et a., 2003). Neste sentido, o presente trabalho sinaliza para
o fato de que nosso Estado continua apresentando indices baixos de infeccéo por
Leptospira sp. em bovinos Entretanto, chama-se atencdo para a necessidade de
realizacdo de estudos epidemioldgicos mais bem delineados para o melhor
esclarecimento da ocorréncia desta enfermidade nas areas pesquisadas.

A neosporose vem assumindo significado sanitario importante, enquanto
brucelose e leptospirose, até mesmo pelo fato de serem mais bem conhecidas e,
consequentemente, controladas, ainda que com acledatividades de efetividade

questionavel, tém apresentado reducdes paul atinas de suas preval éncias nos rebanhos.

4.3. Prevaléncia de cées positivos para heospor ose e leptospir ose

As amostras caninas totalizaram, para os dois municipios, 54 soros cujas analises
revelaram prevaléncias de 18,5% para neosporose e 7,4% para leptospirose. Estes
resultados foram estatisticamente semelhantes (c2 = 2,95, p = 0,09), conforme Tabela 4.

Para os municipios de Vicosa e Mercés, as soroprevaléncias encontradas foram,
respectivamente, de 13,9% e 27,8% para neosporose, 8,3% e 5,6% para leptospirose
(Tabela 4). N&o se verificou existéncia de diferencas estatisticamente significativas
entre as prevaléncias das infeccdes para cada municipios (Vicosa c? correcdo de
Yates=0,14, p=0,71; Mercés c? correcdp de Yates=1,80, p=0,18 ) e também quando
foram comparadas as prevaléncias destas entre as duas regides (neosporose: ¢ corregéo de
Yates=0,75,p = 0,39 e leptospirose: ¢ correcéo de Yates = 0,03, p = 0,85) (Tabela4).

Dos quatro soros caninos positivos para leptospirose, os sorovares identificados
foram uma amostra para Canicola (titulo de 400); uma para Pyrogenes (titulo de 200) e

duas para Castelonis e Pyrogenes (titulo de 400).
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Tabela 4 — Prevaéncia de anticorpos anti-Neospora caninum e anti-Leptospira sp. em
cdes, municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Enfermidades

Municipio Animais Neosporose L eptospirose
e
Vigosa 36 > (5?5_'231, 3) 3 (2,2’-322,6)
Mercés 18 > (102, ;,_852'6) ! (0,2,-622,4)
Total 54 10 ( 9'175_‘*35: 0 4 (Z,Zi;,?)

* |nterval o de confiangaao nivel de significanciade 95%.

No corpo detabela, preval éncias seguidas de | etras diferentes namesmalinhaindicam que existe diferenca estatistica
ao nivel designificancia de 95%.

No corpo de tabela, prevaléncias seguidas de nimeros diferentes na mesma coluna indicam que existe diferenca
estatisticaao nivel de significanciade 95%.

E interessante ressatar que nenhum dos cdes das propriedades apresentou
antecedentes de infecgdes, sendo que apenas um dos proprietarios alegou que seu céo,
sempre que copulava alguma cadela, a ninhada era abortada ou os filhotes nasciam e
morriam apos aguns dias.

Os resultados obtidos revelam, para ambas as infeccles, possivelmente a
presenca de animais infectados nas areas pesquisadas. Diversos trabalhos publicados
descrevem estudos sobre a ocorréncia de anticorpos em cdes para N. caninum e
Leptospira sp. no Brasil. Assim, FERNANDES et a. (2004) relatam a prevaléncia de
anticorpos anti-N. caninum em cées de éreas urbanas, periurbanas e rurais da cidade de
Uberlandia, Minas Gerais. Os autores coletaram 450 amostras (300 da zona urbana, 58
da periurbana e 92 da zona rural) observando 14% de prevaléncia, sendo 10,7% na érea
urbana, 18,9% na area periurbana e 21,7% na &rea rural. Diferencas estatisticas foram
encontradas entre as ocorréncias em zona urbana e rural (p = 0,01).

No Estado da Paraiba, a soroprevaléncia da neosporose canina também foi
estudada a partir de 286 amostras de sangue col etadas durante a campanha de vacinagéo
anti-rabica realizada em setembro de 2003. Foram identificados 24 cées positivos e
prevaléncia de 8,4% (AZEVEDO et a., 2004). Na cidade de Monte Negro-RO, Cénort
FRANCO et al. (2003) identificaram 13 (8,3%) animais positivos de um total de 157

amostras de soro canino analisadas.
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A leptospirose em cdes tem sido estudada a partir de inquéritos soro-
epidemiol dgicos realizados em varias regides do Brasil, com resultados de prevaléncias
bastante variados. A maior parte desses estudos aponta, adicionalmente, 0s sorovares
canicola, icterohaemorrhagiae e autumnalis como os mais prevalentes em caes (SANTA
ROSA et al., 1974; YASUDA et a., 1980; AVILA et a., 1998; ALVES et a, 2000;
LILENBAUM et al., 2000; MODOLO et a., 2000; VIEGAS et al., 2001a; VIEGAS et
al., 2001b; MASCOLLI et d., 2002, SILVA et d., 2002; SILVA, 2003).

A comparagdo entre os resultados encontrados pelos estudos realizados, a partir
de inquéritos epidemiol 6gicos, sobre prevaléncia de leptospirose canina é dificil, uma
vez que as amostras utilizadas podem apresentar problemas de precisdo e validade.
Entretanto, os resultados encontrados apontam o estado de Minas Gerais com a
prevaléncia mais baixa, menor que 10% (SANTA ROSA et a., 1974), semelhante ao
verificado nas regides de Vicosa e Mercés (Tabela 4).

Apesar da dificuldade de se inferir sobre o real papel desempenhado por estes
animais nas areas investigadas, podemos apontar para seu significado epidemiol dgico,
uma vez que os caes sao reconhecidamente hospedeiros deste patdgenos.

No caso da neosporose, 0 significado € mais evidente, uma vez que o cdo atua
como hospedeiro intermediério e hospedeiro definitivo do N. caninum, sendo essencia
para a manutencdo do ciclo bioldgico. Na transmissdo horizontal, as fezes de caes
contaminadas com oocistos sdo a principal fonte de infeccdo para os hospedeiros
intermediarios, dentre os quais, os bovinos (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et
al., 1999; LINDSAY & DUBEY, 2000; BASSO et d., 2001; DUBEY et al., 2002).

4.4. Neospor ose bovina segundo a ocorréncia de disturbio reprodutivo

A informac8o sobre ocorréncia de problemas reprodutivos individualizada para
cada animal ndo pode ser coletada de forma adequada, pela dificuldade do informante,
na maioria das vezes, identificar o tipo de problema e o respectivo animal que o
apresentou ou ndo. Dessa forma, a andise a seguir foi redlizada a partir da
caracterizacao do tipo de problema reprodutivo e do histérico da sua ocorréncia ou ndo
na propriedade. De forma adicional, as comparagdes entre prevaléncia de doenca e
problemas reprodutivos sb foram possiveis para a neosporose, uma vez que essa doenca

foi a que apresentou 0 maior nimero de animais positivos.

29



Os disturbios reprodutivos foram divididos em trés categorias, sendo que,
considerando conjuntamente os dois municipios, o distirbio mais prevalente nas
propriedades foi abortamento (28,3%), seguido de morte perinatal (19,7%) e repeticéo
decio (13,0%) (Tabelab).

Tabela5 — Andlise de associacdo entre propriedade positiva para reosporose bovina e
disturbio reprodutivo, municipios de Mercés e Vicosa, 2004

Distarbio reprodutivo — Propriedade ' Total (?Idgsglzss')gl
Positiva Negativa
Presente 28 10 38 56
Ausente 7 14 21 (1,53-21,33)
Total 35 24 59

1¢?=9,13;p<0,0L
2 .
Intervalo de confianga.

Quando relacionamos a prevaléncia de neosporose bovina nas propriedades com
a ocorréncia de qualquer problema reprodutivo, encontramos associacdo significativa
(c?=9,13; p=0,003) com odds ratio (OR) de 5,6 (IC 95% = 1,53 - 21,33) (Tabela 5).
Nesse sentido, as propriedades com animais positivos para neosporose bovina tiveram,
aproximadamente, seis vezes mais chance de apresentar qualquer problema reprodutivo
do que as propriedades sem animais positivos.

A andlise desagregada por tipo de problema reprodutivo também apresentou
associacdo estatisticamente significativa (c?=9,16; p=0,027), inclusive indicando
graus diferentes de risco entre as diferentes categorias de distirbios reprodutivos (c?
para linearidade = 2,86; p=0,235. c? ‘sope’ = 6,26; p=0,01. Slope=0,15). Assim, a
chance de propriedades com bovinos positivos para neosporose terem histérico de
‘mortalidade perinatal’ foi seis vezes maior (OR=6,0 e IC 95% = 1,22 — 29,45) do que
para aguelas negativas. De forma semelhante, a categoria ‘abortamento’ também
apresentou associagdo significativa com a neosporose bovina, com chance de historico
de ocorréncia desse disturbio, aproximadamente, cinco vezes maior (OR=5,2 e
IC 95% = 1,32 — 20,54) para as propriedades positivas. A categoria ‘repeticdo de cio’
n&o apresentou associacdo com a doencga, uma vez que o intervao da odds ratio incluiu
o valor um (Tabela 6).
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Tabela 6 — Andlise de associacdo entre propriedade positiva para neosporose bovina e
tipo de disturbio reprodutivo, municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Distarbio Reprodutivo _ -Proprledade _ Total ?ﬁgsggssl)gl
Positiva Negativa
Ausente 7 14 21 1,0
Abortamento 13 5 18 5,2 (1,32-20,54)
Mortalidade perinatal® 9 3 12 6,0 (1,22—-29,45)
Repeticdo de cio 6 2 8 6,0 (0,95-37,77)
Total 35 24 59

! ¢? paralinearidade = 2,86; p =0,235. c? ‘slope’ = 6,26; p =0,01. Slope = 0,15.
2 Interval o de confianca.
% Mortalidade perinatal inclui os casos de mortalidade neonatal e de natimortos.

Existem inUmeros relatos evidenciando a associacdo entre a ocorréncia de
abortamento em virtude da infeccdo por N. caninum (DUBEY & LINDSAY, 1996;
RIVERA et a., 2000; DIJKSTRA et d., 2002; JENKINS et al., 2002; HOBSON et 4.,
2004; KASHIWAZAKI et a., 2004; MELLADO et a., 2004; SADREBAZZAZ et d.,
2004; MOORE, 2005). A presenca de anticorpos anti-N. caninum em vacas somente
indica a exposicéo ao parasita, entretanto, a probabilidade de ocorrer abortamento em
vacas soropositivas é o dobro do que em vacas soronegativas (WOUDA et al., 1998;
RIVERA et a., 2000; JENKINS et a., 2002; OTRANTO et a., 2003).

MOORE (2005) associa a prevaléncia de neosporose bovina com abortamentos
antecedentes no rebanho. Kashiwazaki et al. (2004), ao testarem amostras de bovinos,
encontraram associacdo significativa entre a ocorréncia de abortamentos com a
soropositividade das vacas (p = 0,025). Contribuem para esta afirmativa os resultados
de HOBSON et a. (2004), os quais indicam associagdes positivas entre a ocorréncia de
abortamento no rebanho com a soroprevaléncia de N. caninum (OR=1,1), com a taxa
de retencdo de placenta (OR=1,2) e com a taxa de repeticdo de cio apds prenhez
confirmada (OR = 1,2).

O diagnéstico dos abortamentos bovinos pelo N. caninum apresenta limitacoes,
sendo necess&rio considerar a adaptacdo do parasita no rebanho e a freqliéncia de sua
transmissdo transplacentéria, sendo que em muitos casos a infeccdo fetal ndo resulta em
abortamento (JENKINS et a., 2002). As vezes ndo é possivel relacionar a
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soroconversao com a ocorréncia do abortamento, indicando que infeccdes poderéo
continuar ocorrendo sem serem percebidas no rebanho (DIJKSTRA et al., 2002).

Pode ocorrer também a ndo associacdo entre a soropositividade de mées e filhas,
mas isto sO dasta a hipbtese de transmissdo transplacentaria (vertical), mantendo a
possibilidade infecgdo horizontal e, com isso, o0 risco de problemas reprodutivos
(DIJKSTRA et al., 2002; KASHIWAZAKI et a., 2004).

Para evitar se superestimar a ocorréncia de abortamentos por N. caninum, é
importante comprovar o diagnéstico através de dados histopatolégicos e, ou,
demonstracdo sorolégica fetal e materna (JENKINS et a., 2002). Apesar de néo ter sido
objeto desse estudo a comprovacdo dos casos de abortamento segundo o ko-agente
patogénico envolvido, fica evidente que as propriedades com animais positivos ao N.
caninum apresentam maior chance de historia de disturbios reprodutivos do que aguelas
com auséncia de bovinos positivos. Estes resultados permitem sugerir a participacéo

desse agente na ocorréncia de problemas reprodutivos em rebanhos bovinos.

4.5. Neospor ose bovina segundo a presenca de caes positivos na propriedade

A andlise da existéncia de associagao entre a ocorréncia de neosporose bovina e
a presenca de caes nas propriedades foi realizada considerando o total de bovinos
pesquisados (296) e, conforme o resultado soroldgico para N. caninum, se havia céo
positivo na propriedade ou néo.

O resultado da andlise indicou a existéncia de associacdo entre as variavels
(c>=233; p<0,01), sendo que bovinos positivos a N. caninum tiveram,
aproximadamente, sete vezes mais chance (OR=6,55 e IC 95% = 2,62 — 16,59) de
estarem presentes em propriedades com presenca de cdo também positivo, do que
bovinos negativos (Tabela 7).

A soroprevaléncia de neosporose em bovinos tem sido amplamente relacionada
com a presenca de cées nas propriedades (PARE et a., 1998; BARTELS et al., 1999;
DIJKSTRA et ., 2001; DIJKSTRA et ., 2002; GUIMARAES JR et al., 2004); sendo
também relacionada a presenca de cédes positivos (WOUDA et al., 1999; KIM et al.,
2003; OTRANTO et d., 2003).

Os caes sdo0 importantes na epidemiologia do parasita porque sd0 0s Unicos
hospedeiros capazes de excretar oocistos nas fezes (GENNARI et al., 2002). Isto é

significativo para a manutencéo do ciclo do parasita, uma vez que € bastante freqliente a
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Tabela7 — Andlise de associagao entre bovinos positivos para N. caninum e presenca de
neosporose canina na propriedade, municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Bovinos

Propriedades com Co Total ?ﬁgsgggl)gl
Positivo Negativo
Positivo 16 10 26 6,55
2,26-1
Negativo 53 217 270 (2.26-16,59)
Total 69 227 296

1¢2=233;p<0,0L
2 Intervalo de confianca.

ocorréncia de cées defecando em pasto, silagem ou outro tipo de alimentagdo dos
bovinos (DIJKSTRA et al., 2002), apesar de que pode ocorrer de cées infectados néo
eliminarem oocistos de N. caninum em suas fezes (BASSO et d., 2001).

Um dado importante coletado durante nossas visitas foram os relatos dos
informantes em relacéo ao fato de que, animais de propriedades vizinhas fregqlientavam
as dependéncias da propriedade pesquisada, apesar de nesta Ultima ndo haver cées ou
destes serem mantidos presos quando existiam. Outro coment&rio de aguns
proprietérios foi da localizacdo da propriedade muito proxima arodovia, facilitando a
entrada de onde caes soltos/vadios a procura de abrigo e aimento. DIJKSTRA et al.
(2002) se referem a presenca de cdes de outras propriedades, com histérico de
abortamento, como fator de risco para ocorréncia de abortamentos por N. caninum em
rebanhos bovinos. Apesar dos autores ndo apresentarem dados de observacdo dos caes
ingerindo produtos de abortamento, observaram que estes defecavam nas proximidades
do feno e silagem dos animais. Nesse sentido, muito embora os resultados encontrados
neste trabal ho tenham demonstrado a existéncia de associacdo entre a presenca de céo e
bovino positivos para N. caninum, ndo se pode desconsiderar a possibilidade de
ocorréncia de bovinos positivos mesmo em propriedades com auséncia de cdo ou céo
positivo.

A presenca de caes positivos ou ndo nas propriedades foi também relacionada a
existéncia de problemas reprodutivos em bovinos. Entretanto, ndo se verificou a
existéncia de associacdo entre as variavels (p = 0,1046, para teste exato de Fisher),

conforme Tabela 8.
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Tabela 8 — Andlise de associacdo entre problema reprodutivo em bovinos e presenca de
neosporose canina na propriedade, municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Problema reprodutivo

. OddsRatid
Neospor ose canina Total (1C 95% )
Presente Ausente
Presente 8 2 10 3.65
Ausente 23 21 44 (0,61-38,28)
Total 31 23 54 -

1 p =0,1046, teste exato de Fisher.
2 Intervalo de confianca.

A andlise estratificada considerando as propriedades positivas para neosporose
canina e os tipos de problemas reprodutivos em bovinos também ndo resultou em
associacdo estatisticamente significativa (Tabela 9), muito embora a literatura aponta a
existéncia de associacdo entre presenca de cdes nas propriedades e ocorréncia de
problemas reprodutivos, a exemplo do estudo realizado por HOBSON et al. (2005), que
verificaram risco 2,8 vezes maor (IC 95%=1,03- 7,46) para ocorréncia de

abortamento bovino em propriedades que apresentavam maior nimero de cées.

Tabela9 — Andlise de associagdo entre propriedade positiva para neosporose canina e
tipo de distUrbio reprodutivo, municipios de Mercés e Vicosa, 2004

Distlrbio reprodutivo . .PrOprledade . Total Czldgzgﬁ/‘:')?l
Positiva Negativa
Ausente 2 19 21 10
Abortamento 5 14 19 3,39 (0,57-20,10)
Mortalidade perinatal® 3 7 10 4,07 (0,56—29,73)
Repeticso de cio 2 6 8 3,17 (0,36—27,58)
Total 12 46 58 -

! ¢? paralinearidade = 1,05; p =0,592. ¢* ‘slope’ = 1,53; p =0,216. Slope = 0,06.
2 Interval o de confianca.
3 Mortalidade perinatal inclui os casos de mortalidade neonatal e de natimortos.



A auséncia de associacdo muito provavelmente se deu em funcdo da andlise ter
sido feita considerando o0 nimero de propriedades e este ser reduzido. Ndo foi possivel
realizarmos esta avaliagdo considerando os bovinos, uma vez que, durante a aplicacéo
do questionario, os proprietarios/informantes ndo souberam indicar especificamente

quais animais tinham ou ndo histéria de problema reprodutivo.

4.6. Neospor ose bovina segundo o acesso de caes ao alimento dos bovinos

Na andlise da existéncia de associacdo entre a ocorréncia de neosporose bovina e
0 acesso de cées ao aimento dos bovinos, consideramos o total de bovinos pesquisados
(296) e se haviam cées na propriedade ou de outro dono que circulavam livres nestas.

Na maioria das propriedades estudadas (80,4%), o0s cées tinham acesso &
dependéncias dos animais, conseqlientemente, ao alimento destes, como, por exemplo,
pasto, silagem, capineira ou ragdo. Contudo, ndo identificamos a existéncia de
associacdo entre as variaveis (OR = 4,15 e IC 95% = 0,99 — 36,93) (Tabela 10).

Tabela 10 — Andlise de associacdo entre bovinos positivos para N. caninum e acesso de
caes ao alimento dos bovinos, municipios de Mercés e Vicosa, 2004

Bovinos

Acesso de cdes ao alimento Total OddsRatid
dos bovinos (1C 95% f
Positivos Negativos
N&o 2 25 27 (0,99-36,93)
Total 69 227 296

1¢2=420;p=0,04.
2 Intervalo de confianca.

A contaminagdo de reservatérios de alimentos de bovinos por oocistos
eliminados pelas fezes de cées foi identificada como fator de risco para infeccdo por
MCALLISTER et al. (1998), quando determinaram serem 0s cdes 0s hospedeiros
definitivos para o N. caninum. BARTELS et al. (1999), ao identificarem associacdo
significativa entre a presenca de cdes e a soropositividade de bovinos, também a
justificaram pelo fato dos cdes defecarem nas adjacéncias e contaminarem os alimentos
dos bovinos (silagem, por exemplo). De forma semelhante, HOBSON et a. (2005)

identificaram associac8o positiva entre a freqiiéncia com que o0s caes eram observados
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defecando no pasto e o abortamento por neospora no rebanho bovino (OR=2,8 e
IC 95% = 1,06 - 7,24).

Assim sendo, mesmo que ha presente andlise ndo se tenha encontrado associacéo
entre estes fatores, muito provavelmente o que explica a associagéo entre bovinos e cées
positivos € o convivio entre as duas espécies, onde facilmente ocorre contaminagdo do
alimento fornecido aos bovinos com fezes caninas e, conseqlientemente, com 00Cistos

de N. caninum.

4.7. Prevaléncia de neosporose em propriedades segundo o tipo de exploracéo e o

sistema de producao

A maioria das propriedades (84,5%) estudadas trabalhava com bovinocultura
leiteira, mas algumas também realizavam recria de machos, neste caso, foram
classificadas como sistema misto de producéo (15,5%).

A andlise de associacdo entre o perfil sanitério para neosporose bovina e o tipo
de exploracdo indicou a existéncia de associagdo entre as variaveis (¢ = 4,72; p = 0,03),
sendo gque os bovinos soropositivos tiveram, aproximadamente, trés vezes mais chance
(OR=2,82 elC 95% = 1,05 - 9,52) de pertencerem tipo de exploracéo leite do que tipo
misto (Tabela 11).

Tabela 11 — Andlise de associacdo entre bovinos positivos para N. caninum e o tipo de
exploragdo, municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Bovinos

Tipo de OddsRatid"
exploracéo . , (1C 95%)?
Positivos Negativos Total
Lete 4 186 250 2.82
Misto 5 41 227 (1,05-9,52)
Total 69 227 296

1¢2=4,72,p=0,03.
2 Intervalo de confianca.

Alguns trabalhos destacam que a diferenca de manejo e o estilo dos rebanhos
podem ser responsaveis pelas diferencas na soropositividade dos rebanhos (MOORE et
a., 2002; OTRANTO et a., 2003; MOORE, 2005). OTRANTO et a. (2003)
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trabalharam com 387 amostras de bovinos leiteiros e 385 de corte e encontraram 11,4%
e 6,0% de soroprevaléncia para N. caninum, respectivamente, para estes rebanhos. A
maior soroprevaléncia em rebanhos leiteiros em relacdo aos rebanhos de corte também
foi encontrada por Moore et a. (2002), onde, a partir de 1.448 amostras, sendo 1.048 de leite
e 400 de corte, identificaram 16,6% e 4,7% de soropositividade, respectivamente (p = 0,001).

A diferenca de soropositividade verificada para os diferentes tipos de rebanhos,
provavel mente esta relacionada ao maior tempo de permanéncia dos animais de leite no
sistema de producdo, aumentando a chance de exposicdo ao N. caninum com
consegiente ateracdo do nivel de anticorpos. No caso de animais de corte, como o ciclo
produtivo é mais rapido, a chance de infeccéo e soroconversao sdo reduzidas.

Outra questdo que se coloca e verificada neste estudo € o fato de que,
geralmente, as criagOes leiteiras estdo mais proximas da sede da propriedade para
facilitar o trabalho de reunir o rebanho para ordenha (duas ou trés vezes no dia) e
alimentacdo dos animais (ragéo, silagem, capim picado etc.). Ja o rebanho de corte é
agrupado, quando muito, uma vez na semana para avaiacdo da presenca de
ectoparasitas e oferecimento de sal mineral. Neste sentido, como 0s cées residem nas
sedes das fazendas, a exposicao ao risco de infeccdo € maior para o rebanho leiteiro do
gue para o de corte, pois existe maior chance de contaminacdo dos aimentos destes bovinos.

A neosporose bovina também foi analisada em relacéo ao sistema de producéo,
sendo este dividido em duas categorias. propriedades que mantinham os animais a pasto
e aguelas que tratavam os animais em agum momento do dia (aimentagdo com
silagem, racdo, capim picado etc.). A andlise ndo revelou associagdo entre as varidvels
(c>=1,19; p=0,28) (Tabela 12).

Os sistemas de producéo sdo mencionados por MELO et al. (2001), que
associaram 0 mangjo de vacas a pasto a baixa soroprevaléncia nos rebanhos quando
comparados com rebanhos mantidos em “freestall” (p< 0,05). Estes autores sugerem
que o estresse € também responsavel pela diferenca de prevaléncia ertre rebanhos
confinados e n&o confinados.

Os dados de sorologia apresentados mostram a presenca do protozoario, que
apesar de ndo encontrarmos relevancia estatistica, apresentouse superior (25,1%) em
propriedades com semiconfinamento do que onde os animais sGo mantidos a pasto
(19,3%) (Tabela 12). Desta forma, outros fatores ainda ndo esclarecidos podem estar
envolvidos na determinacéo da infecgdo no rebanho, como, por exemplo, o estresse do

manejo e o fato de as propriedades melhor tecnificadas utilizarem inseminacéo artificial,
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Tabela 12 — Andlise de associacdo entre bovinos positivos para N. caninum e o sistema
de producdo, municipios de Mercés e Vicosa, 2004

Bovinos

. « OddsRatid
Sistema de producéo . . (IC 95% )2
Positivos Negativos Totad
Semiconfinamento 51 152 203 1,40
A pasto 18 75 93 (0,74-2,68)
Total 69 227 296

1¢?=1,19;p=0,28.
2 Interval o de confianca.

ou mesmo adquirirem produtos de inseminagdo (machos e fémeas filhas de vacas
inseminadas). Nesse sentido, sémen contaminado teria importancia na epidemiol ogia da
neosporose bovina, 0 que poderia ser evidenciado através da deteccdo de DNA de
Neospora sp. ho sémen, como é sugerido por CAETANO-DA-SILVA et a. (2004) apos
terem encontrado moderada prevaléncia de N. caninum em machos bovinos

cronicamente infectados.

4.8. Prevaléncia de neospor ose segundo a prevaléncia de brucelose e leptospirose

no rebanho

A associagdo entre neosporose bovina e existéncia de outras enfermidades
relacionadas a ocorréncia de abortamentos foi testada para brucelose e leptospirose,
sendo que ndo encontramos significancia estatistica para ambas as enfermidades:
brucelose (p = 0,64, teste exato de Fisher) (Tabela 13) e leptospirose (p = 0,44, teste
exato de Fisher) (Tabela 14). Os resultados das sorologias mostram que ha infeccéo
concomitante apenas entre brucel ose e neosporose, sendo que Ndo encontramos animais
gue fossem positivos para | eptospirose e neosporose.

Como sdo responsaveis por transtornos reprodutivos, neosporose, brucelose e
leptospirose ja foram pesquisadas em fetos abortados por RIVERA et a. (2000). De
forma semelhante, neosporose e brucelose foram pesquisadas, dentre outras doengas,
em investigacao de ocorréncia de abortamento por WOUDA et al. (1999a) e BARTELS
et a. (1999) investigaram a ocorréncia de leptospirose como fator de risco para 0
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Tabela 13 — Andlise de associacéo entre bovinos positivos para N. caninum e bovinos
positivos para brucel ose, municipios de Mercés e Vicosa, 2004

Brucelose Neosporose Odds Ratid"
N . (1C 95% Y
Positivos Negativos Total
Positivos 3 10 13 0,99
[ 0,17-3,98
Negativos 66 217 283 ( )
Total 69 227 296 ]

1 p =0,64, teste exato de Fisher.
2 Intervalo de confianca.

Tabela14 — Andlise de associacdo entre bovinos positivos para N. caninum e bovinos
positivos para leptospirose, municipios de Mercés e Vicosa, 2004

. Neosporose OddsRatid
L eptospirose (1C 95% )2
Positivos Negativos Total
Positivos 0 3 3 0,00
: 0,00-8,00
Negativos 69 224 293 ( )
Total 69 227 296 -

1 p =0,44, teste exato de Fisher.
2 Intervalo de confianca.

abortamento por N. caninum. Entretanto, nenhum destes trabalhos encontrou
prevaléncia de anticorpos para leptospirose e brucelose, que as tornassem

significantemente associadas aocorréncia de neosporose bovina.

4.9. Prevaléncia de neospor ose canina segundo sexo e faixa etéria

A andlise de associacdo entre neosporose canina e sexo e a idade do animal
apontaram para a ndo existéncia de associagdo entre as variavels, sgja para sexo
(p = 0,55, teste exato de Fisher) (Tabela 15) ou para idade (p = 0,34, teste exato de
Fisher) (Tabela 16).

De forma geral, a literatura ndo caracteriza a neosporose canina associada ao
sexo do animal, conforme revelam os estudos de FERNANDES et a. (2004), que ndo
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Tabelal5 —Andlise de associagdo entre neosporose canina € sexo, municipios de
Mercés e Vicosa, 2004

o Neospor ose canina Oddsratio
N . (1C 95% Y
Positivos Negativos Total
Fémeas 4 16 20 1,17
Machos 6 28 34 (0,21-5,79)
Total 10 44 54

1 p =0,55, teste exato de Fisher.
2 Interval o de confianca.

Tabela16 — Analise de associacdo entre neosporose canina e faixa etaria, municipios de
Mercés e Vicosa, 2004

b Bt a Neospor ose canina Odds Ratid
N . (1C 95% Y
Positivos Negativos Total
Atélano 1 10 11 0,38
Acimade 1 ano 9 A 43 (0,01-3,42)
Total 10 44 54

1p = 0,34, teste exato de Fisher.
2 Intervalo de confianga.

encontraram diferencas estatisticamente significativas entre machos (14,2%) e fémeas
(7,5%); CANON-FRANCO et a. (2003) e AZEVEDO et a. (2004). Entretanto,
WOUDA et a. (1999) encontraram taxa de soroprevaéncia em fémeas (14,1%)
significativamente maior que em machos (6,8%) (p = 0,01).

Em relacdo aidade muitos autores fazem comparagOes entre faixas etarias. A
alta soropravaléncia em cées acima de 12 meses de idade em comparacdo com caes
abaixo desta idade foi descrita na Argentina por BASSO et a. (2001), demonstrando
exposicdo pos-natal. Da mesma forma, a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum
apresentou aumento estatisticamente significativo (p <0,05) com a idade dos caes
durante os sete primeiros anos de vida, apresentando um ligeiro decréscimo
(estatisticamente ndo significativo), em cdes com oito anos ou mais (WOUDA et al.,

1999). Estudo realizado em fazendas leiteiras do estado de Minas Gerais revelou que
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cdes acima de um ano de idade também apresentaram uma maior soroprevaléncia
(25,7%) do que caes abaixo desta idade (9%) (SOUZA et al., 2002). Apesar destes
autores encontrarem resultados concordantes, dois outros trabalhos néo relacionaram a
idade como fator de risco parainfeccao por N. caninum: um realizado em Minas Gerias
(FERNANDES et al., 2004) e outro na Amazonia (CANON-FRANCO et al., 2003).

No presente trabalho, apesar de ter sido encontrada maior prevaléncia de
infeccdo em caes acima de um ano de idade (20,9%) do que nos de até 1 ano (9,1%), a

diferenca ndo foi estatisticamente significativa, conforme (Tabela 15).

4.10. Prevaléncia de neospor ose canina segundo o hébito etipo de alimentacdo do cdo

Para estas analises consideramos o ‘habito’ como sendo 0 modo de vida dos caes
nas propriedades, se ficavam presos em uma &rea isolada ou se ficavam soltos na
fazenda. Para a varidavel ‘tipo de aimentacdo’, os animais foram separados em duas
categorias. agueles que sO se alimentam de racdo e, ou, comida caseira e agueles que
além de sua alimentacdo habitual, também se alimentavam de restos de animais e
produtos de abortamentos.

Em relacéo ao habito dos cées, os resultados revelaram animais positivos apenas
dentre aqueles que vivam soltos. A andlise de associagdo apresentou significancia
estatistica (p = 0,08, teste exato de Fisher), entretanto, o intervalo de confianca da odds
ratio inclui o valor 1, indicando que, na verdade, ndo existe associacdo entre as
varidveis. Interessante notar que, se o resultado da andlise da intensidade de associagcdo
entre as variaveis fosse significativo, a categoria relativa ao hébito de viver preso,

aparentemente caracterizaria fator de protecéo para a neosporose canina (Tabela 17).

Tabelal7 - Andlise de associacdo entre neosporose canina e hébito do animal,
municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Ldbito Neospor ose canina Odds Ratid
N . (1C 95% Y
Positivos Negativos Total
Preso 0 11 11 0.00
Solto 10 3 43 (0,00-1,89)
Total 10 44 54

1 p =0,08, teste exato de Fisher.
2 |ntervalo de confianca.
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Trabalho realizado por FERNANDES et al. (2004) demonstra que caes com
acesso aestrada ou gue possuem contato com outros animais sdo mais freqlentemente
infectados, sugerindo que os cées soltos estariam mais expostos ao risco de infecgdo do
gue 0S Caes presos.

Considerando a andlise em relacéo avariavel ‘tipo de alimentacdo’, verificamos
gue 50% dos animais recebiam, além de sua alimentacdo habitual, restos de animais e
produtos de abortamentos e 11,1% eram aimentados apenas com racdo e, ou, comida
caseira, entretanto, a diferenca verificada ndo foi estatisticamente significativa
(p = 0,06, teste exato de Fisher) (Tabela 18).

Tabela18 — Andlise de associagdo entre neosporose canina e tipo de aimentagéo,
municipios de Mercés e Vigosa, 2004

Neospor ose canina .
Tipo de alimentacéo Total Czldgsgg(i;')gl
Positivos Negativos
Rac&o ou comida caseira 4 6 10
4,00

Restos de animais/Produtos de (0,80-21,15)
abortamentos 32 12 44
Total 36 18 54

1 c2corregdo de Yates = 2,59; p = 0,11.
2 Intervalo de confianga.

O tipo de aimentacdo dos caes tem sido avo de diversos estudos, inclusive
procurando relacionar a origem do anima amaior prevaléncia de neosporose. Assim,
BASSO et a. (2001) e FERNANDES et al. (2004) apontam que caes procedentes de
fazendas possuem maior prevaléncia de neosporose, sugerindo que o contato com o
rebanho sgja um fator de risco para a infeccéo, uma vez que esses animais teriam maior
acesso a restos de animais e, ou, produtos de abortamento. Considerando o tipo de
alimento, OTRANTO et a. (2003) relacionam a presenca de galinhas na fazenda com a
ocorréncia de neosporose em cées e bovinos, lembrando que os cées podem adquirir a
infeccdo ao ingerirem a carne infectada destas aves. PATITUCCI et d. (2001) também
verificaram percentuais mais elevados de neosporose entre caes gue ingeriam carne crua
(29,5% de 71) do que entre aqueles que ndo o faziam (7% de 65). CANON-FRANCO &
a. (2003) mencionam prevaéncia superior entre caes que consumiam dieta caseira

(96,2%) em comparacdo com caes cuja alimentacdo era abase somente de racdo (3,8%).
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Ainda que a andlise dessa variavel guarde problemas no controle de possivel
confundimento, uma vez que o relato dos proprieté&rios pode ndo ser totalmente
verdadeiro em fungdo dos cdes, em sua grande maioria, viverem soltos e, nesse sentido,
o controle do tipo de alimento ingerido ndo ser pleno, ela é relevante na medida em que
demonstra a elevada possibilidade de manutencdo do ciclo de transmissdo do
N. caninum, uma vez que é prética recorrente a alimentacdo de cdes com restos de
animais ou produtos de abortamento de bovinos. Nesse sentido, salientamos, como
umas das atividades centrais no controle da neosporose bovina, a necessidade de

orientacdo aos proprietérios/produtores de se eliminar essa pratica nas propriedades.
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5. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A infeccdo por N. caninum, problema emergente na bovinocultura de leite no
pais, traduzida na ocorréncia de problemas reprodutivos nos animais, foi evidenciada
em propriedades localizadas nos municipios de Mercés e Vicosa, estado de Minas
Gerais, com prevaéncias de bovinos positivos de 23,8% e 22,6%, respectivamente. A
pesquisa também revel ou a ocorréncia de infeccéo por Brucella e Leptospira, porém em
proporgdes significativamente (p <0,01) inferiores. Considerando a prevaléncia das
infecgdes por animal, as proporgdes de animais positivos para N. caninum foram
significativamente mais elevadas (p < 0,01) que para Brucella e Leptospira em ambos
0S municipios. Estes achados sugerem que a neosporose € enfermidade que vem
assumindo significado sanitério nos rebanhos.

As caracteristicas da infeccdo por N. caninum em ambas as localidades seguiu
padrdo que vem sendo descrito na literatura, como a associagcdo da infeccdo com a
ocorréncia de problemas reprodutivos em bovinos (p < 0,01), sendo o abortamento
(OR=5,2; IC =1,32-20,54) e a mortalidade perinatal (OR=6,0; IC = 1,22-29,45) os
eventos mais intensamente associados com a neosporose bovina. N&o se pode negar um
possivel envolvimento de patégenos como Brucella e Leptospira, e outros agentes
infecciosos ou de outra natureza, que ndo foram objeto do presente estudo, na etiologia
dos problemas reprodutivos; entretanto, as reduzidas prevaléncias de animais positivos
para Brucella e Leptospira, contrastada com o elevado percentual de animais positivos
para N. caninum, permitiu sugerir a mais intensa participacéo deste Ultimo patdégeno na

etiologia dos problemas relatados.



Dentre as propriedades investigadas identificourse 13,9% e 27,8% de cées
positivos para N. caninum, respectivamente, nos municipios de Vigosa e Mercés. A
ocorréncia de infeccdo em bovinos também esteve associada (p < 0,01) apresenca de
cées positivos para N. caninum na propriedade, reforcando o papel destes na
epidemiologia da neosporose, como hospedeiro intermediario e reservatorio desse
patdgeno no ambiente.

O tipo de exploracéo dos animais foi outra varidvel evidenciada, pela pesquisa,
como associada (p = 0,03) ainfeccdo por N. caninum em bovinos, sendo que 0s animais
positivos apresentaram maior chance (odds ratio =2,82 e IC=1,05-952) de
pertencerem aexploracao do tipo leite do que misto.

Outros aspectos que tém sido associados a epidemiologia da neosporose bovina
como, acesso de cdes aos alimentos dos bovinos sistema de producdo (em
confinamento ou a pasto) e a co-infeccdo por outros patdgenos também considerados
agentes etiologicos de problemas reprodutivos (a exemplo da Brucella abortuse
Leptospira sp.), ndo foram identificados como associados ainfeccdo bovinapor N. caninum.

Com relagdo & neosporose canina, as varidvels sexo, faixa etéria, habito do
animal e tipo de aimentacdo também néo estiveram associadas ainfeccdo canina por N.
caninum, embora Varios estudos desenvolvidos no Brasil e no exterior revele situacdo
inversa. Aparentemente, em nosso caso, um dos problemas relacionado aos resultados
de andlise de associacdo encontrados, diz respeito apequena amostra de cées investigada.

Ressdtase a necessidade de desenvolvimento de estudos para melhor
esclarecimento de aspectos relacionados aepidemiologia da neosporose bovina, como a
possibilidade de existéncia de outras fontes de infeccdo, a exemplo da agua de consumo
animal. Outra questéo relevante é o escrutinio do rea envolvimento dos diversos hio-
agentes patogénicos relacionados ao abortamento infeccioso em rebanhos bovinos que
apresentam co- infeccdo, para melhor definicdo de prioridades de intervencéo.

Especificamente em relagdo a neosporose bovina, é importante a atencéo das
autoridades e ingtituicbes de salde animal, na medida em que, este agravo esta
relacionado a problemas reprodutivos em animais, com consequentes perdas
econdmicas e sociais e, aparentemente, ocorrendo nas populacdes bovinas em
proporcdes nada despreziveis. Na medida em que ainda ndo existem intervencdes
efetivas e de mais facil uso pelos produtores, a exemplo de vacinas, para a prevencéo da
infeccdo, a educacdo sanitaria deve ser entendida como aspecto ndo negligenciavel no

controle e prevencdo dessa doenca.
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ANEXO

1) Técnica de imunofluorescéncia indir eta:

- fixar com acetona as |aminas sensibilizadas com taquizoitos;
- secar atemperatura ambiente;
- adicionar de 10 L. a 15 mL dos soros diluidos em cada poco;

- incubar em camara Umidaa 37°C por 40 minutos;
- lavar duas vezes. 12 com PBS - FA por 5 minutos e 2 com &gua destilada por

10 minutos
- secar atemperatura ambiente;
- adicionar de 10 nL. a 15 m_ do conjugado diluido nos pocos,

- incubar em cédmara Umidaa 37 °C por 40 minutos,
- lavar duas vezes; 12 com PBS - FA por 5 minutos e 2 com &gua destilada por

10 minutos
- secar atemperatura ambiente no escuro;

- adicionar o anti-FAD nas laminulas (4 mL) e montar as |aminas;

- redlizar a leitura em microscépio de fluorescéncia, identificando a ocorréncia
de fluorescénciatotal do taquizoito (reacéo positiva) ou ndo (reacéo negativa).

As etapas descritas acima foram seguidas de forma semelhante seja par ao soro
bovino ou canino. As diferencas se congtituiram no fato de que, para as amostras
bovinas o0 soro foi diluido em 1:100 (1 L de soro + 99 L. de PBS-FA) e o conjugado,
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em 1:300 (1 L de conjugado + 299 m_ de PBS-FA). Para as amostras caninas, 0 soro
foi diluido em 1:50 (1 nL de soro + 49 m_ de PBS-FA) e o conjugado, em 1:40 (1 L de
conjugado + 39 ML de PBS-FA). Para a redlizagdo da técnica foram também utilizados

Soros controle positivos e negativos.

Solucdes utilizadas nas técnicas de deteccéo de anticor pos

anti-Neospora caninun

PBS-FA Solucéo-mée 10x

NaCl -------------=-mmmoo- 804¢g
(o [PRR—— 29
NaHPO, ---------------- 159
Q7 o O —— 29
H.O dd -------------- 1000 mL

* Parausar diluir 1:10 e gjustar pH para 7,2

Solucdo de DABCO para imunofluorescéncia

PBSpH 7,4

NaCl 0,14 M --------m-mmmmmmm- 8,169
NaHPO; 0,01 M -------------- 1,419
H20 -----nmmmmmeemmmmmmeeeemmooo- 1000 ML
Glicerol

Para fazer o liquido de montagem, misturar 9 partes de glicerol com 01 parte de

PBSpH 7,4, ou sgja, para 10 mL de solucéo usar 9 mL de glicerol e 1 mL de PBS.

Solucéo de DABCO 2,5% (W/V)
Liquido de montagem ---------- 50 mL

OBS.: Estocar em frasco escuro a temperatura ambiente. Para melhorar a

solubilidade, aquecer um pouco a solugéo.
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2) Prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) ou “AAT”

- depositar 0,03 ml (30 L) de soro em um dos quadros da placa;

- adicionar uma gota de antigeno ao lado da cada porcéo de soro a ser testado;

- misturar soro e antigeno com o bastdo em um circulo com diametro ao redor de
23a24am;

- homogeneizar a mistura com movimentos rotativos da placa, durante quatro
minutos;

- redlizar a leitura da placa sobre fundo branco, identificando a ocorréncia de

grumos (reacdo positiva) ou ndo (reacdo negativa).

3) Método do 2- Mer captoetanol

- adicionar com pipeta de 0,2 mL ou de Bang, em quatro tubos de hemdlise, as
seguintes quantidades do soro a ser testado: 0,08; 0,04; 0,02 e 0,01 mL;

- adicionar 1 mL da solugéo de mercaptoetanol em cada tubo de hemadlise;

- incubar a37°C por uma hora;

- acrescentar, a cada tubo, 1 mL do antigeno diluido;

- incubar a37°C por 48 horas;

- realizar aleitura, identificando a ocorréncia de aglutinacdo (reagcdo positiva) ou
ndo (reacdo negativa).

4) Sor oaglutinacéo em tubo (SAT) - método lento

- adicionar, com pipeta de 0,2 ml ou de Bang, em quatro tubos de hemdlise, as
seguintes quantidades do soro a ser testado: 0,08; 0,04; 0,02 e 0,01 mL.

- acrescentar 2 mL de antigeno diluido a cada tubo;

- incubar a37°C por 48 horas.

- realizar aleitura, identificando a ocorréncia de aglutinacéo (reagcdo positiva) ou
n&o (reacao negativa).

A interpretagdo dos resultados das provas confirmatorias foi realizada conforme
as Tabelas 1A e 2A.
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TabelalA — Interpretacdo do teste de soroaglutinacéo lenta e do teste do 22ME para
fémeas com idade igual ou superior a 24 meses, vacinadas entre trés e oito
meses de idade

Tl Teted e o
£50 <25 Negativo
3 100 <25 Inconclusivo
325 325 Positivo

1 Ul = Unidade Internacional .
Fonte: MAPA (2003).

Tabela2A — Interpretacdo do teste de soroaglutinagdo lenta e do teste do 2ME para
fémeas ndo vacinadas e machos com idade superior a 8 meses

Teste de soroaglutinacdo

lenta (U1 Yml) Teste do 2ME (UI*/ml) I nter pr etacio
£25 <25 Negativo
* %0 <25 Inconclusivo
s 325 Positivo

1 Ul — Unidade Internacional .
Fonte: MAPA (2003).

5) Técnica de aglutinacéo microscopica rapida:

- colocar duas fileiras de tubos de hemdlise, a primeira com 0,8 mL e a segunda
com 0,9 mL de salina tamponada Sorensen pH 7,2;

- adicionar 0,2 mL de cada soro a ser testado na 12 fileira e agitar bem;

- retirar 0,1 mL destes tubos para a segundafileira e agitar bem,

- retirar 0,05 mL deste tubo e colocar nos orificios das placas de porcelana,
tantas quanto forem ser usadas as amostras de sorovars. Ex: 2 sorovars, 1 gota 0,05 mL
do soro a ser testado em dois orificios da placa de porcelana.

- pingar com pipeta de 1 mL, uma gota do sorovar, em cada amostra de soro
diluido;

- agitar e deixar em repouso por 5 (cinco) minutos;
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- introduzir a al¢a de platina no orificio da placa de porcelana e retirar uma gota
de cada soro diluido e colocar nalaming;

- realizar a leitura em microscopio de campo escuro, identificando a ocorréncia
de aglutinacéo ou ndo conforme os seguintes critérios:

- negativo = auséncia de aglutinacdo, com nimero de células idéntico ao do
controle.

- 1+ = presenca de aglutinagdo, com 75% de leptospiras livres,

- 2+ = presenca e aglutinagdo, com 50% de leptospiras livres;

- 3+ = presenca e aglutinagdo, com 25% de leptospiras livres,

- 4+ = presenca e aglutinacdo abaixo de 25% de |eptospiras livres.

O soro que aglutinou somente em grau 1+ ou “lisou”, no maximo, 25% das
leptospiras em relacéo ao controle, é também considerado negativo, sendo significativo
apenas acimade 2+.

O soro que, na prova de triagem, mostrou uma reducéo do nimero de leptospiras
livres da ordem de 50 a 100% em relacéo ao controle, foi submetido ao mesmo

procedimento j& descrito, porém com as diluicdes de 1:100 até 1:800.
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APENDICE

QUESTINARIO PARA INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA DA NEOSPOROSE

Caracterigticas da propriedade

PROPRIEDADE (NOME):

PROPRIETARIO:

ENDERECO:

ANIMAIS NA PROPRIEDADE/ NUMERO:

Cées()-n% __ Bovinos()-n® __ Outrosanimais()-n°: ___ ;
espécie:

CARACTERISTICA DA BOVINOCUTURA:
Subsisténcia () Semi-confinamento () Confinamento () A pasto ()

AQUISICAO DE BOVINOS: SEHOUVEA AQUISICAO, DATA:
Sim () Néo ()

AQUISICAO/ NASCIMENTO DE CAES: DATA DA AQUIS/NASCIM. DE CAES:
Sim () N&o ()

Caracteristicas do(s) cao(es), se presente(s)

IDADE/ ANIMAL (S):

LOCAL DE ACESSO:
Solto(s) () Preso(s) em canil/corrente () Presos parte do dia ()

Acesso ao local de armazenamento de ragdo/ silagem do gado ()

ALGUM ANIMAL JA ESTEVE DOENTE: Sim () N3o ()

SE SIM, QUAL A SINTOMATOLOGIA:

Paresia dos membros posteriores () Paralisia espastica () Dificuldade em deglutir ()
Paralisiade mandibula () Ataxia () Flacidez () Atrofiamuscular ()

Dermatite () AlteragGes respiratorias () AlteracOes gastrintestinais ()

Nenhum desses ()

ANIMAL DOENTE VEIO A OBITO OU FOI SACRIFICADO: Sim () N&o ()

HABITOSALIMENTARES:
Ragdo () Comida Caseira () Restos de animais ()

Produtos de abortamento ()

Caracteristicas dos bovinos
NUMERO ADULTOS: Machos: Fémeas:
NUMERO DE BEZERROS: Machos; Fémeas:

TIPODEALIMENTACAO:
A pasto () silagem () capim picado () feno () racso () outros ()

HISTORICO DE OCORRENCIA DE:
ABORTAMENTO: Sim () N&o ()
NATIMORTO: Sim () N&o ()
MORTALIDADE NEONATAL: Sim () N3o ()
REPETICAO DE CIO: Sim () N&o ()

DATA DOULTIMO ABORTAMENTO:
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BEZERROSDOENTES APRESENTAM:
Baixo peso () Dificuladade em levantar () Membros flexionados/hiperextendidos ()
Ataxia () Decréscimo do reflexo patelar () Exoftalmia () Assimetriaocular ()

Nenhum desses ()

FORAM REALIZADOS EXAMES COMPLEMENTARES DE BEZERRO(S) DOENTE(S): Sim () N&o ()

SE SIM, QUAIS OS EXAMES REALIZADOS/ RESULTADOS:

FORAM REALIZADOSEXAMESNOSANIMAIS QUE ABORTARAM:
Sim () Néo ()

SE SIM, QUAIS OS EXAMES REALIZADOS/ RESULTADOS:

ANIMAIS DOENTES SAO DESCARTADOS: (ABATE)
Sim () Néo ()

ANIMAIS DOENTES SAO DESCARTADOS: (VENDA)
Sim () Néo ()
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