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Resumo

Obijetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum e analisar 0s
fatores de risco associados a infeccdo em vacas leiteiras da agricultura familiar na regido Intermediaria de
Caruaru, estado de Pernambuco. Foram coletadas amostras de sangue de 341 vacas leiteiras, procedentes de
25 propriedades rurais, em 16 municipios. As amostras obtidas foram submetidas & técnica de Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Para a andlise dos fatores de risco foi aplicado um questionario
investigativo objetivo sobre 0 manejo higiénico-sanitario e reprodutivo. Os dados foram analisados por
regressao logistica, considerando como varidvel dependente o resultado sorolégico. A prevaléncia de
anticorpos 1gG anti-N. caninum foi 18,2% (62/341) em vacas leiteiras, com 80% (20/25) de propriedades
com animais positivos. Embora este estudo ndo tenha mostrado evidéncias de que o nimero de cées estava
associado a altos niveis de anticorpos 1gG anti-N. caninum, uma maior prevaléncia foi observada naquelas
propriedades que apresentavam cées em contato com as vacas leiteiras (20,1% - 48/238), carcagas jogadas no
préprio campo sem nenhum cuidado higiénico-sanitario (28,9% - 47/225) e ndo realizavam quarentena
(19,7%- 56/284). Esses resultados evidenciam que vacas leiteiras da regido Intermediaria de Caruaru estéo
expostas a N. caninum.
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Abstract

This study aimed to determine the prevalence of anti-Neospora caninum antibodies and to analyze the risk
factors associated with infection in dairy cows from family farming in the Caruaru Intermediate region, state
of Pernambuco. Blood samples were collected from 341 dairy cows derived from 25 rural properties in 16
municipalities. The samples were submitted to the Indirect Immunofluorescent Assay Technique (IFAT). For
analysis of risk factors, an objective investigative questionnaire on hygienic-sanitary and reproductive
management was used. Data were analyzed by logistic regression, considering the serological result as a
dependent variable. The prevalence of anti-N. caninum 1gG antibodies was 18.2% (62/341) in dairy cows,
with 80% (20/25) outbreaks. Although this study did not show evidence that the number of dogs was
associated with high levels of anti-N. caninum IgG antibodies, a higher prevalence was observed in those
properties that had dogs in contact with dairy cows (20.1% - 48 / 238), carcasses thrown in the field without
any hygienic-sanitary care (28.9% - 47/225), and no quarantine (19.7% - 56/284). These results show that
dairy cows in the Caruaru Intermediate region are exposed to N. caninum.
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Introducéo

A agricultura familiar é responsavel por
grande parte dos alimentos consumidos no Brasil
(IBGE, 2017) e dentre as diversas atividades
produtivas realizadas por esses agricultores, a
bovinocultura destaca-se por ter uma expressiva
participacdo na economia do pais e nas pequenas
propriedades, principalmente, aquelas localizadas
no interior nordestino, mesmo sob as adversidades
econdmicas, climaticas, tecnoldgicas e de
assisténcia técnica (Delgado e Bergamasco,
2017).

Entende-se por agricultor familiar e
empreendedor familiar rural aquele que pratica
atividade no meio rural, atendendo,
simultaneamente, aos seguintes requisitos: ndo
detenha area superior a quatro mddulos fiscais,
utilize  predominantemente mé&o-de-obra da
prépria familia, assim como gerencie a
propriedade ou empreendimento rural, e obtenha
um percentual minimo de sua renda da atividade
econdmica desenvolvida no seu estabelecimento
familiar (BRASIL, 2006).

Neospora caninum é um Apicomplexa
causador da neosporose, uma das principais
causas de abortamento na espécie bovina, com
eficiente transmissdo transplacentaria. Durante a
gestacgdo, a invasdo e proliferacdo de N. caninum,
em uma primo-infeccio ou em uma
recrudescéncia de uma infeccdo latente, séo
eventos cruciais na patogénese (Dubey al., 2006).
Estudos demonstram que a enfermidade encontra-
se disseminada nos diversos continentes e paises:
América do Norte (Sanderson et al., 2000;
VanLeeuwen et al., 2010; Rabago-Castro et al.,
2017), América do Sul (Bafales et al., 2006) e
continente Africano (Njiro et al., 2011; Lucchese
et al., 2016; Derdour et al., 2017). No Brasil, a
prevaléncia apresenta uma variagdo de 2,45% no
Mato Grosso (Rodrigues et al., 2016) a 97,2% em
Minas Gerais (Guedes et al., 2008).

Além dos bovinos e de seus hospedeiros
definitivos, os canideos (Dubey et al., 1988;
Thilsted et al., 1989), ha relatos da deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum e/ou da infec¢do pelo
parasito em uma variedade de espécies animais de
producéo, a exemplo os bubalinos (Oliveira et al.,
2018), caprinos (Dubey et al., 1992), ovinos
(Garcia-Sanchez et al., 2020), suinos (Feitosa et
al., 2014), dentre outros (Dubey e Schares, 2011).

A ocorréncia da neosporose em rebanhos
bovinos ocasiona inumeros prejuizos a atividade
produtiva, sendo a enfermidade responsavel por

abortamentos, diminuicdo do  desempenho
reprodutivo e queda na producdo de leite,
ocorrendo paralelamente 0 aumento dos custos
com tratamento dos animais infectados (Lindsay
et al., 1999). Apesar de sua importancia para a
bovinocultura, sdo escassos 0s estudos sobre o
real impacto econdmico da doenca no Brasil. De
acordo com revisdo realizada por Reichel et al.
(2013), os prejuizos para a inddstria de lacticinio
nos Estados Unidos sdo estimados em US$ 546,3
milhdes de ddlares por ano; ja no Brasil a
estimativa € de US$ 51,3 milhdes de dolares em
bovinos de leite.

Devido a falta de estudos com rebanhos
bovinos da agricultura familiar e 0s prejuizos que
a infecgdo por este parasito pode ocasionar para a
renda dessas familias, objetivou-se com este
estudo determinar a prevaléncia de anticorpos
anti-N. caninum e analisar os fatores de risco
associados a infeccdo em vacas leiteiras de
agricultura familiar procedentes da regido
Intermediaria de Caruaru, estado de Pernambuco.

Material e Métodos

Area de estudo

A regido Intermedidria de Caruaru estd
localizada no Agreste do estado de Pernambuco e
é composta por 16 municipios (Alagoinha, Belo
Jardim, Bezerros, Brejo da Madre de Deus,
Cachoeirinha, Capoeiras, Caruaru, Gravata,
Jatalba, Pesqueira, Pocdo, Riacho das Almas,
Sanhar6, Sdo Bento do Una, Sdo Caetano e
Tacaimbo) (IBGE, 2019).

Possui uma area de 6625,926 km? e uma
populagdo de 755.091 habitantes (IBGE, 2010).
Abrange municipios de importancia inter-regional
para 0 comércio de animais de producdo, a partir
de feiras de gado. A préatica envolve diversos
municipios, dos quais se destacam Caruaru,
Cachoeirinha e Capoeiras.

Amostragem

Foi realizado um estudo transversal por
amostragem ndo probabilistica por conveniéncia
em 25 propriedades rurais de agricultura familiar,
em 16 municipios. As propriedades visitadas para
esta pesquisa foram escolhidas, com base nos
cadastros dos escritdrios municipais do Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA

Para a determinacdo do nimero de animais
foi admitida uma prevaléncia de 31,7% (Silva et
al., 2008), com o intervalo de confianga de 95% e
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erro estatistico de 5% (Thrusfield, 2004), o que
determinou uma amostragem minima de 333
animais. O nimero de vacas leiteiras em cada
propriedade foi calculado de acordo com os
parametros de prevaléncia, intervalo de confianca
e erro estatistico supracitado. No total foram
coletadas 341 amostras de sangue de vacas
leiteiras em idade reprodutiva.

Coleta das amostras

As amostras de sangue em vacas leiteiras
foram coletadas por venopungdo na regido
coccigea em tubos do tipo Vacutainer®. Os tubos
devidamente identificados foram encaminhados
para o laboratério e centrifugados por 10 minutos
a 1800 x g para obtencdo do soro. De cada
amostra foram retiradas duas aliquotas de soro,
que foram identificadas e mantidas a -20°C em
tubos de polipropileno de 1,5mL, até 0 momento
da andlise soroldgica.

Teste soroldgico

Para deteccdo dos anticorpos IgG anti-N.
caninum utilizou-se a técnica da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), inicialmente,
foi realizada a sensibilizagdo das laminas com
suspensdes de taquizoitos de N. caninum, cepa
NC-1 (10" taquizoitos/mL), distribuidas em
laminas de vidro (10 pL/po¢0), secas em
temperatura ambiente e em seguida fixadas com
acetona refrigerada. Os soros dos animais foram
diluidos em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS), considerando como ponte de corte 1:200
(Dubey e Lindsay, 1996), além disso, um
anticorpo secundario anti-lgG bovino conjugado
com fluoresceina, (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, EUA) foi utilizado em uma diluicdo de
1:300.

Foram consideradas amostras positivas
aquelas que apresentaram fluorescéncia periférica
total dos taquizoitos, em 50% ou mais dos
taquizoitos presentes em cada poco (Paré et al.,
1995; Dubey e Lindsay, 1996). Nesse processo,
foram utilizados soros de referéncia, identificados
como controle positivo e negativo em cada lamina
(Dubey et al., 1988).

Fatores de risco associados a infecgdo por
Neospora caninum

Nas propriedades foi realizada a aplicagdo
do questionario investigativo aos produtores,
constituido por perguntas objetivas, referentes as
caracteristicas do manejo produtivo, reprodutivo e

sanitario, a fim de identificar possiveis fatores de
risco. A aplicacdo dos questionarios foi realizada
por um Unico entrevistador.

Anélise estatistica

Para a analise descritiva dos dados,
utilizou-se dispersdo das frequéncias absoluta e
relativa. Para o estudo dos fatores de risco
associados a infeccao por N. caninum foi realizada
uma anélise univariada das varidveis de interesse
pelo teste de Qui-quadrado de Pearson ou Exato
de Fisher, quando necessério, e posteriormente
uma analise de regressdo logistica, considerando
como variavel dependente o resultado obtido na
sorologia (positivo ou negativo). As varidveis
independentes ou explanatérias consideradas no
modelo foram aquelas que apresentaram
significancia estatistica <0,20. Essa probabilidade
foi estipulada para que possiveis fatores de risco
do evento ndo fossem excluidos da analise
(Hosmer e Lemeshow, 1989). O programa
Epilnfo™ 7 foi utilizado para a execugdo dos
calculos estatisticos e o nivel de significancia
adotado foi de 5,0%.

Georeferrenciamento

Para a elaboracdo do mapa de prevaléncia,
foram obtidas as coordenadas geograficas com a
utilizacdo do GPS (Global Positioning Sistem). O
mapa foi elaborado com o software
QuantumGIS® 2.14.0.

Resultados

A prevaléncia dos anticorpos anti-N.
caninum foi 18,2% (62/341) em vacas leiteiras
procedentes de agricultores familiares, com 80%
(20/25) de propriedades com animais positivos
(Figura 1). A distribuicdo da prevaléncia por
propriedade e municipio encontra-se disposta na
Tabela 1. Neste estudo ndo foi confirmado
nenhum fator de risco associado a infec¢éo por N.
caninum (Tabela 2).

Discusséo

Este é o primeiro estudo epidemioldgico
sobre a prevaléncia dos anticorpos anti-N.
caninum realizado no estado de Pernambuco com
vacas leiteiras da agricultura familiar. A
prevaléncia identificada neste estudo é semelhante
a média (23,65%) registrada em estudos
soroldgicos com bovinos leiteiros, utilizando a
RIFI com um ponto de corte de 1:200, no
Nordeste brasileiro, no periodo de 2005 a 2014
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(Silva et al., 2008; Teixeira et al., 2010; Amaral et
al., 2012; Sousa et al., 2012; Magalhées et al.,
2014; Silva et al., 2014; Oliveira et al., 2018).

Ao analisar o numero de propriedades com
animais positivos, observou-se que 80,0% (20/25)
das propriedades apresentaram ao menos um

animal positivo. Este resultado é preocupante do
ponto de vista epidemioldgico, uma vez que na
area do estudo em questdo existe uma grande
comercializacdo de animais entre propriedades e
nas feiras de gado, o que pode contribuir para a
disseminacdo do patégeno.

Legenda
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Pernambuco

Regido Intermediaria de Caruaru
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Figura 1. Distribuicdo da prevaléncia de anticorpos 1gG anti-Neospora caninum em rebanhos bovinos leiteiros da
agricultura familiar da regido Intermediaria de Caruaru, estado de Pernambuco, Brasil.

Em relacdo a distribuicdo da prevaléncia
nas propriedades estudadas, constatou-se uma
variacdo de 0,0% a 43,7%. Essa variacdo pode
estar relacionada aos diferentes manejos
higiénico-sanitarios adotados nas propriedades
visitadas, uma vez que diferentes fatores podem
influenciar na prevaléncia entre rebanhos, tais
como: sistema de criagcdo, armazenamento de
alimentos, presenca de cdes domesticos e
silvestres, tipo de agua fornecida, presenca de
roedores, acesso de cdes a fetos e restos
placentarios deixados a campo. Estudo realizado
em propriedades de bovinos leiteiros no sul do
Brasil também evidenciou uma variacdo elevada
entre as prevaléncias das propriedades, indicando
que as praticas de manejo e caracteristicas das
fazendas podem influenciar na exposicdo dos
animais a infec¢do por N. caninum (Corbellini et
al., 2006).

Ao avaliar os fatores de riscos envolvidos
na infeccdo, ndo foi identificada nenhuma
associacdo possivel. Contudo, observou-se uma
maior prevaléncia naquelas propriedades que
apresentavam cdes em contato com as vacas
leiteiras (20,1% - 48/238), carcacas jogadas no
préprio campo sem nenhum cuidado higiénico-
sanitério (28,9% - 47/225) e a ndo realizacdo de
quarentena (19,7% - 56/284).

Destaca-se que nas 05 (cinco) propriedades
com 0,0% de prevaléncia ndo existia histérico de
abortamento. Em contrapartida, a propriedade que
apresentou maior prevaléncia (43,7%- 7/16)
apresentava histérico de abortamento recente
sendo relatado pelo proprietério que fetos e restos
placentérios eram deixados no campo e que 0S
cdes tinham acesso a essa pastagem.

Os fatores de risco associados a infeccéo
por N. caninum em bovinos sdo: presenca de caes
nas propriedades (Bartels et al., 1999; Hobson et

Medicina Veterindria (UFRPE), Recife, v.15, n.3 (jul-set), p.241-249, 2021

244




Franga et al. (2021) Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em vacas leiteiras proceden’res...m

al., 2005; VanLeeuwen et al., 2010; Sousa et al.,
2012; Portocarrero et al., 2015); presenca de
canideos silvestres (Sousa et al., 2012; Asmare et
al., 2013); presenca de aves, alimentagdo com
silagem de milho (Bartels et al., 1999); rebanho
com maiores nimeros de animais (Aguiar et al.,
2006; Asmare et al., 2013; Portocarrero et al.,
2015); sistema de criacdo (Silva et al., 2008);
presenca de restos placentérios, anexos fetais e
fetos abortados nos pastos (Sousa et al., 2012;
Portocarrero et al., 2015).

Apesar de o abortamento ser um dos
principais problemas ocasionados por este agente,
outros distlrbios reprodutivos também sdo
atribuidos a N. caninum, como a retencdo de

placenta, a repeticdo de cio, a distorcia e o
prolapso uterino ou vaginal (Asmare et al., 2012).
Embora os distarbios reprodutivos causem
prejuizos econbmicos, por vezes, Visiveis, 0
agente em questdo traz a possibilidade do
surgimento do animal persistentemente infectado
(PI), que pode torna-se imperceptivel aos olhos do
produtor. A alta taxa de infeccdo congénita e a
elevada taxa de sobrevivéncia de bezerros Pls
contribuem para a manutencdo do patdégeno no
rebanho (Paré et al., 1996), esses descendentes de
mées soropositivas ndo devem ser mantidos no
rebanho, pois podem gerar outros animais
soropositivos por varias geracGes (Peter, 2000;
Fioretti et al., 2003).

Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos 1gG anti-Neospora caninum por animal e propriedades da agricultura familiar,
pertencentes a regido Intermediaria de Caruaru, estado de Pernambuco, Brasil.

Bovinos NuUmero de
L N° da . . Municipios P propriedades Casos de
Municipio . Positivos/propriedade/ N
propriedade P (%) (%) com animais abortamentos
positivos
. 1 2/6 (33,3) Néo
Alagoinha 5 219 (22.2) 26,7 2 N0
Sim
Sanhar6 3 11190 29,6 2 )
4 7/16 (43,7) Sim
Né&o
Séo Caetano 5 0715 (0,0) 18,4 1 .
6 7/23 (30,4) Sim
Né&o
Cachoeirinha / 2/20 (10,0) 7,3 2 .
8 1/21 (4,7) Sim
Capoeiras 9 5/20 (25,0) 25,0 1 Sim
Sim
Séo Bento do Una 10 4119 (21,0) 25,0 2 .
11 5/17 (29,4) Sim
Pesqueira 12 1/16 (6,2) 6,2 1 Sim
Pog&o 13 2/10 (20,0) 20,0 1 Nao
Tacaimbd 14 5/15 (33,3) 33,3 1 Sim
Né&o
Belo Jardim 15 0712 (0,0) 13,3 1 .
16 4/18 (22,2) Sim
. 17 3/17 (17,6) Né&o
Brejo da Madre de Deus 18 311 (27.3) 21,4 2 N0
Jatatba 19 3/17 (17,6) 17,6 1 Né&o
20 1/5 (20,0) Nao
Caruaru 21 013 (0,0) 12,5 1 N0
Bezerros 22 0/8 (0,0) 0,0 Né&o
. 23 2/14 (14,3) Sim
Riacho das Almas 24 0/6 (0,0) 10,0 1 NEoO
Gravata 25 2/12 (16,7) 16,7 1 Né&o
Total 25 42/341 (18,2%) 15/16 (93,7%) 20 (80,0%)

Neste estudo néo foi possivel confirmar que
a ocorréncia de abortamento foi devido a infeccéo
exclusiva por N. caninum, visto que a infeccao por
outros agentes pode ocasionar este disturbio
reprodutivo. Desta forma, sugere-se a utilizacéo
de métodos diretos para a identificacdo do agente
em espécimes bioldgicas, para confirmar a real

participacdo de N. caninum nos casos de
abortamento.

Paralelamente as medidas de identificacdo
do agente relacionado ao distarbio reprodutivo, é
imprescindivel a realizacdo da quarentena,
contudo, no presente estudo esta pratica ndo foi
observada em todas as propriedades avaliadas.
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Trata-se de uma medida que deve ser adotada
como forma de controlar a neosporose bovina,
visto que a recrudescéncia desta infeccdo é
comum e pode levar esses animais a apresentarem
distdrbios reprodutivos ou produzirem crias

fracas, assim como a geragdo dos animais Pls. A
recrudescéncia é comum durante a gestacdo de
animais Pls, podendo ocasionar o nascimento de
outros animais Pls ou provocar abortamentos por
diversas vezes (Williams et al., 2009).

Tabela 2. Andlise dos fatores de risco associados a infeccdo por Neospora caninum em rebanhos de vacas leiteiras
pertencentes a agricultura familiar procedentes da regido Intermediaria de Caruaru, estado de Pernambuco, Brasil.

SOROLOGIA valor P Andlise
Variaveis N Reagente Andlise univariada multivariada OR Valor P
(1.C. 95%)
Sistema de criacao
Extensivo 34 5 (14,7%) 0580
Semi-intensivo 307 57 (18,5%) '
Tamanho do rebanho
Até 10 animais 20 3 (15,5%)
Entre 11 e 20 20 2 (10,0%) 0,562"W
Acima de 20 301 57 (18,9%)
Tipo de rebanho
Aberto 192 39 (20,3%) 0,247®
Fechado 149 23 (15,4%)
Realiza quarentena
Sim 57 6 (10,5%) A
NZo 284 56 (19,7%) 0,101® 2,4 (0,8-7,5) 0,122
Suplementacéo mineral
Sim 328 61 (18,6%) B
NER 13 1(7,7%) 0476
Histérico de abortamento?!
Sim 205 42 (20,5%) A
Nio 108 18 (16.6%) 0,415® 1,4 (0,6-3,1) 0,414
Cées em contato com as vacas
leiteiras
Sim 238 48 (20,17%) A
NEo 103 14 (13.59%) 0,096" 1,60 (0,84 — 3,06) 0,151
Destino das carcacas de
bovinos
Queimados 225 178 (79,11%) -
Enterrados 85 73 (85,88%) 1,60 (0,80 - 3,20) 0,178
Deixados a campo 31 28 (90,32%) 2,46 (0,71 - 8,45) 0,151
Observa cées na propriedade
Sim 328 61 (18,6%) 8
Né&o 13 1(7,7%) 0.476®
Cria cées na propriedade
SI[n 227 40 (17,6%) 0,705
Né&o 114 22 (19,3%)

(MTeste de Qui-quadrado; ® Teste de Exato de Fisher; N — Total de Amostras; OR — Odds Ratio; I.C. — Intervalo de Confianga;
*Associacdo significativa ao nivel de 5%; 1Base de dados de 313 amostras.

Na regido Intermediaria de Caruaru ha uma
pratica cultural de feira de gado que contribui com
a movimentacdo desses animais e, por
consequéncia, de enfermidades. Neste contexto, a
pratica da quarentena é importante, pois novilhas
de reposicdo mesmo que negativas no ato da
compra, podem sofrer recrudescimento da
infeccdo cronica durante a sua primeira gestacao,
0 que facilita a disseminacdo de N. caninum
(Rodriguez et al 2016).

Outro fator epidemioldégico que deve ser
ressaltado é o destino das carcacas de forma

inadequada, fator observado em 48,0% (12/25)
das propriedades avaliadas e com animais
sororreagentes. O acesso de cdes a restos
placentarios e/ou fetos abortados favorece a
continuagdo da cadeia de transmissdo de N.
caninum na propriedade, visto que 0s cées, ao
ingerirem essas carcagas contaminadas com
bradizoitos de N. caninum, se infectam e
eliminam  oocistos no meio  ambiente,
contaminando &gua e pastagens (VanLeeuwen et
al., 2010; Sousa et al., 2012; Portocarrero et al.,
2015).
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Concluséao

Esses resultados evidenciam que vacas
leiteiras da regido Intermediaria de Caruaru estdo
expostas a N. caninum. O agente em questdo pode
ocasionar prejuizos econdémicos, uma vez que
pode ocasionar abortamento e repeticdo do estro.
Deste modo, torna-se imprescindivel a inclusdo de
medidas de prevencdo e controle, tais como:
realizacdo de testes sorolégicos de forma rotineira
para identificar eventuais animais Pl e descarte de
animais positivos. Contudo, do ponto de vista
econdmico, o descarte pode ser inviavel, em casos
onde se constata uma prevaléncia elevada, sendo
aconselhavel um descarte gradativo. Um outro
fator importante, é o controle do ingresso de
bovinos na propriedade, a partir de teste de
diagnostico, visando impedir a entrada de animais
infectados no rebanho. Do ponto de vista
epidemioldgico, é também importante controlar a
populacdo canina, jA que estes eliminam no
ambiente os oocistos, contaminando assim &gua e
alimentos.
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