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RESUMO

A prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos dos rebanhos do Sitio
Historico e Patrimdnio Cultural Kalunga (SHPKC) e os fatores de risco associados foram
avaliados. Foram estudadas 141 propriedades SHPCK e foram coletadas 4.810 amostras
de soro bovino e 47 amostras de bufalos Murrah, totalizando 4.857 bovinos, incluindo
animais de diferentes racas, diferentes grupos etarios e macho e fémeas. O ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) foi utilizado para identificar os animais
sororreagentes para anticorpos anti-N. caninum. Foi aplicado um questionério para obter
informacdes sobre dados socioecondmicos e zootécnicos dos proprietarios e para verificar
os fatores de risco associados a ocorréncia da neosporose. A prevaléncia de anticorpos
anti-N. caninum nos animais da regido SHPCK foi de 8,3%, representado por 405 animais
positivos e 75,2% em nivel do rebanho. Os seguintes fatores foram associados a
ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum: temperatura anual, temperatura maxima no dia
mais quente do més, temperatura minima mais fria do més, vacinacdo contra a febre
aftosa, vacinacdo contra clostridioses, contato com animais selvagens, alta precipitacéo e
presenca de areas alagadicas.

Palavras-chave: Bovinos, oocistos, protozoarios, soroprevaléncia.



XV

ABSTRACT

The prevalence of anti-Neospora caninum antibodies in cattle from Kalunga
Historical Heritage and Cultural Heritage (SHPKC) herds and associated risk factors were
evaluated. A total of 141 SHPCK properties were studied and 4,810 bovine serum
samples and 47 Murrah buffalo samples were collected, totaling 4,857 cattle, including
animals of different races, different age groups, and male and female. The enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was used to identify seroreagent animals for antibodies
anti-N. caninum. A questionnaire was applied to obtain information on socioeconomic
and zootechnical data of the owners and to verify the risk factors associated with the
occurrence of neosporosis. The prevalence of anti-N. caninum in animals from the
SHPCK region was 8.3%, represented by 405 positive animals and 75.2% at the herd
level. The following factors were associated with the occurrence of antibodies anti-N.
caninum: annual temperature, maximum temperature on the hottest day of the month,
coldest minimum temperature of the month, vaccination against foot-and-mouth disease,
vaccination against clostridiosis, contact with wild animals, high precipitation and
presence of wetlands.

Key words: Cattle, oocysts, protozoa, seroprevalence.



CAPITULO 1- CONSIDERACOES INICIAIS

1.INTRODUCAO

A bovinocultura no Brasil atingiu um lugar de destaque no cenério do
agronegocio, alcancando ndo somente uma importancia econémica, mas também social,
com consequente geracio de empregos, que se estende desde a fazenda até a inddstria® .

Para a formacao de um rebanho de alta produtividade, o produtor, além de aplicar
melhorias no manejo sanitario e nutricional, deve investir em tecnologias como o
melhoramento genético, para otimizar o desempenho produtivo e reprodutivo de seu
plantel?>,

Estimou-se que em 2015 o Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil atingiu R$ 5,9
trilhdes, com 21% do PIB brasileiro gerado pelo agroneg6cio da cadeia produtiva da
carne, totalizando R$ 1,26 trilhdes Devido a representatividade econdmica da
bovinocultura no pais o cuidado com a satde animal é fundamental para evitar perdas
econdmicos®.

Equilibrar aspectos sanitarios e socioecondmicos é um desafio constante em que
varios entraves devem ser sanados ao longo do processo produtivo da bovinocultura.
Entre estes obstaculos esta a aplicacdo de um programa de monitoramento sanitario, que
visa detectar precocemente os patégenos que venham a comprometer a salude desses
animais. De forma complementar, devem ser adotadas medidas preventivas, tais como a
vacinacao e vermifugacdo do rebanho, as quais contribuem com a preservacdo da saude
humana e animal, além de evitar prejuizos econdmicos?®.

Para evitar esses impactos se faz necessario, portanto, estabelecer praticas
sanitarias no rebanho com o intuito de promover a higidez dos animais. Entretanto, dentre
outros aspectos, hd uma resisténcia por parte do produtor em implantar estas acdes em
sua propriedade, em razao de diversos fatores como o limitado conhecimento, acesso ou
compreensdo do produtor sobre a importancia de estabelecer medidas preventivas. Outra
condicdo que dificulta a execucdo dessas acOes sanitarias, refere-se ao interesse do
produtor, que ndo observa vantagens econémicas a curto prazo, em aplica-las em sua

propriedade 23,



Entre as perdas econdmicas, as de maior impacto sdo as de carater reprodutivo,
que podem abranger ou ndo causas infecciosas como a brucelose, leptospirose, diarreia
viral bovina (BVD), rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e neosporose °.

Devido a sua distribuicdo mundial e transmissibilidade, os prejuizos causados
pelo N.caninum a inddstria de gado no mundo resultam em perdas econdmicas
significativas e ineficiéncia de producdo. Assim, o protozoario é considerado como um
importante agente patogénico reprodutivo em bovinos, ocasionando o aborto e a
mortalidade perinatal. Calcula-se que o custo de um aborto causado por N.caninum tem
o valor monetario equivalente a producdo de uma lactagdo ’.Verificou-se que o impacto
econdmico ocasionado pela infeccdo e/ou aborto causado por protozoario Neopora
caninum, foi estimado em cerca de um bilh&o de délares por ano

Em razdo dos impactos econdmicos causados na bovinocultura, que incluem,
aborto, intervalo de parto prolongado, reducdo da producéo de leite e altos custos com a
reposi¢do de animais, a neosporose bovina vem sendo considerada como uma importante
doenca reprodutiva’®.

Apesar da infeccdo afetar a rentabilidade da atividade, ja foi apontado que em
média a taxa de aborto deve atingir cerca de 5% para os profissionais considerarem a
necessidade de investigar a causa da falha reprodutiva, o que compromete o diagndstico
definitivo®. Somado a isso, a percepcdo do aborto no rebanho pelo proprietario e o
intervalo de tempo entre o primeiro aborto até a solicitacdo do servi¢co médico veterinario
a propriedade, é um fator que pode dificultar a determinacédo do patdgeno. Conjuntamente
a isso, a colheita e armazenamento de amostras bioldgicas de maneira inadequada, a falta
de informacBes para compor o histérico clinico do rebanho, a ocorréncia de outras
infeccBes simultdneas no rebanho e a auséncia de testes rapidos de diagndsticos
prejudicam a deteccio do patdgeno causador de falhas reprodutivas®.

Considerando o exposto, constituiram-se objeto deste estudo identificar a
soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovideos e avaliar seus fatores

de risco do Sitio Historico e Patriménio Cultural Kalunga .



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia e ciclo biolégico do Neospora caninum

A neosporose é uma doenca parasitaria ocasionada pelo N.caninum, um parasito
coccidiano intracelular obrigatdrio pertencente ao Filo Apicomplexa capaz de infectar
animais domésticos e selvagens. O N. caninum foi inicialmente reconhecido em 1984 na
Noruega em cées que apresentaram sinais clinicos neuroldgicos °. Em 1988, realizou-se
0 isolamento e inoculagdo do N.caninum em cées, sugerindo a transmissio
transplacentaria** . Somente em 1989 o N.caninum foi relacionada com a ocorréncia de
abortos em fémeas da raga holandesa, no Novo México??.

No ano de 1998, McAllister avaliou fezes de cées que consumiram ratos
infectados com N. caninum e constatou a presenca da forma esporulada do parasito,
confirmando que o c&o era o hospedeiro definitivo da doenca 3. No Brasil, em 1999, foi
confirmada a presenca de N.caninum em bovinos leiteiros, pela deteccdo de anticorpos
anti-N.caninum pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IF1)!*. Sugere-se que ha
outras espécies do género Neospora, como N.hughesi, que foi detectada em cavalos, o0s
quais foram considerados hospedeiros intermediarios do parasito e que apresentavam
desordens reprodutivas. N.hughesi esta parece diferir do N. caninum, registrando-se que
n&o foi detectada sua presenca em bovinost>28,

O ciclo biol6gico do N. caninum é heteroxeno, ou seja, envolve mais de um
hospedeiro. Os canideos compdem o ciclo bioldgico como hospedeiros definitivos e 0s
bovinos, bem como outras espécies herbivoras, atuam como hospedeiros intermediarios.
O parasito apresenta trés estdgios: taquizoitos, bradizoitos e oocistos. O primeiro,
encontra-se dentro da célula do hospedeiro intermediario, na fase aguda da infeccdo e
diferencia-se em bradizoitos devido a resposta imune contra o protozoario, resultando na
formacdo de cistos de tecido 1°1"- Os bradizoitos tém um formato arredondado ou ovalado
e medem cerca de 107 micrdmetros de didmetro e quatro micrémetros de espessura de
parede. Os cistos de tecido podem persistir durante a vida do hospedeiro intermediario
sem causar manifestacdes clinicas significativas!’. Sdo encontrados principalmente no
sistema nervoso central e possuem em seu interior bradizoitos (Figura 1). Este
corresponde ao estdgio de multiplicacdo lenta e ocorre quando o sistema imune do
hospedeiro intermediario ndo é favoravel ao protozoario, o qual conserva-se em estado

de laténcia. Sua conformacdo é delgada e mede oito micrémetros por dois micrémetros



de largura - Estes podem sobreviver em temperatura em torno de 4° C por até duas
semanas, contudo néo resistem a temperaturas de congelamento?®.

Os taquizoitos tém conformacdo de meia lua e medem aproximadamente seis
micrémetros de comprimento por dois micrémetros de largura. Sdo encontrados em
células neurais, macréfagos, fibroblastos, células do endotélio vascular, miécitos, células
do epitélio do tubulo renal e hepatocitos'®. Nesse estagio penetram na célula do
hospedeiro por invasdo ativa, alojando-se no vacuolo parasitoforo da célula do hospedeiro
intermediario. Sua multiplicacdo € assexuada e a partir de um taquizoito original formam-
se outros dois. E, devido a rapida divisdo, a célula sofre lise instalando a infeccdo no

hospedeiro®.

FIGURA 1- (A) Esfregaco de figado de rato infectado experimentalmente com N.caninum
corado por Giemsa: (a) taquizoito, (b) taquizoito antes da divisao, (c) trés taquizoitos
se dividindo e comparagdo com o tamanho em relacgdo a célula sanguinea (seta). (B)
Corte histologico de medula espinhal de bezerro infectado com cisto dentro de um
neurdnio. Observa-se a espessura da parede do cisto (setas opostas), 0s bradizoitos
(triangulo aberto), nucleo de célula hospedeira(seta).(C) oocistos esporulados.(D)
oocisto esporulado(seta) com dois esporocistos internos, ndo corado.

Fonte: Adaptado de Dubey et al*®

Os hospedeiros definitivos relacionados com o agente sdo o cdo doméstico
(Canis lupus familiaris)!!, coiote (Canis latrans)*8, lobo cinzento®® (Canis lupus) e dingo
(Canis lupus dingo)?, os quais sdo infectados através da ingestdo de tecidos contendo
bradizoitos, tais como tecidos fetais ou placentarios ndo autolisados'®. Os hospedeiros

definitivos eliminam no ambiente oocistos ndo esporulados nas fezes, cinco dias apos



serem infectados, experimentalmente ou naturalmente!*®. A excre¢do dos oocistos tem
sua quantidade e duracdo variaveis, as quais podem ser afetadas pela idade do canideo,
se este estd ou ndo imunossuprimido e pelo tipo de tecido ingerido®®. N&o se sabe se esta
eliminagdo é continua ou se o cdo volta a excreta-los devido & re-infecciol’. A
esporulacao desse oocisto ocorre cerca de 24 horas ap0s sua eliminacdo, o qual pode ser
ingerido pelo hospedeiro intermediario, como bovinos, por meio da agua e alimentos
contaminados com oocistos esporulados, forma infectante no ambiente, caracterizando
assim a via horizontal (Figura 2)*:7,

Devido a localizacdo intracelular do N.caninum, o organismo é estimulado a
desenvolver uma resposta imune envolvendo a participacdo de células Thl. Estas sdo
responsaveis pela liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como IFN-y e IL-12,
promovendo a defesa do hospedeiro contra o parasito 2022,

Outro mecanismo imunoldgico ocorre naturalmente durante o periodo
gestacional da fémea, em que ha a liberagdo de células Th2, as quais sdo responsaveis por
evitar a rejeicdo do feto e assegurar a manutencao da gestacdo. Para garantir esse bem-
estar fetoplacentario e da fémea deve haver um equilibrio da producao de células Thl e
Th2. Esta estabilidade imunolégica pode ser comprometida, por exemplo, quando esta
gestante é infectada ao ingerir alimentos e 4gua contaminados com oocistos esporulados
(transmissdo trasnplacentaria exdgena), o que pode prejudicar a sobrevivéncia do feto?.

Essa variacdo do equilibrio Th1/Th2 também pode ser ocasionada quando essa
gestante sofre uma imunossupressao, decorrente de algum desafio ambiental, sanitéario ou
nutricional. Esta imunossupresséo, em fémeas bovinas cronicamente infectadas por
N.caninum, possibilita a reativacdo de bradizoitos(transmissdo transplacentaria
enddgena). Os bradizoitos diferenciam-se em taquizoitos, os quais invadem e se
multiplicam rapidamente nas células do hospedeiro promovendo a infeccdo da placenta e
do feto?>?3, Esta disseminag&o parasitaria pode desencadear uma producéo expressiva de

IFN-y e IL-12, podendo ocasionar o aborto *°.
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FIGURA 2 -Ciclo biolégico completo do N. caninum apresentando a replicacdo sexual no
hospedeiro definitivo (canideos) e replicacdo assexuada no hospedeiro intermediario
(p.e. bovinos). A transmissdo horizontal ocorre pela ingestdo de tecidos
contaminados com cistos pelo hospedeiro definitivo ou por dgua ou pastagem
contaminados por oocistos pelo hospedeiro intermediario. A transmissao vertical
ocorre pela transmisséo via placenta através da fémea bovina gestante para a prole.

Fonte: Dubey et al .8

2.1.1 Aspectos epidemioldgicos gerais e fatores de riscos associados ao Neospora
caninum
A neosporose é uma enfermidade cosmopolita, de frequéncia variavel, entre

14,9% a 34,7% em bovinos no Brasil 2*. Ocorre maior prevaléncia em regides de
temperaturas e umidades amenas, as quais favorecem a esporulacdo e sobrevivéncia do
N.caninum?®®. A infeccio pelo parasito nio foi demonstrada em humanos, assim como n&o
se detectou a presenca de anticorpos ou DNA, ndo podendo ainda ser considerada uma
zoonose 6. Algumas amostras foram encontradas em bovinos, tais como Nc-Spain 7,Nc-
Spain 8,Nc-lllinois, as quais demostraram diferenca em relagdo a sua patogenicidade?.
Estudos experimentais consideram como um fator de risco ligado a
soropositividade de bezerros, a ingestdo de colostro contendo taquizoitos®®.Isso ocorre

devido a producdo de acido cloridrico e enzimas em animais recém-nascidos, que



conjuntamente com presenca de inibidores de pepsina no colostro facilitam a
sobrevivéncia dos taquizoitos possibilitando a infec¢do da prole. Outros resultados foram
demonstrados a partir do aleitamento de bezerros soronegativos com leite de vacas
sororreagentes, em gque ndo houve a infeccdo dos bezerros. Dessa forma, a transmisséo
lactogénica de N. caninum n&o foi demonstrada naturalmente'’. Detectou-se DNA de
N.caninum em sémen de touros infectados naturalmente, contudo a infeccdo ndo foi
estabelecida em razdo da viabilidade e quantidade dos taquizoitos!®.Embora a presenca
do parasita tenha sido detectada no sémen nédo ha evidéncias de sua transmissdo venérea
em infeccdes naturais *7.

Em vacas infectadas pelo agente é possivel ocorrer a repeticao de cio, natimortos
e abortos, sendo este Gltimo o sinal clinico mais observado, que ocorre entre o0 quinto ao
sétimo més de gestacdo. Os fetos podem morrer no Utero ou ser reabsorvidos,
mumificados, autolizados, nascer com sinais clinicos ou normais, mas persistentemente
infectados®*®. A transmissdo transplacentaria ja foi demonstrada em varias pesquisas, e
sua eficiéncia varia entre 75% e 90%*%2°. Em um estudo foi observado que a transferéncia
de embrides pode ser uma alternativa para evitar a transmissao vertical. Esta mesma
pesquisa notou-se que vacas soronegativas que receberam embrides doados de vacas
soropositivas geraram nao infectados por N.caninum?®. A maioria dos bezerros nascidos
de mées infectadas séo clinicamente normais, mas estdo infectadas permanecendo por
toda sua vida e a infecgcdo por N. caninum pode ser mantida ao longo de vérias geragdes
por transmissdo vertical®’.

A presenca de fetos abortados ou restos placentarios também representam
fontes de infeccdo do N. caninum para hospedeiros definitivos e intermediarios. Como
consequéncia, pode ocorrer a transmissdo horizontal devido a contaminacdo da pastagem
com as fezes do hospedeiro definitivo. Isso facilita a disseminacdo do agente, indicando
que cées podem ser um fator de risco associado a soropositividade em rebanhos bovinos
e, ja foi apontado que em fazendas com cées a chance de ter bovinos positivos aumenta
em até 66%. Nesse contexto, devido a possibilidade de contato direto de canideos
infectados(selvagens ou domésticos) com o rebanho, € necessario atentar-se as praticas
de alimentacdo e fonte de agua destinadas aos bovinos, que podem representar um fator
de risco, em razdo da disponibilidade de restos placentarios aos cées associada ao livre
acesso dos mesmos as areas de alimentacdo dos bovinos®. Ressalta-se que a dispersio

dos oocistos pode ser reduzida com a adoc¢do de cuidados minimos como enterrar ou



incinerar restos placentarios de abortos, evitando assim a ingestdo pelos hospedeiros

definitivos.?’

A identificacdo de vacas soropositivas em fazendas livres de cdes sugere a
possibilidade do ciclo silvestre. Realizou-se a pesquisa de anticorpos anti-N.caninum em
espécies de vida selvagem de paises europeus verificando sorologia positiva em raposa
vermelha ( Vulpes vulpes ), gato selvagem europeu (Felis silvestris silvestris ), texugo
euro-asiatico ( Meles meles ) , e em ruminantes selvagens como veados vermelhos
(Cervus elaphus ) . Essas descobertas podem ter implicacGes importantes para os ciclos
silvestres e domésticos, uma vez que o primeiro pode afetar a prevaléncia de infeccdo em

bovinos devido a possibilidade de novos hospedeiros intermediarios®’.

2.1.2 Controle, prevencado e impactos sanitarios e econdmicos

Uma série de elementos, tais como 0 acesso a assisténcia médica veterinaria
adequada, a falta de acesso a informac&o por parte dos produtores, ou a falta de interesse
destes em monitorar a satde do rebanho e a possibilidade dos animais serem acometidos
por enfermidades, aumenta significativamente a chance de infeccdo por N.caninum,
acarretando em perdas econdmicas’. A neosporose é considerada a quinta causa de aborto
em bovinos e apresenta um dificil controle?®. Para que esse controle seja eficaz, deve-se
observar primeiramente 0s pontos relevantes para instalacdo e manutencdo da
enfermidade no rebanho, abrangendo informacGes relativas a principal via de
transmissdo, a prevaléncia de anticorpos anti-N.caninum de animais soropositivos na
populacdo e fatores de risco associados ao parasito. Desse modo, 0s programas de
controle devem ser estabelecidos de modo que seja calculado e avaliado o custo-beneficio
destas acOes, abrangendo as despesas de testes e medidas de controle comparando-as com
as perdas econdmicas ocasionados pela infeccdo por N. caninum?®,

Inicialmente deve ser realizar a sorologia dos animais, a fim de detectar a
presenca de anticorpos especificos anti-N. caninum, que de acordo com a técnica adotada
pode sugerir a principal via de transmissdo direcionando as agdes de controle. Em
propriedades em que a via transplacentaria é a forma principal de transmissao, sugerem-
se 0 descarte as fémeas soropositivas e realizar a prova sorologica dos animais antes de

integra-los ao rebanho®®. Estas aces permitem a diminuicdo de perdas reprodutivas e



produtivas, pois a manutencdo do agente em rebanhos leiteiros afeta negativamente a
producio, reduzindo-a em até um quilo de leite nas fémeas sororreagentes °.

A exclusédo de bezerras soropositivas do rebanho também pode ser considerada
uma estratégia no controle de neosporose bovina. Na Suica, a eficacia do controle foi
verificada por meio de testes soroldgicos em todo o rebanho em que as fémeas bovinas
sororreagentes foram eliminadas, resultando em retornos econémicos satisfatdrios™®.
Recomenda-se eliminar vacas soropositivas que tiveram dois ou mais abortos para reduzir
a taxa de aborto nos rebanhos'’. Verificou-se que a ndo utilizagio de fémeas bovinas
soropositivas para fins reprodutivos pode ser uma opcdo financeiramente viavel, em
propriedades com prevaléncia em torno de 50% °.

Outra acdo eficaz é destinacdo adequada das carcacas, 0 que contribui para o
controle de inumeras enfermidades. A correta eliminacdo da placenta evita que os
canideos se alimentem de tecidos infectados pelo agente e consequentemente 0s
hospedeiros definitivos ndo disseminam oocistos no ambiente, controlando a transmissao
horizontal da doenca®.

Em um estudo realizado na Flérida (EUA), com 700 fémeas bovinas reagentes
ao N. caninum, constatou-se a reducdo de trés a quatro por cento de leite por fémea
lactante, ocasionando perda de 128 ddlares por animal, considerando 305 dias de
lactacdo?®. Estima-se que na industria australiana a neosporose cause na producdo de
carne bovina prejuizo de até $ US139.5 milhdes anualmente*.Na Costa Rica, as vacas
soronegativas produziram 84,7 litros de leite a mais que as fémeas soropositivas. 1sso
demonstra a relevancia da implantacdo de medidas sanitérias através do conhecimento
dos fatores de risco associados ao patdgeno, ja que inimeros elementos como condigdes
climaticas sdo capazes de alterar a prevaléncia da enfermidade em cada regido.

Em outra pesquisa também relacionado aos impactos financeiros e aspectos
sanitarios realizado no ano de 2013, contabilizou-se em aproximadamente US$ 546,3
milhGes de ddlares o impacto causado pela infeccdo de N.caninum em rebanhos dos
Estados Unidos’. Em relagdo a bovinocultura de corte, outra analise realizada em 2007,
também nos Estados Unidos indicou perdas econbmicas, decorrentes de abortos
ocasionados por N. caninum, de US$ 35.000.000 por ano. Na Nova Zelandia e na
Austrélia estimou-se que o0s custos aproximavam-se de US$ 100 milhdes/ano®. Na Suica,
devido aos prejuizos financeiros, a neosporose bovina é uma doenca de notificagdo
obrigatoria desde 200116,
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A relevancia desses valores na economia deve-se em razdo da bovinocultura
brasileira ser uma cadeia geradora de empregos que envolve mais de trés milhdes de
pessoas somente na industria leiteira. Para muitos desses produtores de leite, a atividade
é o sustento da familia e condiciona sua moradia no local, ja que 74% desses residem na
propriedade, mostrando o papel socioecondmico da pratica leiteira no Brasil. Desse
modo, o homem é mantido no campo, reduzindo o éxodo rural, uma vez que a méo de
obra é predominantemente familiar, evidenciando assim a importancia desses
trabalhadores para o desenvolvimento da atividade leiteira®.

Para a maioria desses, um entrave da atividade esta relacionado com os altos
custos de produgéo e baixa produtividade dos animais, que podem estar associados a
manejos insatisfatorios realizados na propriedade, afetando negativamente o desempenho
produtivo e reprodutivo do animal®.

Em estudo realizado no Mato Grosso do Sul em propriedades dedicadas a
pecuaria de corte, observou-se que apesar dos produtores rurais conhecerem 0s programas
sanitarios estes, ndo os implantam devido as dificuldades operacionais associadas a sua
instalacio e a falta de vantagens econdmicas, segundo justificativa dos produtores?. Dessa
forma, faz-se necessario esclarecer aos produtores a importancia das acfes sanitarias e
quais seus impactos na saude e na economia da atividade.

Assim, a realizacdo de testes soroldgicos e descarte dos bovinos infectados tém
sido considerados as opc¢des mais eficazes, todavia com alto custo em razao da reposi¢édo
desses animais®?. Apesar de oneroso, o descarte de animais resultaria no esgotamento
gradual de individuos soropositivos reduzindo a possibilidade de transmissao
transplacentaria no rebanho?’.

Para minimizar a prevaléncia de N.caninum dentro do rebanho, o status
soroldgico dos animais precisa ser monitorado anualmente, avaliando todos os animais,
com excec¢do de bezerros com menos de seis meses de idade para evitar a detecgdo de
anticorpos de colostro, ¢ um método eficaz e rapido de deteccdo da infeccdo e estimar o
risco de aborto em um rebanho® . De forma complementar, recomenda-se a realizacio de
histopatologia e imuno-histoquimica a fim de identificar as lesdes e PCR para detecc¢éo
de DNA do parasita em fetos abortados?’.

N&o ha uma padronizacdo para a estratégia de controle da infeccdo por
N.caninum devido as diferencas regionais que influenciam na epidemiologia da
enfermidade em bovinos. Por isso recomenda-se uma investigacao soroldgica associada

aos fatores de risco envolvidos a fim de direcionar e estabelecer um programa de controle.
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2.1.3 Métodos de diagndstico

O aborto em bovinos é uma das principais causas de perda econémica em todo
0 mundo e seu diagnostico é complexo e multifatorial. O diagnostico é essencial para o
controlar e limitar a propagacdo do agente, sendo necessaria a submissdo de amostras
bioldgicas aos testes mais adequados, com o intuito de um diagnostico rapido e preciso®.
Os métodos diretos de deteccdo de antigenos e/ou DNA, tais como histopatologia, imuno-
histoquimica e PCR, sdo os preconizados na detec¢do do agente etioldgico, pois estes
conseguem evidenciar as lesdes no tecido, sugerindo o possivel causador do aborto.

Ha& uma variedade de ensaios disponiveis, tais como os testes de ELISA ou de
IFI, os quais possibilitam determinar os titulos de anticorpos maternos em casos de aborto
ou para a anélise soroldgica de N. caninum em rebanhos bovinos. As perdas econémicas
decorrentes da infeccdo por N. caninum séo expressivas, como reportado, e reforgaram a
necessidade de desenvolvimento e aplicacdo de métodos de diagnostico com maior
sensibilidade e especificidade, para auxiliar na elaboracdo e aplicacdo de medidas
adequadas de prevencao e controle. Uma vez que a infec¢do de N. caninum e / ou o aborto
em um rebanho foram confirmados, recomenda-se que a soroprevaléncia dentro do

rebanho seja estimada e que os abortos nos rebanhos sejam analisados*®’.

2.1.3.1 Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica(ELISA)

Em 1994, houve a aplicacdo e padronizacdo do Ensaios de Imunoabsorgéo
Enzimatica (ELISA), através de proteinas extraidas de taquizoitos e incorporadas a
complexos imunoestimulantes (ISCOM), o que possibilitou detectar os anticorpos em
cies®. Em 1995, Paré et al. também desenvolveram uma técnica de ELISA, a qual diferiu-
se da anterior devido a utilizacdo de mdltiplos antigenos para permitir o méximo de
sensibilidade do teste %.

Nos anos seguintes varias técnicas de ELISA foram sugeridas, com o intuito de
se obter maior sensibilidade e especificidade da técnica, tais como ELISA com proteinas

recombinantes, cujo método abrangeu a deteccdo do agente e sua posterior utilizacdo para
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fabricacdo de vacinas. Seguidamente, vieram o teste ELISA com antigeno bruto
(indireto), ELISA com taquizoitos purificados e o ELISA de captura de antigeno , o qual
detecta anticorpos especificos no soro de fémeas bovinas e suas proles, o que pode sugerir
a transmissdo vertical®’.

Em 1997, Bjorkman et al. demonstraram a aplicabilidade do teste de ELISA
indireto na deteccdo de anticorpos no soro e no leite, permitindo a verificagdo da presenga
do N.caninum a nivel de rebanho®. Para complementar a investigacdo epidemioldgica da
enfermidade em rebanhos no ano de 1999, foi desenvolvido o teste de ELISA de avidez
de IgG, o qual é capaz de discriminar se a presenca de N.caninum é aguda ou cronica.
Esta técnica auxilia no reconhecimento da principal via de transmissdo no plantel, o que
se faz necessario devido aos testes sorolégicos apenas demonstrarem 0s anticorpos
especificos no soro do animal, indicando a presenca por N.caninum, mas nao
discriminando a cronicidade da infecgdo®'#2,

Foi apontado em estudos a confiabillidade dos testes de ELISA comerciais
disponiveis para o diagnéstico soroldgico de neosporose em bovinos, constatando-se boa
concordancia entre os testes, sendo indicadas em avaliacdes soroldgicas a nivel de
rebanho**.

Ressalta-se que ao se comparar diferentes técnicas de ELISA, constatou-se que
a vantagem do ELISA competitivo é que este possibilita calcular o nivel de anticorpos
contra um Unico epitopo, e possui uma especificidade 96%, sendo, portanto, mais
especifico que os ELISA convencionais?®®. Ja o teste de ELISA com proteinas
recombinantes permite verificar a titulacdo de bezerros pré-ingestdo de colostro,
sugerindo a transmissdo do parasita, além de constatar a inducao da resposta humoral®. J&
o ELISA competitivo ndo sdo especificos para espécies hospedeiras, sendo util em
investigacOes epidemioldgicas em animais selvagens, os quais estdo envolvidos no ciclo

do N. caninum, ou também auxiliar na descoberta de novos hospedeiros®.

2.1.3.2. Teste de aglutinacdo direta de Neospora (NAT)

Em 1998, Romand et al.*® desenvolveram o teste de aglutinacio direta de
Neospora (NAT), o qual detecta e quantifica as imunoglobulinas contra o N. caninum. E
um teste simples e versatil, o qual detecta os anticorpos 1gG e IgM em uma variedade de
espécies®®. Esta técnica é vantajosa, pois ndo necessita de anticorpos secundarios

especificos da espécie para ser realizada, podendo assim ser Util na identificacdo de novos
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hospedeiros do ciclo®®4. Entretanto a técnica apresenta pouca sensibilidade (66%)°

sendo utilizado para screening associada a outro método de diagnostico.

2.1.3.3 Reacdo em cadeia de polimerase(PCR)

Em 2007, a técnica de PCR viabilizou a investigacdo de DNA de N. caninum em
sémen de bovinos. A PCR é considerada uma técnica altamente especifica e sensivel para
deteccdo do parasito no feto, entretanto o resultado da PCR pode ser influenciado pelo
baixo nimero de parasitas da amostra. Um estudo demonstrou que a sorologia nao foi
concordante com os resultados positivos da PCR, em razdo dos fetos abortados néo
apresentarem anticorpos detectaveis nos testes soroldgicos. 1sso demonstra que pode
ocorrer uma variacao de soroprevaléncia de neosporose bovina dependendo da técnica de

diagndstico utilizada®.

2.1.3.4. Imunofluoréncia Indireta (IFI)

Para a realizagdo do teste de IFI, se faz a avaliacdo microscopica dos anticorpos
marcados pelo conjugado. Esta avalicdo requer um profissional capacitado e experiente
em interpretar visualmente as reacdes e 0s resultados, ja a interpretacdo pode ser afetada
pela fadiga do leitor, por exemplo®#2. O ensaio detecta os anticorpos especificos para 0s
antigenos presentes na superficie da célula do parasita. Além disso, 0 teste apresenta
pouca reatividade cruzada com outros parasitas coccidios, sendo 0 mesmo considerado
um teste de referéncia quando comparado a outros ensaios*®. Em relacio as elevadas
especificidade e sensibilidade dessa técnica, alcancando 93% de sensibilidade e 96% de
especificidade, é considerada a prova de referéncia para realizar a sorologia fetal,
indicando se este possui anticorpos especificos anti-Neopora caninum. O resultado
positivo do teste sugere a infec¢do do feto, pois esse ndo possui capacidade de produzir
resposta ao desafio antes dos cinco meses de idade gestacional e ndo ocorre transferéncia

transplacentaria de anticorpos.

2.1.3.5. Detecgéo de N.caninum por diferentes técnicas

A sorologia fetal indicou ser uma boa ferramenta de diagnostico para detectar

indiretamente a presenca do parasita. Em um estudo realizado na Espanha em fetos
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bovinos abortados, determinou-se que 38,8% desses foram positivos em pelo menos uma
das técnicas utilizadas*. A maior porcentagem de fetos foi diagnosticada por
histopatologia e imunohistoquimica. A observagdo mais comum é a encefalite multifocal
n&o supurativa e a miocardite 6. O diagndstico de confirmagao da presenca do N. caninum
baseia-se na coloracdo imuno-histoquimica de secc¢bes de tecido usando anticorpos
especificos para o parasita e demonstrando DNA especifico de N. caninum por PCR 7.
Quando um feto submetido sofre autdlise e as lesGes ndo podem ser examinadas,
recomenda-se a realizagdo da PCRY.

De acordo com o estudo de Pereira-Bueno et al.** a maioria dos ensaios
apresentou bom desempenho sendo Uteis na detec¢cdo do agente ou de anticorpos contra
0 mesmo. Entretanto, os autores recomendam o uso de mais de uma técnica, a fim de
evidenciar se o animal foi ou ndo exposto ao agente, além de obter uma maior
sensibilidade de um diagndstico de aborto associado a N. caninum’#’. Destaca-se, que a
presenca de N. caninum em um feto abortado ndo é necessariamente uma indicacdo da
causa do aborto. Conjuntamente aos exames realizados, para estabelecer o diagnostico,

os dados epidemioldgicos do rebanho também precisam ser considerados®’.

2.1.4. Desafios associados ao diagndstico da neosporose em bovinos

Apesar de haver testes laboratoriais de boa sensibilidade para deteccdo de
patdgenos causadores de aborto, apenas 30% das causas sdo diagnosticadas®. Para obter
um diagndstico definitivo, é essencial a colheita adequada de amostras bioldgicas,
juntamente com um historico clinico detalhado do rebanho®. Esta constatagio €
fundamental para elaborar e implantar estratégias de controle sanitario no rebanho. Em
razdo de inOmeros fatores como a solicitacdo tardia de assisténcia técnica,
indisponibilidade de informagfes para compor o histérico clinico, tais como idade fetal,
a ocorréncia e frequéncia de abortos na propriedade, o diagnostico € muitas vezes
dificultado. Além disso, é frequente o envio inadequado de amostras de tecido necessarias
e informagdes complementares ao histdrico dos casos de abortos®3,

Os casos de abortos em rebanhos sdo, em sua maioria, subdiagnosticados e os
que ocorrem antes de 3 meses de gestacdo raramente sdo atribuidos a N. caninum. Essa
perda precoce pode nédo ser percebida pelo proprietario que ndo busca a causa do aborto

e, portanto, ndo envia o material para analise laboratorial *®. Desse modo, os efeitos da
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presenca do N. caninum em bovinos durante o primeiro trimestre da gestacdo ainda nédo
sdo claramente compreendidos “°.

A ocorréncia de surtos de abortos na propriedade rapidamente observada pelo
produtor, geralmente esta associada a infec¢do pela via horizontal, caracterizada pela
presenca de canideos, os quais tém areas comuns com os bovinos®.Quando o aborto
ocorre de forma endémica, distribuindo-se ao longo do ano o proprietario aceita essa
perda considerando-a normal, ndo percebendo sua representatividade no lucro da
atividade. Outra dificuldade encontrada ocorre na colheita e armazenamento de material
bioldgico, os quais se realizados de maneira inadequada podem impossibilitar a
visualizacdo das lesOes caso a amostra sofra autdlise®. Estabelecer a relagio de causa e
efeito entre o aborto bovino e a presenca do N. caninum é complexo devido a infeccao
ndo apresentar sinais clinicos caracteristicos. Destaca-se ainda que detectar o agente no
rebanho néo significa necessariamente que este seja o causador do aborto, sendo em sua
maioria o diagnostico feito por exclusdo de outras doengas °32.

Em um estudo realizado pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul(SPV-UFRGS), 490 fetos bovinos foram analisados. Do
total de amostras, apenas 46,32% tiveram diagndstico estabelecido (Figura 3) e dentre
estas 87,66% tiveram causa infecciosa, em sua maioria de origem de protozoarios,

destacando-se o N.caninum ° .

3% 2,6%
MW Protozoarios

W Bactérias

® Fungos

W Associacoes entre agentes
m Causas nao determinadas

m Causas nao infecciosas

0,8

Malformacgoes congénitas

0,4%

FIGURA 3- Frequéncia de causas ndo determinadas, ndo infecciosas, infec¢bes por
protozoarios, bactérias, fungos e associacbes entre agentes
diagnosticados em fetos bovinos abortados no periodo de 2003-2011.
Fonte: Antoniassi et al.°
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Determinou-se que a maioria dos casos ocorreu no segundo trimestre de gestacédo
e em ragas voltadas a atividade leiteira. As amostras avaliadas eram provenientes dos
Estados do Rio Grande do Sul, Goias, Parana, Santa Catarina, Minas Gerais, Mato

Grosso, Séo Paulo, Alagoas, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro.

3. JUSTIFICATIVA

A conducdo do estudo no Sitio Patriménio Histérico e Cultural Kalunga
baseou-se na condicdo de escassez de dados sanitarios locais, juntamente com a
representatividade econémica da bovinocultura para a populacdo. Parte do rebanho
regional é composto por racas brasileiras, como a de bovino Curraleiro, conhecida por
sua rusticidade, resisténcia a doencas, boa adaptacéo ao calor e a seca, além de sua baixa
exigéncia nutricional. Ha poucos registros de neosporose clinica, ja que a principal
manifestacdo clinica aparente € o aborto, sendo este comum a outras doengas como
leptospirose e brucelose. A referida escassez de dados sanitarios relativos aos rebanhos
da regido, justificou a realizacdo do estudo, fazendo-se necessaria a conducao de testes
de diagnoéstico com o objetivo de identificar a presenca de anticorpos anti-N. caninum em
bovinos do Sitio Patrimdnio Histdrico e Cultural Kalunga, bem como a determinacao dos

principais fatores de risco associados.

Dentre os diversos fatores que contribuem para a probabilidade da infecgédo
ocorrer no rebanho bovino, ja foram apontados em outros estudos a presenca de cées, 0
fornecimento de silagem, o tamanho da propriedade e o escore do animal. No entanto,
tais elementos podem variar de acordo com as particularidades de cada regido e
exploracdo. Ressalta-se ainda, que as condi¢des de umidade e temperatura também devem
ser consideradas, j& que influenciam na sobrevivéncia do protozoario N. caninum,

favorecendo a contaminagdo ambiental.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Realizar estudo soroepidemioldgico da exposic¢éo ao N.caninum em bovideos

do Sitio Historico e Patrimdnio Cultural Kalunga.

4.2. Objetivos especificos
- Detectar anticorpos anti- N. caninum por meio do ensaio imunoenzimético (ELISA) de

bovideos do Sitio Histdrico e Patriménio Cultural Kalunga.
- Identificar os fatores de risco associados a infeccao.

-Propor medidas de controle para a exposi¢ao ao N.caninum.
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CAPITULO 2- FATORES DE RISCO PARA A OCORRENCIA DE
ANTICORPOS ANTI-Neospora caninum EM BOVINOS DO SITIO HISTORICO
E PATRIMONIO CULTURAL KALUNGA

1.INTRODUCAO
A neosporose é uma enfermidade causada pelo protozoario N. caninum, que

primeiramente foi detectado em cées!!, que foram reconhecidos como hospedeiros
definitivos, sendo infectados ao se alimentarem com tecidos (restos plancetarios ou
carcaca infectados) com bradizoitos. Atualmente, se considera que 0s canideos
contribuem com a via horizontal, por eliminar oocistos atraves das fezes mesmo que em
pouca quantidade®. Estes oocistos contaminam pastagens e fontes de agua, que s&o
ingeridos por hospedeiros intermediarios, os quais sdo infectados pelo parasito,
completando a via horizontal. Ja a transmissao vertical pode ocorre quando a fémea
ingere oocistos esporulados no ambiente. Estes contém bradizoitos em seu interior e
transformam-se em taquizoitos replicando-se rapidamente e se proliferam em diversos

6rgéos do hospedeiro intermediario?’.

Essa fase aguda terminara quando o hospedeiro desenvolver uma resposta imune
protetora, causando a transformacdo de taquizoitos em bradizoitos, os quais se
multiplicam de forma mais lenta, alojando-se nos tecidos do animal na forma de cisto, a
fim de estabelecer a fase persistente da infeccdo. Esta recrudescéncia do cisto pode ser
acionada por alteracdes dos niveis de anticorpos durante o periodo gestacional, o que
pode ocasionar a infeccdo da prole(via vertical)®*2. Isto pode promover impactos
produtivos e reprodutivos tais como o aborto, nascimento de bezerros mais fracos, o que

ocasiona perdas econdmicas significativas na bovinocultura 17,

A pecuéria bovina € a principal fonte de sustento e de renda de muitas familias
quilombolas do Sitio Historico e Patrimoénio Cultural Kaluga(SHPCK). A maioria dos
produtores exerce esta funcdo ha mais de 20 anos e acredita que seus descendentes dardo
continuidade a criacdo de bovinos. Dessa forma, evidencia-se a importancia da
preservacdo da bovinocultura para esta comunidade, pois esta atividade tem relevancia
econdmica, mas também cultural. Assim faz-se adequada a condugdo de estudos que
enfoquem doengas que afetam a esfera reprodutiva, visando reduzir perdas econémicas.

Assim faz-se necessario dimensionar a soroprevaléncia de N.caninum em animais no
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SHPCK, identificando os principais fatores de risco relacionados e propor medidas de

controle.
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2.MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa (CEP/UFG) e registrado
com o nimero 009359/2014 e na Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFG)
com o protocolo 008/14

2.1. Area geografica do estudo e amostragem dos animais

O estudo foi realizado no Sitio Historico e Patrimbnio Cultural Kalunga
(SHPCK), territdrio que abrange os municipios de Cavalcante, Monte Alegre e Teresina
de Goiés, no Estado de Goias (Figura 4). Nesta area existem quatro ndcleos: Vao do
Kalunga, Vao de Almas, Vdo do Moleque e Ribeirdo dos negros(ou Ribeirdo dos bois).De
acordo com AGRODEFESA no SHPCK o rebanho bovino é de 13.740 cabecas,
distribuidas em 433 propriedades.
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FIGURA 4-Representacdo cartogréfica do Sitio e Patrimdnio Cultural Kalunga
localizado na microrregido da Chapada dos Veadeiros, Goiés.

Compuseram o estudo 4.857 bovideos sendo 647 machos e 4.210 fémeas de
diferentes idades. O quantitativo de bovinos foi de 4.810 das seguintes ragas: 1.368

mesti¢os, 151 de raca local brasileira (Curraleiro Pé-Duro e Caracu), 3.291 zebuinos



21

(predominantemente Nelore), e de 47 buafalos todos da raga Murrah. Considerando que
em Goiés a prevaléncia da infecgdo por N.caninum foi registrada em 29,61% para bovinos
de corte®, aplicou-se a formula para estimativa da prevaléncia em amostras aleatdrias
simples, para determinacdo da amostragem minima a ser avaliada.

Desse modo, o tamanho minimo da amostra para um estudo epidemiologico
de prevaléncia de anticorpos anti- N. caninum foi de 321, no entanto foram colhidas e
processadas 4.857 amostras.

Utilizou-se 0 método de amostragem nao probabilistica por conveniéncia para a
composicao do nimero de animais amostrados, adotando-se como principais critérios de
selecdo a anuéncia do proprietério, a possibilidade de acesso a propriedade e a incluséo
de todas as areas do SHPCK com populacdo Kalunga.

2.2. Metodologia

Nos anos de 2014 a 2016 foram realizadas 15 viagens para as diferentes areas do
SHPCK, em que houve a prévia divulgacdo e esclarecimento do estudo com o objetivo
de promover a adesdo voluntaria dos proprietarios. Dessa forma, foi possivel determinar
os locais e 0 nimero de animais existentes na propriedade. As coordenadas (latitude,
longitude e altitude geometria) das propriedades incluidas no estudo foram estabelecidas
pelo sistema de posicionamento global - GPS (Garmin MIN Oregon® 450).

As equipes foram compostas por pos-doutorandos, poOs-graduandos,
graduandos, bolsistas do CNPq e dois motoristas da UFG. As viagens para as avaliacdes
dos rebanhos e bovinos e para a colheita de sangue tiveram duracdo média de 12 dias
cada. Os animais foram mantidos em seu ambiente natural sem interferéncia no manejo,
alimentacdo ou ingestdo de agua. A equipe de pesquisadores deslocou-se aos locais para
colheita de amostras bioldgicas e aplicacdo dos questionarios propostos neste estudo.

A contencdo dos animais foi realizada por meio do auxilio de dois lagadores
treinados, garantindo a seguranca dos participantes envolvidos e do animal.O sangue total
foi colhido por puncdo da veia jugular(Figura 5A) ou caudal, empregando agulhas
descartéveis e tubos tipo vacutainer, sem anticoagulante para obtencéo de soro sanguineo,
sendo dois tubos para cada animal. Paralelamente & obtencdo das amostras bioldgicas,
aplicou-se um questionario estruturado composto por 33 questdes, elaborado com base
em THRUSFIELD (2004), aos proprietarios dos animais das comunidades visitadas para

obtengdo de variaveis zoosanitérias, socioecondmicas e informacgdes complementares,
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tais como o tipo de pastagens e finalidade da atividade nas propriedades amostradas

(Figura 5B; Anexo B). Ressalta-se que os proprietarios foram incluidos apds consulta,

anuéncia e assinatura do termo de compromisso livre e esclarecido(Anexo C).

FIGURA 5- (A)Bovino devidamente contido com o auxilio de dois lacadores da
comunidade Kalunga, para a realizagédo da coleta de sangue por puncédo da veia
jugular utilizando tubo vacutainer sem anticoagulante pela médica veterinaria.
(B)Aplicacdo do questionario ao proprietario, para obtencdo de informacdes
zoosanitarias e socioeconomicas.

As variaveis edafoclimaticas dos municipios de Monte Alegre de Goias (GO),
Teresina de Goias (GO) e Cavalcante (GO) foram concedidas pelo Laboratério de
Processamento de Imagens e Geoprocessamento da Universidade Federal de Goias
(LAPIG), o qual contribuiu com informacdes referentes aos valores médios do indice de
vegetacdo da diferenca normalizada (NDVI) e os dados de precipitacdo e solo. No
endereco eletrénico do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) foi possivel obter-
se dados a respeito da amplitude térmica, umidade e temperatura dos anos de 2014 a 2016.
Coletaram-se os valores de altitude de cada ponto registrado no GPS e o valor médio para
0s municipios analisados através da base de imagens do satélite Shutter Radar
Topographic Mission (SRTM)(125-128).

As amostras de soro foram aliquotadas, congeladas e armazenadas a -20° C no
Setor de Patologia da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goiés. Foi utilizada uma aliquota para a deteccdo de anticorpos anti- N. caninum, e
empregou-se o teste de ELISA (Idexx Neospora X2® Idexx Laboratories) seguindo as
recomendacdes do fabricante na realizacdo do ensaio imunoenzimatico(ELISA). Este
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ensaio foi conduzido no Laboratério Multiusuario da Patologia Clinica do Programa de

Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal da UFG (Figura 6).
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FIGURA 6- (A)Ficha de controle contendo informagdes referentes ao procedimento do
teste de ELISA. (B) Identificacdo das amostras, contendo a numeracéo dos
animais e sua respectiva regido. (C) Abaixo encontra-se a placa referente a
ficha controle. Esta foi impregnada de antigeno, com 96 cavidades e
utilizada para deteccdo de anticorpos anti-N.caninum de soro bovino. Apds
a execucdo de todos as etapas as amostras positivas formaram
imunocomplexos, os quais foram evidenciados por sua coloracdo

subsequente.

Apo0s a execucdo do teste de ELISA, obteve-se o resultado da reacdo por meio
da leitura da densidade dptica em leitora Thermo Labsystems Multiskan, com um filtro de
650 nm de absorbancia. Realizaram-se leituras dos controles positivo e negativo em
duplicata e foi feita uma média entre os resultados como critério de validacdo do teste das

amostras, sendo considerados negativos os resultados < 0,5 e dos positivos > 0,5.
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O reagente comercial utiliza o conjugado anti-bovino IgG: HRPO conservado
em Proclin(preservativo sigma-(MIT) 2-methy-4-Isothiazolin-3, (CMIT) 5-dora-2-
methy- Isothiazolin-3) e perdxido de hidrogénio como substrato enzimatico, associado a
um cromédgeno (3,3°, 5,5° tetrametilbenzidina — TMB), que resulta em cor amarela nas
amostras positivas e que, apds a adicdo da solucdo de interrupgédo, se torna azul para
deteccdo de anticorpos Anti- N. caninum pela realizacdo do teste de ELISA (Neospora
ELISA kit TM, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, EUA).

2.3. Analise estatistica
Os resultados da sorologia foram organizados sistematicamente por municipio,

territorio/nucleo, propriedades e resultado das analises, soropositivo ou soronegativo.
Para o estudo dos fatores de risco, aplicou-se um questionario investigativo padronizado
(ANEXO A), constituido por perguntas objetivas ao produtor, referentes as caracteristicas
gerais do manejo produtivo, reprodutivo e sanitario. Na andlise univariada foi testada a
associacdo entre a frequéncia da soropositividade nos rebanhos e as respostas as variaveis
obtidas pelo questionério, por método de qui-quadrado de Pearson.

As variaveis que apresentaram p<2 foram selecionadas e utilizadas na anélise de
regressao logistica multipla variada, aplicada ao conjunto de variaveis independentes para
determinar os efeitos ambientais envolvidos na ocorréncia das infec¢es. Em sequéncia,
foram calculados a odds ratio (OD) e intervalos de confianga de 95% (IC), considerando-
se p<0,05. A partir destas, foram confeccionados mapas no QGIS (versdo 2.12.2-Lyon)
para identificar as areas com maior prevaléncia e sua distribuicdo na regido. Para a
realizacdo das analises, univariadas e multivariadas, utilizou-se o software R versao 3.1.3
e 0s mapas georreferenciados foram feitos em parceria com o Instituto de Estudos Sécio-
Ambientais LAPIG da Universidade Federal de Goias, por meio do programa Google TM
Earth.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Detectou-se prevaléncia de anticorpos anti- N. caninum, verificando-se que 8,3%
dos animais foram soropositivos e 75,2 % dos rebanhos tiveram contato com parasito
(Tabela 1). A regido do Véo de Almas apresentou a menor porcentagem (9,64%) de

animais positivos e em Monte Alegre obteve-se maior indice (34,82%).

TABELA 1-Prevaléncia de anti- Neospora caninum em bovideos por regido do Sitio
Histdrico e Patrim6nio Cultural Kalunga

N Percentual de Percentagem de
amero e L
. positivos por rebanhos
- Bovideos  percentual de x x o
Regido o regido em relacdo positivos
amostrados  positivos na 3
o a total de animais
regiéo g
soropositivos

Engenho 1.231 78 - 6,3% 19,3% 70,6% (12/17)
S £ Vo de Almas 642 39-6,1% 9,6% 80% (20/25)
R=gi= Véo do Moleque 922 65-7,1% 16,1% 66,7% (20/30)
8 &  Teresina de Goias 878 82 -9,3% 20,2% 81,8% (27/33)
== Monte Alegre 1.184 141 - 11,9% 34,8% 75% (27/36)

Total 4.857 405 - 8,3% 100% 75,2% (106/141)

Verificou-se que a prevaléncia na regido avaliada, foi menor do que a observada
para o Estado, como demonstrado no estudos de Melo et al.>*(30,43%-leite,29,6%-corte)
Santin(38,24%) e Freitas (35,07%)°!. De acordo com Freitas®?, a alta prevaléncia de
anticorpos anti- N. caninum em animais sororreagentes pode ser devida ao fato destes se
apresentarem propensos a outras enfermidades, ficando, portanto, mais susceptiveis com
isso a infeccdo pelo parasito em questdo. Tal condicdo de circulacdo de outros patdgenos
nos rebanhos locais ja foi demonstrada por Guimardes®®, Dias®’ e Peixoto®, para
leptospirose (44,69%), BVD (29,29%) e IBR (48,7%), e leucose (29,29%),
respectivamente. A possibilidade de animais infectados com BVD estarem mais
propensas a infec¢do por N.caninum, tem sido demonstrada em razdo do virus replicar
em células de defesa (linfocitos e macrofagos) ocasionando a imunossupressao deste®s,
Apesar da padronizacdo do testes soroldgicos para investigar a infec¢do por N.caninum,
deve-se considerar a possibilidade de reatividade cruzada com outros coccidios como
pode ocorrer nos teste de ELISA com T. gondii e Hammondi heydorni®® , que ainda néo

foram sistematicamente avaliados na regiéo.
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Confrontando-se o presente estudo com outros resultados de deteccdo de
anticorpos anti-N.caninum realizados no Parana (87,5)%%¢ em Minas Gerais®® (39,4%)
notou-se que a prevaléncia de anticorpos anti- N. caninum obtida no SHPKC foi inferior
aos demais estudos, entretanto apresentou-se superior a valores obtidos em Santa Catarina
(7,7%)%2 Considerando as cinco regides e suas respectivas prevaléncia de anticorpos anti-
N. caninum, elaborou-se um mapa mostrando a distribui¢cdo dos bovinos soropositivos
nos rebanhos do SHPCK( Figura 7).
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FIGURA 7-Prevaléncia de anticorpos anti- Neospora caninum em
rebanhos do Sitio Historico e Patrimodnio Cultural Kalunga, no
periodo de 2014 a 2016

As 141 propriedades incluidas foram caracterizadas como pequenas
propriedades, com aproximadamente 50 hectares, exceto na regido do Engenho I, onde
ndo existe divisdo entre as mesmas e as terras séo utilizadas coletivamente. Entrevistaram-
se todos os proprietarios, cujos animais foram incluidos no estudo, tendo sido obtidas

informagdes relativas a aspectos epidemiologicos, as quais estdo dispostas na Tabela 2.
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TABELA 2-Andlise das variaveis obtidas por meio de questionario epidemiolégico
aplicado aos proprietarios do Sitio Histdrico e Patrimoénio Cultural Kalunga, de 2014 a
2016

VARIAVEIS AVALIADAS

Sim Nao Total
Crla}(;ao de mais de uma raca de 86,5% (122) 12.1% (17) 141
bovino
contato com outras espécies:
equideos 91,2% (125) 7,3% (10) 137
suinos 15,1% (21) 83,5% (116) 139
felinos 30,9% (41) 68,2% (92) 135
canideos (silvestres e domésticos)  81,4% (114) 17,2% (24) 140
aves 84,3% (118) 14,3% (20) 140
bubalinos 5,7% (8) 92,9% (130) 140
marsupiais 77,9% (109) 20,7% (29) 140
cervideos 91,4% (128) 7,1% (10) 140
procionideos 79,1% (110) 19,4% (27) 139
roedores 76,4% (107) 22,1% (31) 140
artiodactilo 54,3% (76) 44,3% (62) 140
Vermifugagéo 68,1% (96) 30,5% (43) 141
Vacinagao contra:
aftosa 97,2% (137) 1,4% (2) 141
brucelose 67,4% (95) 31,2% (44) 141
raiva 97,2% (137) 1,4% (2) 141
clostridioses 39,7% (56) 58,9% (83) 141
leptospirose 7,1% (10) 91,4% (128) 140
botulismo 38,3% (54) 60,3% (85) 141
pneumoenterite 7,8% (11) 90,8% (128) 141
IBR 0% (0) 98,4% (120) 122
BVD 0% (0) 98,54% (135) 137
Tipo de pastagem:
somente nativa 13,5% 141
nativa e formada 82,9% 141
formada 4,6% 141
F(?rnemmento de suplementagéo 68,1% (96) 30,5% (43) 141
alimentar

Fornecimento de sal mineral 97,2% (137) 1,4% (2) 141
Presenca de areas alagadicas 52,5% (74) 46,1% (65) 141
Observacéo de aborto em bovinos  33,3% (47) 65,3% (92) 141
Outros problemas reprodutivos 45,7% (64) 53,6% (75) 140
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Em 70,7% (99/141) das propriedades analisadas, exercia-se a exploracdo bovina
com finalidade mista (consumo de leite e carne e venda do excedente). O tipo de
exploragdo a que o animal estd submetido deve ser considerado, pois animais destinados
a atividade leiteira apresentam altas taxas de transmissdo horizontal ®¢3%4 Em uma visio
geral dos dados de soroprevaléncia em 10 paises sugeriu-se que o nivel de
soropositividade € 50% mais elevado em rebanhos leiteiros do que em bovinos de corte
76586 Tal condicéo pode ter influenciado nos resultados obtidos neste estudo, em razéo
dos animais do SHPCK, em sua maioria, serem destinados a bovinocultura de corte.

Para 34,7%(49/141) dos proprietarios, 0s bovinos representavam a principal
fonte de renda e em 86,5%(122/141) das propriedades era criada mais de uma raga de
bovinos. O comércio de animais ocorria dentro e fora da regido, seja entre os vizinhos ou
trazidos de outras regides por boiadeiros, o que pode possibilitar a inclusdo de animais
portadores no rebanho e mesmo a manutencao ou dispersao do parasito na regido, uma
vez que normalmente ndo eram submetidos a exames prévios ou quarentena. Dessa
maneira, recomenda-se realizar a sorologia de todos os animais, acima de seis meses de
idade, com o intuito de reduzir a entrada de bovinos portadores e consequentemente
problemas sanitarios e perdas econdmicas. Conjuntamente a esta medida, seriam
adequadas a analise histopatolégica e imuno-histoquimica dos fetos abortados,
identificando possiveis lesdes®’. Entretanto, devido as condicdes estruturais (Figura 8) e

acessibilidade das fazendas e financeiras dos proprietarios a realizacdo desses testes

raramente é possivel.

FIGURA 8-Curral em uma propriedade do Sitio Historico e Patriménio
Cultural Kalunga.
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Os valores de altimetria obtidos por meio de GPS entre as propriedades
visitadas variaram de 334 a 1.154 metros de elevacdo, o que conferiu a percepgéo de
terreno ondulado no SHPCK. Os locais mais baixos situam-se nos V&os de Almas e do
Moleque e os mais altos no Engenho. Segundo Coelho®” e Ribeiro® as diferentes altitudes
influenciam na temperatura e na precipitacdo, que chega a 1.300 mm nas areas de baixa
altitude do SHPCK, e estas duas caracteristicas exercem, como destacado por Dubey et
al.'®, influéncia na sobrevivéncia do oocisto, o que pode favorecer o nivel de
contaminacéo nos rebanhos locais.

Registou-se que 52,4% dos animais tinham acesso & area alagadiga. Esta
condicdo reveste-se de importancia e ja foi destacada em estudos anteriores, como 0
realizado no México, no qual verificou-se a presenca de oocistos viaveis de N. caninum
nos tanques de agua que eram oferecidos aos animais. Isso reforca a necessidade de
atentar-se as préaticas de alimentacdo e fontes de agua disponiveis para 0s animais, que
podem representar um fator de risco, contribuindo com a manutengéo da via horizontal.
Em relacdo a esta caracteristica, verificou-se que para a maior parte das propriedades
havia cursos de agua, que eram usadas tanto pelos animais (domésticos ou selvagens)
como pelas pessoas. Foi possivel observar a presenga de animais silvestres na regido deste
estudo, apesar de ndo haver uma discriminacdo das espécies no questionario aplicado.

Uma questao que deve ser observada em relacdo a via horizontal é a existéncia
de fomites presentes em todas as propriedades. Em uma pesquisa realizada em Minas
Gerais, verificou-se uma possivel associacao entre a falta de conhecimento sobre medidas
sanitarias e o numero de bovinos portadores de N.caninum. Observou-se nas propriedades
analisadas a utilizacdo de pas, tanto para distribuir alimentos aos animais quanto para
coletar as fezes dos cies °, 0 que representa um potencial risco de infecgdo aos bovinos e
a manutencéo da via horizontal.

No presente estudo ndo houve associacdo entre a presenca de canideos na
propriedade e o nimero de bovideos sororreagentes. No entanto, em diversas pesquisas
apontam o cuidado em relacéo a presenca de fetos abortados ou restos placentarios na
propriedade e acesso de canideos a estes tecidos, 0 que pode levar a infeccdo destes
animais e continuidade do ciclo biologico do parasito. Isso pode favorecer a disseminagédo
da forma resistente (oocistos) na pastagem, levando ao aumento da soropositividade em
bovinos com a presenca de cdes em fazendas, sendo estes considerados um fator de risco

ainfeccdo 2’. Verificou-se que em 81,4% (114/141) das propriedades havia a presenca de
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canideos (domésticos e selvagens), os quais tinham acesso as areas comuns aos bovinos,
0 que pode facilitar o desenvolvimento de um ciclo de vida completo do parasita e sua
persisténcia nos rebanhos?*. Vale considerar que a presenca de canideos silvestres, pode
contribuir com a manutencdo da via horizontal. Destaca-se também que a eliminacao de
oocisto ocorre em canideos jovens e que o0s animais mais velhos dificilmente eliminam
oocistos no ambiente.

Nesse contexto, apesar de ndo ter havido associagdo significativa, devido a
possibilidade de contato direto de canideos portadores com o rebanho, é necessario adotar
acOes preventivas em relacdo ao fornecimento de insumos e agua destinadas aos bovinos,
a fim de evitar a contaminagdo destes com oocistos, como citado por Dubey et al.’.
Medidas como 0 manejo correto de carcagas ou restos placentarios (enterrar ou incinerar),
podem dificultar o acesso de hospedeiros definitivos as fontes de infecgdo.?® porém, tais
cuidados nao eram rotineiramente adotados pelos criadores locais, pelas préprias

condigdes da exploracao.

Em 100% das propriedades estudadas, a reproducdo ocorria por meio de
monta natural e a ocorréncia de aborto foi observada em 33,3%(47/141) das fazendas.
Estudos demonstraram que o aborto pode ser influenciado pela amostra do parasito, em
que observou-se 0 impacto causado entre as diferentes amostras do N.caninum. Pesquisas
indicaram que a Nc Spain 7 ocasionou 100% de abortos, sendo esta a amostra mais
agressiva®®. Em outro estudo, demonstrou-se que o isolamento em cultura celular alterou
algumas caracteristicas do parasito, entre elas, sua patogenicidade . Deve-se considerar
0 potencial aumento desta patogenicidade em condigdes naturais, 0 que ampliaria a
ocorréncia de distarbios reprodutivos. Além da ocorréncia de abortos, registrou-se que
45,7%(64/141) dos produtores declararam ter outros problemas reprodutivos no rebanho,

como retencdo de placenta e natimortos.

Em relacdo a alimentagdo para os bovinos, 68,1% dos produtores declararam
fornecer cana e mandioca como suplementagdo. Considerando o uso de sal mineral,
97,2% dos produtores informaram fornecer sal branco e/ou sal mineralizado para o
rebanho. Em 4,6% das 141 propriedades o tipo de pastagem era formado, somente 13,5%
tinham pasto nativo e em 82,9% a pastagem era mista. O sistema produtivo adotado na
criagéo era pasto e entre as pastagens nativas e mistas, a maior parte era composta por
cerrado nativo, enquanto as pastagens formadas geralmente eram capim braquiaria e

andropogon. Néo foram encontrados na literatura informagdes em relagdo a influéncia do



31

tipo de pastagem na infeccdo. Neste presente estudo ndo foi possivel determinar a
proporcao de area formada e nativa por propriedade. Ressalta-se também a questdo do
local de armazenamento dos alimentos fornecidos aos bovinos, como por exemplo
silagem, que caso seja realizado de maneira inadequada pode favorecer sua contaminacgéo
ou a formacdo de toxinas, afetando o sistema imune do animal tornando-o propenso a
infeccdo 1°. Na maior parte das propriedades a silagem era mantida a céu aberto, o que

pode resultar nestas consequéncias.

Dos bovideos amostrados 4.210 eram fémeas, dentre as quais 351 (8,33%)
apresentaram diagnostico soroldgico positivo. Dos 647 machos apenas 54 (8,34%)
apresentaram-se soropositivos para N.caninum (Tabela 3). Apesar do numero amostral de

fémeas ter sido expressivo, o percentual de animais positivos foi semelhante.

TABELA 3-Prevaléncia de anticorpos anti- Neospora caninum de acordo com a espécie, raga,
sexo e idade nos bovideos de acordo com o sexo, espécie e raga de bovideos do Sitio Historico e
Patrimonio Cultural Kalunga, de 2014 a 2016

Categoria Quantidade amostras A”'.”?a's
positivos
Fémea 4.210 351 (8,33%)
Macho 647 54 (8,34%)
b q . Idade 0-24 meses 1.818 137 (7,53%)
resenca de anticorpos 40 o536 meses 640 54 (8,43%)
anti- N.caninum
Idade >36 meses 2.399 214 (8,92%)
Mestica 1.368 103 (7,52%)
Ragcas locais 151 13 (8,6%)
Zebuinas 3.291 276 (8,38%)
Bufalos 47 13 (27,65%)

Em relacdo a idade dos animais amostrados, o nimero de bovinos soropositivos
com até 24 meses foi ligeiramente inferior (7,53%) aos animais acima de 36 meses
(8,92%). Provavelmente estes resultados estéo relacionados a maior probabilidade que os
animais mais velhos tém de estarem expostos aos oocistos ao longo de sua vida do que 0s
animais mais jovens, como citado por Silva et al.?*. Resultados semelhantes foram obtidos
com a espécie bubalina, indicando os bufalos com idade igual ou acima de quatro anos

com maior soroprevaléncia®.
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Considerando as diferentes espécies, a prevaléncia de anticorpos anti- N. caninum
foi maior em bufalos, porém a quantidade de animais testados foi inferior a de bovinos.
Entre as diferentes racas de bovinos avaliadas, a prevaléncia de anticorpos anti- N.
caninum foi muito proxima, tendo sido detectados os seguintes valores: 7,52% para
animais mesticos, 8,6% para as racas locais e 8,38% para zebuinos. Nossos resultados séo
concordantes com aqueles de outros estudos, na qual verificou-se que a soroprevaléncia
pode diferir de acordo com a raga, tendo sido constatado que animais mesticos
apresentaram menor soropositividade a infeccdo por N.caninum que as racas leiteiras
europeias®.

Outra vantagem observada em relacdo aos mesticos foi a menor ocorréncia do
namero de abortos, pois ja foi apontado que o cruzamento de animais de racas diferentes,
pode reduzir o risco de aborto. SupBe-se que nestes cruzamentos ocorra uma maior
concentracdo de glicoproteinas associadas a gestacdo, 0 que garante o status
fetoplacentario®®. Os valores de soropositividade apresentaram-se semelhantes entre racas
mesticas e locais. A diferenga entre a soroprevaléncia poderia ndo estar associada a
susceptibilidade da raca em relacdo a infeccdo pelo parasito, mas sim o sistema de

produco ao que este estava submetido™®.

Foram desenvolvidos estudos em que se analisaram situacdes em que o bufalo e o
bovino habitam a mesma area, tendo sido apontado que os primeiros apresentaram-se 1,5
vezes aproximadamente mais propensos a serem soropositivos a infeccdo por N.caninum
do que os bovinos®?. Em propriedades que estes animais coahabitam, apesar de ambas
estarem submetidos as mesmas condigdes, como verificados nas propriedades avaliadas,
os bufalos podem apresentar sinais clinicos mais sutis, aparentando ser mais resistente as
consequéncias reprodutivas da infeccdo por N. caninum, verificado por diferentes
autores( Neverauskas et al.*® | Reichel et al.53 e Moore et al®¥, com menores taxas de
aborto e maiores taxas de parto e desmame do que os bovinos, como foi verificado pelos
autores acima citados. Alem de apresentarem menor chance de ocorréncia de aborto, este
pode passar desapercebido. Isto pode ocorrer devido a espécie bubalina ser utilizada em
regibes menos desenvolvidas economicamente, portanto esta falha reprodutiva ndo é

minuciosamente examinada®®.

Deve-se considerar uma menor taxa de aborto em bufalos, em razdo de um manejo
deficiente associado ou ndo a selecdo inadequada dos buafalos, que podem apresentar

menor taxa de reprodu¢do quando comparados a de bovinos. Acredita-se que devido ao
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limitado conhecimento do produtor sobre as diferencas dos parametros reprodutivos entre
estes animais, hd uma dificuldade do proprietario em identificar problemas de carater
reprodutivo, tais como o aborto, 0 que pode ter ocorrido na regido de estudo. Deve ser
registrada que apesar da ocorréncia da infeccdo natural do Utero de bufalos, entretanto
ndo foi esclarecida a ocorréncia de transmissao transplacentaria, enddgena e exogena, e
se esta é tdo eficaz como a de bovinos®. Vale ressaltar que o ambiente Gmido em que o
bufalo habita pode ocasionar em um contato frequente com o oocisto, 0 que pode ter

resultado em uma resisténcia do animal a ocorréncia de aborto.

Dentre o conjunto de varidveis analisadas encontrou-se associacdo positiva entre
a prevaléncia de anticorpos anti- N. caninum nos rebanhos e os demais fatores entre eles:
area alagadica, vacinacdo contra aftosa, vacinacdo contra clostridioses, a presenca de
catitus e precipitacdo. Estas varidveis que apresentaram significancia estatistica estdo
registradas na Tabela 4,com os valores de p para analise univariada.
TABELA 4-Variaveis obtidas por meio de questionario aplicado aos proprietarios rurais
do Sitio Historico e Patriménio Cultural Kalunga e varidveis edafocliméticas obtidas por
meio do banco de dados do Instituto de Estudos Socio-Ambientais da Universidade

Federal de Goias, que apresentaram associacdo quando comparadas a prevaléncia de
anticorpos anti-Neopora caninum , por meio da analise univariada (p<2), de 2014 a 2016

Variavel Valor de p
Area alagadica 0,0025675
Vacinagao contra aftosa 0,0221693
Vacinacdo contra clostridioses 0,0818308
Presenca de catitus 0,0014032
Precipitacdo 0,001177
Biol (temperatura média anual) 0,00128
Bio 5 (temperatura maxima nos meses mais 0,093596
quentes)

Bio 6 (temperatura minima nos meses mais frios) 0,0010701

Todas essas variaveis foram submetidas ao teste de regressdo logistica e 0s

resultados estdo expressos na Tabela 5.
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TABELA 5- Fatores de riscos correlacionados com prevaléncia de anticorpos anti-
Neospora caninum em bovideos do Sitio Histdrico e Patrimonio Cultural Kalunga, de
2014 a 2016, considerando sim como referéncia

Variavel Categoria OR (IC 95%) (Wal(lja'stest) Ptgs‘tF;'
Presenca de . « 1,19 (0,96 -
catitus sim X ndo 1,47) 0,007 0,006
Vermifugagéo sim X ndo 0,79 (0,63-1) 0,009 0,01
;?g;ga contra sim x no 050(021-12) 0,01 0,022
Vacina contra . n 1,26 (1,02 -
clostridioses 3IM X nao 1,55) 0,092 0,092
Presenca de area sim x nio 0,67 (0,54 - 0.003 0.003
alagadica 0,83) ' ’
S 1271mm-1367,2mm x 0,45 (027 -
Precipitacao 1367,3mm-2300 mm 0,74) 0,003 0,001
: 22,0°C - 23,95 °C x
Biol 23.95°C _ 26,0 °C 1,36 (1,1-1,68) 0,001 0,001
: 30,2°C-32,24° C x i
Bio 5 32.250C - 34,3°C 1,38 (1,12-1,7) 0,012 0,0009
, 10,7°C- 14,24°C x 1,51 (1,22 -
Bio 6 14,25°C — 17,8°C 1,87) <0001 0,001

De acordo com a regressao logistica, observou-se que a presenca de catitus
apresentou relacdo significativa com a ocorréncia de infeccdo, aumentando a
probabilidade em 1,19 vezes de infeccdo por N. caninum. Tal associacdo pode ser
justificada em razdo destes participarem do ciclo como hospedeiros intermediarios, assim
como bovinos e outras espécies selvagens, e estarem assim sujeitos a0 mesmo risco de
infeccdo por N.caninum ao consumirem alimentos e agua contaminados®!® Eles estdo
dividindo o mesmo ambiente e tanto os catitus quanto os bovinos estdo expostos as
mesmas condig¢des. Desse modo, esses animais portadores do N.caninum fazer parte da
alimentacéo de alguns canideos silvestres, mantendo assim a via horizontal. A condicéo
da presenca do catitu sinaliza para conservacdo do ambiente que em condigdes naturais
pode favorecer a manutencao do patégeno e da contaminagdo ambiental.

O uso de vacinas contra febre aftosa e clostridioses também foi outro fator
considerado na regressdo logistica, sendo o uso de vacinas contra clostridioses um fator
que pode aumentar a chance de ocorréncia de infec¢do por N.caninum e a imunizagéo

contra febre aftosa diminuir a chance de ocorréncia da doenca. Contudo, das 106
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propriedades com animais positivos para infecgcdo, apenas em 43 relatou-se a préatica de
vacinar os animais contra clostridioses, enquanto 97,16% dos produtores declararam
vacinar contra aftosa. E possivel que a pratica de vacinagio para ambas as doencas no
tenha nenhuma implicacao bioldgica na maior e menor chance de ocorréncia de infeccao
por N.caninum, mesmo considerando OR de 0,5 (0,21-1,2) para préatica de vacinacao
contra aftosa.

Outra relagdo encontrada neste estudo foi a associacdo entre o acesso dos
animais a areas alagadicas e a maior probabilidade do risco de infec¢cdo pelo protozoario,
devido a maior exposicdo dos animais a patdgenos que podem estar presentes na agua®.
Esta condigdo de acesso a areas alagadicas foi observado nesta pesquisa, principalmente,
para os bdfalos amostrados e que viviam em &reas bastante imidas, a fim de proporcionar
seu bem estar térmico. Tal condicdo associada ao clima tropical da regido estudada pode
favorecer a sobrevivéncia do oocisto, entretanto ja foi apontada a questdo da maior
resisténcia de bubalinos devido a exposicdo frequente, o que pode justificar o menor
namero de individuos sororreagentes. Evidenciou-se em uma pesquisa que organismos
semelhantes ao Toxoplasma gondii foram encontrados mais frequentemente em animais
que habitam proximos a cursos d’ agua , sugerindo que os estagios infecciosos estavam
sendo carreados via hidrica. Da mesma forma, os oocistos de N. caninum podem ser
levados por estas vias aquaticas até as areas que os animais habitam®°, ja que estes animais
ficam imersos em &gua ou lama nos periodos mais quentes do dia®®.

Verificou-se ainda no presente estudo, que a baixa precipitacdo pluviométrica
pode contribuir para a reducéo de infec¢do por N.caninum em 0,45 vezes . Em contraste,
a maior precipitacdo tem sido relacionada ao aumento do risco de aborto no segundo
periodo de gestacio em vacas infectadas com N. caninum 8394, A possivel explicagio para

esta associacdo positiva se deve ao fator de baixa umidade afetar sua viabilidade.

Caracteristicas edafoclimaticas como a temperatura também foram objeto deste
estudo epidemioldgico, no qual constatou-se a associagéo positiva entre a infeccédo por N.
caninum e a temperatura média anual (Bio 1) com OR 1,36 p = 0,001 e maior
precipitacdo(OR=0,45 ). Ja foi apontado em outros estudos que rebanhos bovinos da
Australia, de clima tropical, apresentaram maior soroprevaléncia, entre 23 e 34%,
sugerindo que um clima tropical associado ao ciclo silvestre, pode favorecer a infecgéo
pelo N. caninum nesta regido. Ressalta-se que o SHPCK apresenta clima tropical com

temperatura em torno de 25°C, que pode variar assim como o indice pluviometrico, em
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locais de altitude elevada®®®®. Dubey et al.® verificaram que nos meses de verdo a
ocorréncia de bovinos sororreagentes foi menor, em razdo dos oocistos ndo sobreviverem
em ambientes quentes (acima de 39°C) e secos. No caso do SHPCK, as condicOes de
precipitacdo e temperatura, em torno de 25° C, podem favorecer a infeccéo pelo parasito,
em razao da temperatura média mais elevada e da maior concentracdo de chuva ocorrerem
no verdo e na primavera’®"4,

Observou-se que nos meses mais quentes houve aumento em 1,38 (Bio 5) vezes
a chance de infeccdo. Esta associacdo ao agente infeccioso pode favorecer a esporulagédo
dos oocistos no ambiente, a qual é propicia em torno de 37°C 14, pois temperaturas acima
deste valor podem comprometer a viabilidade do oocisto no ambiente 22, Em
concordancia com os resultados obtidos neste estudo, pesquisas levantaram a hipotese
gue nos meses de verdo haveria um menor nimero de bovinos sorrorreagentes,
consequente do periodo seco e quente, comprometendo a sobrevivéncia do oocisto,
pressupondo-se entdo que o calor pode ser um fator de protecdo ao hospedeiro
intermediario. 1>°7

Corroborando com os dados obtidos na regressao logistica, estudos apontaram
que o clima pode ser considerado um fator de risco. Verificou-se que hd um padrédo
sazonal altamente significativo em relacdo a ocorréncia de abortos causados por
N.caninum em condi¢Oes de temperaturas (em torno de 37° C) e umidade moderadas.
Estas condicOes favorecem a esporulacao e sobrevivéncia de oocistos coccidianos, o que
pode aumentar o risco de infecgdo pds-natal 26. A temperatura corporal do animal também
se constitui outro fator que pode afetar a multiplicacdo do N.caninum, que nao consegue
sustentar a multiplicacdo de taquizoitos em temperaturas acima de 39°C &7, entretanto tal
parametro ndo foi avaliado.

Devido as influéncias distintas dos fatores de risco na infeccao, das diferentes
regides e das condi¢cdes de manejo a que 0s animais sao submetidos, as estratégias de
controle devem ser estabelecidas analisando-se o custo-beneficio na fazenda. Devem-se
considerar pardmetros como o tipo de exploragdo, o sistema de manejo, a prevaléncia no
rebanho, a via de transmissdo predominante e os efeitos calculados da infeccdo no
desempenho reprodutivo e produtivo.

Considerando este conjunto de caracteristicas, foram recomendadas: o sacrificio
dos animais positivos, observacao e exclusdo de fémeas com distirbios reprodutivos,
evitar o contato dos cdes com alimentos e fontes de agua, e seu acesso a areas comuns

aos bovideos, além de incinerar restos placentarios ou fetos abortos. Tais medidas foram
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explicadas aos criadores em visita de retorno apos obtencdo e analise dos resultados,

seguindo um modelo padrdo (ANEXO B).
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4. CONCLUSAO

A presenca de N.caninum esta disseminada em bovideos no Sitio Histérico e
Patrimdnio Cultural Kalunga esté distribuida na regido. Constituem-se fatores de risco

para a neosporose bovina: alta pluviosidade, presenca de areas alagadicas, vacinagdo

contra aftosa, vacinagao contra clostridioses e presenca de catitus.
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CAPITULO 3-CONSIDERACOES FINAIS

Para obter-se um diagnostico preciso e correto € necessaria a cooperagdo de todas
as partes, incluindo o proprietéario e o veterinario, em que o primeiro contribui com as
informagdes basicas, tais como a ocorréncia do aborto, o periodo e a frequéncia. Tal
historico clinico é de suma importancia para 0 médico veterinario direcionar os testes
cabiveis para o rebanho e a propriedade. Outra medida € a coleta de amostras biologicas
para identificacdo do agente, tais como realizagdo de exames histopatoldgicos de fetos
abortados e prova soroldgica dos animais, para detectar 0s animais sororreagentes e

prevenir a introducdo de novos bovinos com neosporose.

Posteriormente a essas a¢gdes 0 médico veterinario deve orientar o produtor sobre
as medidas de controle adequada a cada propriedade, além de conscientizar o produtor
sobre a importancia dessas praticas na satde do rebanho através de programas de controle,
por exemplo. Para efetivar esse controle os ensaios sorologicos sdo ferramentas
essenciais, 0s quais devem apresentar boa reprodutibilidade e resultados consistentes,
sendo assim periodicamente testados seus métodos de validacéo.

Com o resultado obtido com esse estudo pbde constatar a importancia da
infeccdo por N.caninum em bovideos, a qual nem sempre é considerada como diagnostico
diferencial com outras doencas causadoras de aborto em bovideos, tais como brucelose,
leptospirose, BVD,IBR, campilobacteriose e tricomoniase. Estas enfermidades podem
favorecer o estabelecimento de outros patégenos, tais como N.caninum. Entretanto em
razdo dos impactos causados pelo N.caninum, a doenca vem se tornando valorizada e tem
sido apontada no diagndstico de enfermidades de carater reprodutivo. Percebeu-se assim,
a necessidade de mais estudos sob o ponto de vista epidemiolégico, clinico e laboratorial,
com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre sua real ocorréncia e impactos. Além
disso, destaca-se a importancia de pesquisas com o intuito de identificar hospedeiros
intermediarios em potencial, os quais podem apresentar risco de infeccdo para o
hospedeiro definitivo.

Outra abordagem importante seria a conducgdo de mais pesquisas relacionadas a

identificacdo do parasito em diferentes fases, tais como testes sensiveis a anticorpos
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contra bradizoitos. Isso possibilitaria, além da deteccdo do agente, a diferenciacdo das
fases da infec¢do do individuo, ou seja, aguda ou cronica.

Além disso, mais estudos devem ser realizados para estabelecer formas de
tratamentos dos animais portadores do parasito, a fim de reduzir o nimero de casos no
plantel. De forma completar, novas pesquisas devem ser realizadas a fim de desenvolver
uma vacina capaz de induz anticorpos vacinais que impega a transmissdo de taquizoitos
ao feto, evitando a ocorréncia de aborto e a transmisséo congénita, para assim obter o
controle da enfermidade.

Tais estudos poderiam viabilizar o controle da neosporose bovina em regifes
mais isoladas de centros urbanos, tais como o Sitio Historico e Patriménio Cultural
Kalunga(SHPCK). Os integrantes desta comunidade s&o descendentes de quilomba e
sobrevivem por meio da agricultura e bovinocultura de subsisténcia. Os animais
(galinhas, patos, cées, gatos) tém livre acesso as areas destinadas ao cultivo de hortalicas
e leguminosas podendo contaminar estes alimentos e oferecer risco a populagéo que as
consome. Em razdo da disponibilidade de alimento para os bovinos da regido do SHPCK,
estes ndo possuem contato frequente com o produtor, o que pode dificultar a implantacéo
de acBes sanitarias e preventivas nesses rebanhos.

A maioria dos habitantes da regido ndo possui renda mensal e poucos tém alguma
assisténcia governamental, tais como Bolsa Familia, Renda Cidadd, etc. Este recurso
monetario disponivel ndo € suficiente para promover uma condicdo sanitaria adequada a
maioria das familias desta comunidade. O SHPCK néo possui estradas asfaltadas, postos
de salde acessiveis, saneamento basico (dgua tratada e rede de esgoto) e em suma
maioria, a populacdo nao parece abranger nogoes basicas de higiene ficando susceptiveis
a infeccdes veiculadas por agua e alimentos. A agua utilizada para as atividades de cunho
doméstico, consumo e agropecuario sdo de fontes naturais, como cérregos e rios. Esse
territorio possui poucas escolas, as quais promovem a formacéo do individuo até o ensino
fundamental. Os jovens alfabetizados compdem o corpo docente da comunidade Kalunga,
0s quais nem sempre tém formacg&o académica para a atuacdo. A populagdo com mais de
40 anos ndo é alfabetizada, sabendo somente escrever o proprio nome.

Diante disso, as pesquisas abrangendo aspectos epidemiolégicos, laboratoriais e
de controle sdo fundamentais para estabelecer acdes sanitarias aplicaveis em cada sistema

produtivo da bovinocultura.
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ANEXO A- Modelo de questionério socioeconémico

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS /ESCOLA DE VETERINARIAE ZOOTECNIA .

CARACTERIZAGAQ DOS SISTEMAS DE PRODUGAO DE BOVINOS DE RAGAS LOCAIS
Data: 29/11/2014 |Entrevistador: | :
Municipio: Cavelcante JuF: ]eo
Propriedade: Fazenda Engenho Il Proprietario: " Geraldo Francisco Maia
Fone: ; 6299366875 [Coordenadas GPS (sede da propriedade): [N questionario: | 5]
1. Caracterizagao do rebanho de racalocal Qtde {cabegas) 2. Cria mais de uma raga?
Reprodutor 1 Sim Nao -
Vaca em lactagao X
Vaca vaza Qual? :
.- Fémeas até 1 ano 3. Tem contato com outras espécies domésticas na propriedade
Fémeasde 1a2anos N Espédie; Sim N3o
Fémeas de 2 a 3 anos Equideos X
Machos até 1 ano Suinos X
Machos de 1 a2 anos Felinos X
Machos de 2 a3 anos Caninos X
Rufido Aves X
TOTAL » | Bufalo -
4. H4 espécies silvestres emvida livre na propriedade 5. Adquiriu b de outra propriedade?
Espéci Sim Ngo . Nao X
__ |Gamba X Sim
" |Cenideos X Se sim, a guanto tempo?
Méo Pelada 1ano
Roedores 1a2anos X
Catitu X Mais de 2 anos.
6. Qual a fonte de 4gua plos animais? 7. Vermifugagao dos animals: 8. Quals vacinas realiza no rebanho? |
Pogo Artesiano Nio Vacina Sim Néo
Represal/Cérrego/Rio X Sim X Aftosa X
Empresa de Abastecimento Se sim, qual afrequéncia? _ |Brucelose X
Pogo Comum (Cisterna) Raiva X
8. Vende animais para reproducio? Clostridiose |y
Nio X Leptospirose
Sim Botulismo
10. Qual afinalidade da criagéo? 11. Bovinos sdo a principal fonte derenda?  {Pneumoenterite
Sim Néo Sim 12, Se tira leite, qual a produgéo diaria?:
Consumo X Néo X s S i
Leite X Se néoqual percentual? 10%
Came
Venda X 14. Aluga pasto? 15. Suplementa os animais na seca?
13.Qual o tipo de alimentagéo dada aos animais? Sim Néo - N3o :
Sim Nao X Sim X
Pasto nativo X Se sim, qual alimento? [Cana, capim
Pasto formado .
Qual? % 16. Mineralizaga 17.0s is dormememcurral? |
Braquiardo : Sim Néo Sim | Néo |
Andropolgon Sal Branco Ix |
Quicuio Sal Mineral X
Momb Possui cocho?|sim
Tanzania 18. Presenga de mutuca o outros insetos hematéfagos? 19, Presenca de areas alagadicas? |
Outros 10%| Sim Néo Sim Nio |
X X
20. Reprodugéo: 21. Possui assisténcia veterinaria? 22. Ocorrencia de abortos nos Gltimos 12 meses?|
Sim Néo Sim | Ndo Sim Néo
Monta Natural  {x Jx j::‘
Monta Controlada >
Inseminag 23, Ocorréncia de probl dutivos? |
IATF Sim | Nao




49

tregues aos

Cultural Kalunga.

arias en

7

ANEXO B- Modelo padrao das recomendacdes sanit

proprietarios do Sitio Histdrico Patr

imonio

UFG

_u__ NDEPEC-GOIAS

» NEOSPOROSE
¥ A neosporose € uma doenca causada por um protozoario e ndo passa do gado para as pessoas. As fezes dos cdes e de outros
canideos selvagens (raposas e lobos) contaminam os pastos. Os bovinos se contaminam quando comem esses pastos ou quando
uma vaca prenhe passa o protozoario para o bezerro.
¥ O protozoario que causa a NEQSPOIOSE esta presente em poucos/muitos dos seus bovinos. Mas nenhum deles apresentou sinal da
doenca. Mesmo ndo tendo nenhum bovino doente, o protozoario pode contaminar outros bovinos.
» Para evitar que mais bovinos se contaminem recomenda-se que:
1) Se tiver que matar algum bovino, escolha os que deram positivos no exame.
2) Fémeas positivas devem ser observadas. Em caso de repeticdo frequente de cio ou perda de bezerro, eliminar do rebanho.
3) Evite o contato de cdes com o gado, especialmente considerando o local de beber agua.
4) Enterrar ou queimar restos do parto ou bezerros mortos.

Esperamos que essas informacoes sejam Uteis para o Senhor(a) e sua Familia e para terminar apresentamos todas as pessoas
que foram responsaveis pela realizacao desse trabalho.

Golania, 05 de abril de 2017




ANEXO C- Termo de compromisso do produtor

TERMO DE COMPROMISSO DO PRODUTOR

(Pessoa Flsica)

Eu, .
Produtor Rural, portador do RG.  n® , & CPF n"
- , proprietdricfarrendatanio da
Fazenda

IE.n® . localizada no municipio de

, wenho DECLARAR o COMPROMISSO de enviar para abate
em Estabelecimento sob Inspecdo Sanitaria Oficial, ou de promover o sacrificio na
minha propriedade do(s) animal(is) reagente(s) positivo(s) para Brucelose e ou
Tuberculose.nos  exames a serem  realizados pelo Médico  Veterindnio

, CRMWIGO n° , nos
termos da Instrucao Mormativa Federal n® 06, de 08 de janeiro de 2004, Capitulo
IX, art.(s) 34 a 37.

DECLARO, ainda, o COMPROMISSO de ndo transferir @ de manter na
propriedade, oz animais, depoiz de realizada a coleta de material para diagndstico
de Brucelose nos termos do art. 35, caput do Decreto 5.652 de 06/MG6/2002, ou
depoiz de inoculada tuberculina para diagndstico de Tuberculose.

Por fim, DECLARO estar ciente de que o ndo cumprimento das
exigéncias acima implicara em penalidades conforme disciplinado na legislacao
sanitaria animal em vigor.

Produtor Rural

1* wia: Produtor Rural
2 via: Médico Veterindrio Habilitado
3* via: AGRODEFESA
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