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RESUMO

Galvao, Gidedo da Silva. Fatores associados a bufalos sororreagentes a Neospora caninum
(Apicomplexa: Toxoplasmatinae) no estado do Rio de Janeiro, Brasil. 2014. 103p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de Veterindria,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Este estudo teve como objetivo verificar a presenga de anticorpos anti-Neospora caninum e a
distribuicdo entre a soropositividade nas diferentes faixas etdrias em rebanhos bubalinos
localizados nas mesorregides que compdem o estado do Rio de Janeiro, Brasil. A freqiiéncia
de animais soropositivos foi de 29,76% (86/289). Anticorpos contra-N. caninum foram
detectados em 14 (87,5%) das 16 propriedades, com positividade variando de 3,57 a 100%.
Foram analisados 289 animais, destes, 270 bubalinos puderam ser categorizados em trés
estratos: < 2 anos , 2 a <4 anos, >5 anos e¢ foram submetidas a técnica de reagdo de
imunofluorescéncia indireta com ponto de corte de 1:200, apresentando assim 27,41% de
animais sororreagentes (74/270). O teste exato de Fisher foi utilizado com nivel de
significincia de 5%. No presente estudo observaram-se diferengas em relacdo a
soropositividade em funcao das diferentes idades (p=0, 0243), e animais com idade superior a
cinco anos apresentaram 2,62 mais chances de exposi¢cdo ao agente. Os resultados obtidos
evidenciam a exposi¢do de bubalinos ao agente nas mesorregides estudadas, devendo-se
incluir o parasito no diagndstico diferencial nos possiveis casos de abortamento bubalino, bem
como evidencia a necessidade de adocdo de medidas sanitarias para o controle da infecgdo
nos rebanhos avaliados. O modelo final de regressao logistica demonstrou a influéncia da
varidvel faixa etdria e da presenga de gatos frente a soropositividade dos bubalinos o que
sugere que a transmissdo horizontal seja a principal rota de transmissdo nas propriedades

analisadas.

Palavras-chave: Bufalos, neosporose, prevaléncia.



ABSTRACT

Galvao, Gidedo da Silva. Associated factors in water buffaloes with soropositivity at
Neospora caninum (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) in the state of Rio de Janeiro,
Brazil. 2014. 103p. Thesis (Doctor of Veterinary Science, Animal Health). Institute of

Veterinary, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

This study aimed to determine the presence of antibodies against Neospora caninum
seropositivity and the distribution among the different age groups in buffalo herds located in
the regions that comprise the state of Rio de Janeiro, Brazil. Serum samples from 270
buffaloes categorized into three ages: < 2 years, 2 to < 4 years, >5 years were tested by use of
an immunofluorescent antibody test with a cutoff of 1:200. The Fisher exact test was used
with a significance level of 5 %. The frequency of seropositive animals was 29.76% (86/289).
Antibodies against N. caninum was detected in 14 (87.5 %) of 16 properties, with positive
ranging from 3.57 to 100%. In the present study we observed differences in seropositivity
according to different ages (p = 0.243), and animals aged more than five years had 2.62
greater chance of exposure. The results show the exposure of buffaloes to the agent in the
regions studied, one should include the parasite in the differential diagnosis of possible cases
of buffalo abortion, and highlights the need to adopt health measures for the control of
infection in herds reviews. The final logistic regression model showed the influence of the age
variable and the presence of cats across the seropositivity of water buffaloes which suggests

that horizontal transmission is the main route of transmission in the properties analyzed.

Keywords: Water buffaloes, neosporosis, prevalence.
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1. INTRODUCAO

A criagdo de bufalos Bubalus bubalis (Linnacus, 1758) no Brasil pode ser considerada
relativamente curta quando comparada com a criacdo bovina, ¢ dada a nossa cultura de
exploragdo do gado bovino tanto para o consumo da carne e do leite, faz-se a face um rebanho
bubalino infinitamente menor que o efetivo bovino.

Embora ainda que de forma timida, a bubalinocultura leiteira e de corte aparece como
uma boa alternativa frente a bovinocultura, uma vez que o teor de gordura do leite de bufalas
¢ maior, gerando maior interesse para as empresas de laticinios, aliado ao fato de que o queijo
de bufala ¢ um dos mais apreciados no Brasil. Quanto a sua carne, vem crescendo o consumo
em funcdo do apelo sauddvel e nutricional, visto que apresenta um teor menor de gordura,
quando comparada com a de bovina; tornando assim, uma atividade rentavel e sustentavel,
ainda mais, quando aliada aos fatores de producao, onde aparece como um animal rustico.

Registros na Associagdo Brasileira de Criadores de Bufalos indicam que esses animais
foram introduzidos no pais no final do século XIX. Porém, esses animais s6 ganharam maior
projecdo durante as ultimas décadas, onde o maior efetivo brasileiro esta localizado na regido
Norte, porém, ja ¢ possivel observar criagdes de bufalos com certo destaque nas demais
regides do pais, no Sudeste e em algumas regides do Nordeste brasileiro.

O que tem facilitado a expansao da criacdo de bufalos no Brasil, de certa maneira, ¢ o
fato de bufalos poderem ocupar areas onde a bovinocultura seria invidvel, principalmente em
areas alagadicas. Aliado a isso, estdo Otimas caracteristicas de rusticidade, prolificidade e
precocidade, tornando assim a bubalinocultuta como uma grande alternativa frente a
bovinocultura nessas regides. A grande maioria das criacdes brasileiras ainda ¢ manejo
extensivo, onde os animais tém sido desafiados a ambientes com pastagens inadequadas e
nativas; muitas vezes, com pouco ou nenhum manejo do pasto, mas mesmo assim,
consideradas ideais para a criagao de bufalos.

Mediante estes aspectos, um entrave surge como ‘“gargalo” na bubalinocultura
nacional, que ¢ a falta de uma melhor gestdo; pois, como cultura nova tem sido marcada pela
inadequagdo na cadeia produtiva onde faltam frigorificos especializados para a referida

espécie, sem mencionar a visdao simplificada no agronegodcio, que ainda ndo dimensionam a



propriedade como uma fonte geradora de receita, devendo essa, ter a responsabilidade de
exercer a sua funcdo social no contexto nacional. A exercer a funcdo social de forma
retrograda, acaba sendo uma alternativa de justificar a funcao social da propriedade, torna-se
assim muito facil criar bufalos em condi¢des extremamente extensivas € na sua maioria das
vezes sem a devida estruturacdo e controle zootécnico. E mesmo perante o tremendo desafio,
em fun¢do da sua rusticidade, estes animais conseguem atingir um satisfatorio nivel de
producao.

Mediante esse pensamento, ¢ possivel destacar a possibilidade de dispersao e
manuten¢do de diversos agentes patogénicos no ambiente, responsaveis pela promogdo de
prejuizos econdmicos para a bovinocultura e consequentemente bubalinocultura, destacando-
se neste contexto os parasitas apicomplexa, tais como Neospora caninum que é apontado
como importante patdogeno em bovinos e caes, considerado o principal patdogeno promotor de
abortamento bovino em todo o mundo.

Embora existam suposi¢des que a neosporose também pode determinar perdas
reprodutivas e econdmicas em bubalinos, ao se analisar a literatura especifica, verifica-se que
poucos trabalhos no Brasil e no mundo, foram desenvolvidos. O que se sabe ¢ que ja se
isolou N. caninum de bubalinos (RODRIGUES et al., 2004) o que torna cada vez mais
importante a adocao de trabalhos epidemiologicos, uma vez que muitos bubalinos sdo criados
juntamente com bovinos demonstrando que bovinos podem ser infectados com isolados de N.
caninum de bubalinos (GENNARI, 2004) e vice-versa. Desta forma, parte como proposta
iniciar o estudo com N. caninum em bubalinos naturalmente infectados no estado do Rio de
Janeiro, pela importancia de se buscar assim mais informac¢oes da dinamica da infec¢do nesta
espécie e sua possivel participacdo na epidemiologia da infec¢do em bovinos. Sendo assim,
esta pesquisa tem como objetivo determinar a prevaléncia de bufalos soropositivos para N.
caninum nas mesorregides do estado do Rio de Janeiro, bem como identificar os fatores

associados a presenca do mesmo nas propriedades analisadas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Os bufalos

Ao se fazer alusdo aos bufalos observa-se que aqui foi incluido um grande numero de
espécies. Quando se atem as grandes cagadas descrevesse experiéncias com os ferozes
bufalos africanos (Synceros caffer caffer). Por outro lado, quando se fala sobre o faroeste
americano no tempo de “Buffalo Bill” onde existia no continente norte americano extensas
manadas do bisonte americano (Bison bison) ou (syn. Bos taurus bison) e quando se fala
sobre as regides do extremo oriente se pensa no bufalo asiatico (Bubalus bubalis)
(COCKRILL, 1977).

Ainda comentarios feitos por Cockrill (1977) pode-se classificar de maneira sucinta em
uma ordenacdo zoologica onde se comeg¢a com as familias dos ruminantes: os camelos,
girafas, veados e bovideos. Nesta tltima estdo incluidas tribos nas quais se incluem os ovinos
e caprinos, antilopes e a tribo Bovini. Nesta Gltima estdo incluidos trés grupos: Bovina como
os géneros Bos, bovinos domésticos; Podphagus, o iaque. No género Bibos o bantengue, o
gaurus ¢ o coprei. No género Bison o bisonte americano, Bison bison e o bisonte europeu,
Bison bonasus, considerados como bovideos e seus hibridos férteis. No grupo Syncerina
pertencente a tribo bovina ¢ incluido o bufalo do cabo, S. c. caffer e o bufalo do Congo
(Synceros nanus), ainda com a possibilidade de espécies intermediarias. No grupo Bubalina
pertencente também a tribo bovina, o que representa para este estudo como animal de
produgdo, existe até o presente momento Bubulus arniee, bufalo selvagem com seus
descendente domésticos como o bufalo asiatico B. bubulis; o anoa, Bubalus depressicornis e
carabao Bubalus mindorensis.

E sabido que os bufalos foram domesticados a um bom tempo atrés, provavelmente, no
terceiro milénio A.C., o que demonstra que esses animais foram domesticados ha muito
tempo, a pesar de ndo se ter ideia de quando e onde isso ocorreu. Eles aparecem em

representacdes encontradas em Mohenjo-Daro no vale do Indo, atualmente Paquistao, no vale
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de Ur na Caldéia, hoje regido sul do Iraque. J4, no segundo milénio D.C., ja foram reportados
na China. Menciona-se que sé foi assinalado no Egito apds a conquista arabe no século IX
D.C. No vale do Jordao, Oriente Proximo no ano 723 D.C., provavelmente trazido com a
expansdo do império Arabe. A crenga é que foram trazidos para a Europa pelos invasores
mongois, mais precisamente pelos cruzados no seu retorno a Europa do Oriente Médio. Pelo
século XIII, um grande numero de bufalos ja eram mantidos na regido da Tracia, peninsula
dos Balcas, precisamente no vale do Danubio e na regido de Petine na Italia. Tentou-se manter
bufalos na Franga, Inglaterra e Tunisia, porém ndo sobreviveram. Foram introduzidos em
diversas regides do mundo onde floresceram como criagdo economicamente viavel, inclusive
no continente Americano (Quadro 1) (MASON, 1977).

Dois tipos de bufalos podem ser caracterizados, os dos pantanos e os dos rios, estes
foram introduzidos primeiramente na regido norte do Brasil. Varias racas e seus cruzamentos

vém sendo utilizadas em criagdes extensivas para trabalho e corte e, para producao leiteira.

Quadro 1. Procedéncia dos bubalinos criados no continente Americano®

Local de Criagao Procedéncia:

Brasil India, Ttalia e Trinidad e Tobaco

Bolivia Brasil

Colombia Trinidad Tobaco

Costa Rica Australia

Venezuela Trinidad e Tobaco, Italia, Bulgaria, Austrélia

*De acordo com COCKRILL (1977)

2.2. Neospora caninum

Este coccidio € um protozoario intracelular obrigatorio, originalmente observado em
caes e bovinos (BJERKAS et al., 1984; O’TOOLE; JEFFREY, 1987; PARISH et al., 1987), e
considerado um importante patdgeno destas duas espécies (DUBEY; LINDSAY, 1996;
DUBEY, 2003a; DUBEY; SCHARES, 2011).



O primeiro relato foi feito por Bjerkas et al. (1984), em um cdo na Noruega, com
encefalomielite e miosite, resultando em paralisia e morte. Em bovinos, as observagdes mais
convincentes também ocorreram antes mesmo da identificacdo e classificagdo desse agente
etiologico (O’TOOLE; JEFFREY, 1987; PARISH et al., 1987). Nas primeiras observacoes
foi diagnosticado como Toxoplasma gondii (Nicolle e Maceaux, 1908) Nicolle ¢ Manceaux,
1909 em virtude da semelhanga bioldgica e estrutural apresentada em suas formas evolutivas
teciduais, contudo pelas diferencas antigénicas e suas diferencas estruturais em nivel de
microscopia eletronica de transmissao apresentadas para o parasito, esse foi descrito e
identificado como uma nova espécie por Dubey et al. (1988).

A partir de entdo, comegaram os relatos da presenca de N. caninum e sua associagdo
ao abortamento bovino, sendo relatada por Thilsted e Dubey (1989) em um rebanho com
histérico de aborto persistente no Novo México, EUA. E desde entdo, a doenga tem sido
assinalada com maior frequéncia em bovinos, gerando com isso grande impacto econdomico
em fun¢do dos abortamentos e perdas neonatais nessa espécie animal (TREES et al., 1999;
REICHEL et al., 2013), passando a ser considerada como uma das maiores causas
reprodutivas em bovinos em todo o mundo (DUBEY, 2003a,b).

Embora existam suposi¢des que a neosporose também pode determinar perdas
reprodutivas e econdmicas em bubalinos, ao se analisar a literatura especifica, verifica-se que
pouca importancia tem recebido no mundo, inclusive no Brasil, onde ndo foram determinadas
causas que possam comprometer esse agente etiologico com o intuito de elucidar tais
inferéncias (GENNARI, 2004).

Como ndo existem farmacos que inibam eficientemente a infeccdo, o modo mais
eficaz de controlar a neosporose em ruminantes ¢ a prevengdo, € nesse contexto, faz-se cada
vez mais necessdria a busca pela compreensdo desse parasito; bem como, a sua interagdo nos
diferentes sistemas de produ¢do (DUBEY et al., 2007), buscando-se assim, cada vez mais
elucidar os aspectos inerentes as diferencas bioldgicas entre N. caninum e os demais parasitos
relacionados, em particular T. gondii. Tais estudos, poderao assim promover percep¢des mais
apuradas ¢ claras sobre a especificidade dos hospedeiros a N. caninum e sua patogénese

(GOODSWEN et al., 2013).



2.3. Classificacao

Baseado em Current et al. (1990) e Cavalier-Smith (1993) a classificagao taxondmica
para esse coccidio € a seguinte:
Império — Eukariota, Cavalier-Smith, 1993;
Reino — Protozoa Owen, 1858,;
Filo — Apicomplexa Levine 1970;
Classe — Sporozoasida Leukart,1879;
Subclasse — Coccidiasina Leukart, 1879;
Ordem — Eucoccidiorida Léger; Doboscq, 1910;
Subordem — Eimeriorina Léger, 1911;
Familia — Sarcocystidae Poche, 1913;
Subfamilia — Toxoplasmatinae Bioca, 1956;
Género — Neospora Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988;
Espécie — N. caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper ¢ Uggla, 1988.

2.4. Formas infectantes e ciclo bioldgico

Neospora caninum possui desenvolvimento e morfologia tdo semelhante a T. gondii,
que antes da classificacdo e nomenclatura desse agente etiologico em 1988, infeccdes
associadas ao parasito foram inadequadamente identificadas como de T. gondii (BJERKAS et
al., 1984; DUBEY et al., 1988).

No entanto, duas diferencas basicas importantes sao observadas quando se compara os
dois protozoarios: 1. A neosporose € primariamente uma doenca do gado, possuindo canideos
como hospedeiros definitivos, enquanto que a toxoplasmose ¢ primariamente uma doenga dos
seres humanos, ovelhas e cabras, tendo os felideos como tinicos hospedeiros definitivos de T.
gondii (DUBEY et al., 2007). 2. Embora ambas as espécies sejam formadoras de cisto nos
tecidos e compartilhem muitas caracteristicas bioldgicas e morfoldgicas, o que caracteriza
significativamente a diferenga entre as duas espécies € o fato de N. caninum nao ser isolada de
humanos, e muito menos possuir a ampla variedade de hospedeiros como apresentado por

Toxoplasma (DUBEY, 2009; BARRATT et al., 2010).



Sao trés as formas infectantes de N. caninum conhecidas: 1. Taquizoitos intracelulares
que se encontram presentes nos hospedeiros infectados intermedidrio e definitivo; 2.
Bradizoitos que se encontram presentes dentro dos cistos teciduais (Sistema nervoso central
dos hospedeiros intermediarios e definitivos e musculatura); e 3. Esporozoitos, estes por sua
vez presentes nos oocistos esporulados no ambiente sendo eles eliminados nas fezes pelos
hospedeiros definitivos (DUBEY; LINDSAY, 1996; HEMPHILL et al., 1999; PETERS et al.,
2001; DUBEY et al., 2002).

Taquizoitos de N. caninum podem invadir e infectar diferentes tipos de células do
hospedeiro incluindo células neurais, macrofagos, fibroblastos, endotélio vascular,
musculatura esquelética e células hepaticas (DUBEY et al. 2002). Possuem formato
semilunar ou globular medindo 3-7 x 1-5 um e a depender do estadio de divisdo podem medir
7 x 2 um (DUBEY et al., 2002), mas localizam-se geralmente no citoplasma da célula
hospedeira, formando um vactiolo parasitoforo (HEMPHILL; GOTTSTEIS, 1996). A partir
do momento que se inicia a resposta imune do hospedeiro frente ao parasito, os taquizoitas
diferenciam-se em bradizoitas e estabelecem-se no hospedeiro a formagdo de um cisto
tecidual persistente (BUXTON et al., 2002).

Cistos teciduais podem atingir até 100 um de didmetro com aspecto arredondado ou
ovalado, sendo geralmente encontrados no cérebro, medula espinal ou na musculatura
esquelética, e a espessura da parede do mesmo pode variar de 1 a 4 um (DUBEY et al., 2002).
A parede dos cistos ¢ responsavel pela protecdo das formas do parasito frente a reagdo
imunologica do hospedeiro e a espessura da parede do cisto vai variar de acordo com o tempo
em que a infecgdo esteja presente (JARDINE, 1996), podendo persistir por toda a vida no
hospedeiro intermedidrio sem causar manifestagdes clinicas (DUBEY; LINDSAY, 1996). No
interior dos cistos, encontram-se formas infectantes chamadas bradizoitos, que sdo alongadas
medindo cerca de 7 - 8 x 2 um de didmetro (DUBEY et al., 2004, PETERS, et al., 2001).

Os cistos de N. caninum, podem permanecer viaveis no hospedeiro infectado por
varios anos de forma latente, sem promover manifestacdes clinicas; mas caso ocorra
imunossupressdo no hospedeiro, estas estruturas podem ser liberadas, resultando em
parasitemia e consequentemente em infeccdo generalizada, principalmente do utero e
placenta, desencadeando assim, uma resposta clinica ou mesmo promovendo uma resposta
imunologica (WOUDA et al., 1999a; ATKINSON et al., 2000; BUXTON et al., 2002;
MALEY et al., 2003; MACALDOWIE et al., 2004).

Ao lado dessas consideracdes, os canideos desempenham papel importante no ciclo

biologico, tendo o cdo, Canis lupus familiaris (McALLISTER et al., 1998), o coiote, Canis
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lUpus latrans (GONDIM et al., 2004a), o dingo australiano, Canis lapus dingo (KING et al.,
2010) e mais recentemente o lobo cinzento, Canis lupus lupus (DUBEY et al., 2011) como
unicos hospedeiros definitivos conhecidos até o presente momento; sendo eles responsaveis
pela disseminagdo desse parasito no meio ambiente, eliminando oocistos nao esporulados
(McALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999), que nada mais sdo do que a forma de
resisténcia do mesmo no meio exterior e Unica forma infectante ndo sistémica do parasito, o
oocisto (FAYER, 1980).

Os oocistos medem de 10 a 12 um, e esporulam no ambiente em 24 horas (LINDSAY
et al., 1999), com formagdo de dois esporocistos, cada qual contendo quatro esporozoitos
(McALLISTER et al., 1998), tornando-se assim infectantes para bovinos (DE MAREZ et al.,
1999) bem como para todos os demais hospedeiros intermediarios, constituindo assim um
importante reservatorio de infec¢do no ambiente, uma vez que a parede do oocisto oferece
resisténcia as diversidades do ambiente externo por um longo tempo (DUBEY et al., 2002) .

O ciclo de vida se fecha, quando caes adquirem neosporose, apés a ingestdo de
placentas, carne crua ou mal cozida, bem como através da ingestdo de carcagas e visceras
contendo cistos em seus tecidos (McALLISTER et al., 1998; DIJKSTRA et al. 2001b;
BASSO et al., 2001; TREES; WILLIANS, 2000; GONDIM et al., 2004a) o que evidencia a
transmissao do agente do bovino para o cao, e vice versa (DIJKSTRA et al. 2001a).

Os cistos, ao serem ingeridos, podem sobreviver a passagem através do estdmago, mas
apos a liberacdo de bradizoitos infectam as células epiteliais do intestino delgado. Fases
esquizogonicas e gametogénicas que sdo precedentes a formacgdo dos oocistos ainda ndo
foram observados para N. caninum, mas presume-se que estas fases precedem a formagao de
oocistos nos intestinos de caes (DUBEY et al., 2004).

Oocistos desta maneira sdo eventualmente formados e o ciclo de vida comeca
novamente, tendo o modo de transmissdo do parasita a partir de hospedeiro definitivo para
intermediario definido e referido como transmissao pos-natal ou horizontal, € o modo de
transmissdo da mae para o feto sendo referido como transmissao transplacentaria ou vertical
(DIJKSTRA et al., 2001b; SCHARES et al., 2002; DE MAREZ et al., 1999; TREES et al.,
2002; GONDIM et al., 2004b; TREES; WILLIAMS, 2005). E bom salientar aqui que
oocistos semelhantes podem ser vistos nas fezes de caes, inclusive do cachorro-do-mato
Cerdocyon thous no Brasil dando um diagndstico inadequado da presenga de N. caninum nas
fezes de cdes. Hammondia heydorni (Tadros e Laarman, 1976) Dubey, 1977 cujos
hospedeiros definitivos sdo, cdes e o cachorro-do-mato no Brasil e tendo como hospedeiro

intermedidrios ruminantes € o proprio cdo, se assemelhando assim ao desenvolvimento
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epidemiolégico de N. caninum a ndo ser pela formagao de cistos monozoicos na musculatura
estriada esquelética e cardiaca (LOPES; FLAUSINO, 1981; PEREIRA; LOPES, 1987;
PEREIRA; LOPES, 1990) diferindo assim de N. caninum que forma cistos sistémicos.

2.5. Prevaléncia de N. caninum em bubalinos

Poucos sdo os estudos sobre a presenca da infecgdo de N. caninum nesta espécie, mas
especula-se que a neosporose também pode determinar perdas reprodutivas, visto que esse
agente etiologico ja foi isolado em bubalinos no Brasil (RODRIGUES et al., 2004).

Pela estreita relacao da bovinocultura com a bubalinocultura, a relevancia do estudo da
neosporose nesta espécie ganha importancia, visto que bovinos podem ser infectados com
isolados de N. caninum de bubalinos como demonstrado por Rodrigues et al. (2004), deixando
clara a possibilidade de uma participacdo importante dos bubalinos na epidemiologia da
infec¢do de bovinos e vice-versa.

Muito tem sido feito em relacdo ao estudo da neosporose em nosso meio, mas alguns
aspectos necessitam de maior compreensdo e estudo. No caso dos bubalinos, existe a
necessidade de mais estudos que visem investigar a importancia dessa espécie na
epidemiologia da infec¢@o, bem como a interacdo de outras espécies nas condigdes de criagdo
de nossos animais nas propriedades brasileiras (GENNARI, 2004).

Em bufalos, os primeiros estudos sobre N. caninum, foram realizados no Vietnam
(HUONG et al. 1998) e Egito (DUBEY et al. 1998), relatando assim a detec¢do de anticorpos
nessa espécie animal. Na Itilia Guarino et al. (2000), além da detec¢do de anticorpos em
34,6% das amostras sorologicas, verificaram cistos semelhantes aos de N. caninum em dois de
quatro fetos abortados, apds anélise de cortes histologicos corados por hematoxilina e eosina,
porém tal achado nao foi confirmado por meio de exame imunohistoquimico ou de biologia
molecular. E no Brasil sendo o protozoario isolado do cérebro de seis bufalos soropositivos na
regido de Pirassununga (RODRIGUES et al. 2004).

O que chama a ateng¢ao nos estudos em bubalinos ¢ a diferenciagdo nos pontos de corte
adotados variando nos estudos de soroprevaléncia de 1:25 até 1:200 na RIFT e 0.20 a 0.50 no
ELISA. Tais achados sdo também comuns nos inquéritos bovinos, quanto a diferentes
técnicas aplicadas, bem como aos seus diferentes pontos de corte adotados, o que dificulta e

inviabiliza qualquer comparacao entre os estudos (GONDIM et al., 2007), como demonstrado
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nas no Quadros 2 e 3, onde ¢ possivel ter um resumo de levantamentos sorologicos
evidenciando a presenga de N. caninum em diferentes regides do mundo e do Brasil, bem

como as técnicas utilizadas e pontos de cortes adotados.
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Quadro 2. Soroprevaléncia de N. caninum em bubalinos no mundo

Pais/Local N° animais Aptidao Positivos (%) Técnica Ponto de corte Referéncias
Egito:
Cairo 75 - 68 NAT 1:20 Dubey et al. 1998
Vietnam:
Ho Chi Minh 200%* corte 1,5 ELISA 0.20 Huong et al. 1998
RIFI 1:640 Huong et al. 1998

Italia:
Caserta 1337 34,6 RIFI 1:200 Guarino et al. 2000
India:
Punjab 32 leite 50 ELISA e RIFT** 0.30 Meenakshi et al., 2007
Karnataka e 341 leite ELISA 0.30 Sengupta et al., 2013
Andhra Pradesh
Iran:
Regido nordeste 181* corte 37 ELISA 0.50 Hajikolaei et al., 2007
Paquistao:
Lahore 300 leite 54,7 ELISA 0.30 Nasir et al., 2011
Argentina:

1024 - 64,9 RIFI 1:100 Crudeli et al., 2007
Corrientes 449 - 64 RIFI 1:100 Campero et al. 2007

* Amostras coletadas abatedouros

** Confirmando os resultados de soropositivos na RIFI
NAT (Teste de aglutinagdo direta)

ELISA (Ensaio imunoenzimatico)

RIFI (Reagdo de imunofluorescéncia indireta)



Quadro 3. Soroprevaléncia de N.

caninum em bubalinos no Brasil

Estado/Regido ~ N° animais Aptidao Positivos (%) Técnica Ponto de corte Referéncias
Sao Paulo:
Vale da Ribeira 222 mista 64 RIFI 1:25 Fujii et al. 2001
Vale da Ribeira 222 mista 53 NAT 1:40 Fujii et al. 2001
Zona oeste 404 leite 38,1 RIFI 1:100 Negrao et al., 2009
411 - 56 RIFI 1:200 Souza et al., 2001
Rio Grande do Sul:
164 corte 14,6 ELISA * Vogel et al., 2006
Para:
196 - 70,9 RIFI 1:25 Gennari et al., 2005
374 - 40,91 RIFI 1:200 Silva et al., 2010
288 - 53,12 RIFI 1:200 Silva et al., 2013
288 - 17,36 ELISA 0.50 Silva et al., 2013
Bahia:
117 - 359 RIFI 1:200 Gondim et al., 2007
Amazoénia:
212 - 88,21 ELISA 1:100 Viana et al., 2009

* Amostras com ponto de corte, segundo o fabricante CHEKIT®

11



2.6. Transmissao e fatores de risco em ruminantes de producio: bovinos e bubalinos

Existem dois meios possiveis de transmissdo da infecgdo por N. caninum em grandes
ruminantes de produgdo. A primeira e mais importante rota ¢ usualmente chamada de
transmissdo vertical ou transmissdo transplacentdria, atualmente denominada transmissao
transplacentaria endogena (TREES; WILLIAMS, 2005). Esta via de transmissao refere-se a
passagem transplacentaria do parasito de uma vaca com infecgdo persistente para seu feto,
ainda no utero, tendo origem na reativacdo de bradizoitos presentes nos cistos teciduais
(ENTRICAN, 2002).

A segunda rota ¢ denominada transmissdo horizontal ou transmissdo pds-natal,
ocorrendo pela via oral, através da ingestdo de oocistos esporulados no ambiente que acabam
contaminando a agua, bem como os alimentos dos bovinos (DIJKSTRA et al., 2001b;
SCHARES et al., 2002; DE MAREZ et al., 1999; TREES et al., 2002; GONDIM et al.,
2004a) e resultados encontrados por Campero et al. (2007), assinalam uma alta exposi¢ao dos
bubalinos, a transmissdo pds-natal nos quatro ranchos analisados na provincial de Corrientes
na Argentina.

Em casos de transmissdo horizontal, bovinos podem apresentar uma resposta imune
especifica no periodo correspondente a duas ou quatro semanas apos a infeccao experimental
com a ingestdo de 10*- 10° oocistos (DE MAREZ et al., 1999), porém abortamento pode nao
ocorrer apds a ingestdo de 600 oocistos esporulados, mas evidenciando apds quatro meses da
gestagdo a formacdo da infeccdo através da formacdo de cistos no cérebro das vacas
desafiadas, confirmando assim a infecc¢ao através da PCR, concluindo que a ingestdao de 600
oocistos, seja suficiente para a promocdo da doenca na vaca, sem favorecer a manifestagdo
clinica através do aborto (TREES et al., 2002). Por outro lado, vacas quando desafiadas com
a administracao experimental de 1.500 a 115.000 oocistos, foi possivel verificar que 17 (89%)
das 19 vacas tornaram-se soropositivas para N. caninum, com infec¢ao transplacentaria em
seis (35%) dos 17 bezerros, sendo que uma das vacas desafiadas acabou abortando e outra
vaca deu a luz a um bezerro natimorto (GONDIM et al. 2004a)

Nao existem estudos dessa natureza em bubalinos, mas pela estreita relagao existente,
pensa-se que essa espécie tenha reacdo semelhante frente ao desafio da ingestdo oral de
oocistos, umas vez que quando desafiadas com 10° taquizoitos da cepa NC-1 em dois
diferentes estagios de gestacdo (70 e 90 dias) tiveram placentite ndo supurativa como achado

mais frequente, sendo a inflamacdo caracterizada principalmente pela infiltragdo de células
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CD3+, ydTCR+ e as células CD4+, enquanto que as células T CD8+ eram menos numerosas,
sendo os resultados encontrados, semelhantes a estudos dessa mesma natureza em bovinos
quando desafiados da mesma maneira; apesar de bufalas terem apresentado menor gravidade
nas inflamagdes, quando comparados aos resultados observados em vacas (CANTON et al.,
2013).

Vacas infectadas, possuem maior probabilidade de passar a infeccdo para suas crias
durante a gestagdo, com valores variando de 66 a 95% (PARE et al. 1996; DAVISON et al.,
1999; DIJKSTRA et al., 2003), podendo elas permanecer infectadas por toda a vida (TREES
et al., 1999), transmitindo assim, a infec¢do a seus descendentes em vdarias gestagdes
consecutivas (FIORETTI et al., 2003) ou de forma intermitente (WOUDA et al., 1998).

Em bovinos as taxas de transmissao transplacentdria enddégena, quanto a probabilidade
de vacas infectadas passarem a infeccdo para suas crias durante a gestagdo ¢ muito alta,
chegando a valores de 66 a 95% (PARE et al. 1996; DAVISON et al., 1999; ROMERO;
FRANKENA, 2003; DIJKSTRA et al., 2003).

Achados semelhantes sdo descritos em bubalinos, uma vez que a dindmica de
anticorpos de N. caninum, foi acompanhada em 29 bufalas e seus respectivos bezerros por um
ano, sendo analisadas para detecgdo de anticorpos contra N. caninum. De um total de 29
bezerros, 23 eram soropositivos com titulos de 1:100 ou mais, aos 1-2 dias da idade. Destes
23 bezerros, 17 permaneceram soropositivos durante o estudo, enquanto seis tornaram-se
soronegativos em quatro (dois bezerros), seis (um bezerro), sete (dois bezerros) e oito (um
bezerro) meses de idade. Estes achados indicam uma alta taxa de transmissao neonatal de N.
caninum em bufalos, estimando assim, que a transmissao vertical em bufalos ocorra como em
bovinos, sendo a rota mais importante de infeccao (RODRIGUES et al., 2005).

Apesar da eficiéncia na transmissdo vertical, fica evidente a partir de modelos
matematicos que a infecgdo pelo N. caninum ndo pode ser sustentada em rebanhos sem a
transmissao horizontal (FRENCH et al., 1999). Evidenciando assim a importancia do cdo
como agente determinante na contamina¢cdo do ambiente e consequentemente resultando na
infeccdo de ruminantes de producdo, uma vez que caes experimentalmente infectados, apos a
ingestao de tecidos naturalmente infectados de bovinos (DIJKSTRA et al., 2001a; GONDIM
et al., 2002), bubalinos (RODRIGUES et al., 2004) e de veados da cauda branca (GONDIM et
al., 2004c), eliminam oocistos em suas fezes.

Ja, em caes naturalmente infectados raramente tem sido identificado oocistos nas fezes

(BASSO et al.,, 2001; McGARRY et al., 2003; SCHARES et al., 2005), mas ja foi
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documentado a eliminagdo por periodo prolongado, bem como a repeti¢do na eliminagdo de
oocistos nas fezes (McGARRY et al., 2003).

Desta maneira, vale enfatizar que canideos de uma forma geral s3o os unicos
hospedeiros definitivos conhecidos at¢é o momento, sendo eles os responsdveis pela
disseminag¢do do parasito no ambiente externo, eliminando oocistos ndo esporulados no
ambiente (McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004a; et al., 2010; DUBEY et al.,
2011; McALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999).

A presenga de cdes em uma fazenda tem se mostrado um fator de risco para infec¢ao
do gado bovino (PARE et al.,, 1998; BARTELS et al.,, 1999; WOUDA et al.,, 1999a,
MAINAR-JAIME et al.1999), ¢ a introdugdo de um novo cao em uma exploragdo bovina com
neosporose endémica parece ser um fator de risco para transmissao horizontal no rebanho
(DIJKSTRA et al. 2002), representando também um risco para a criacdo de bubalinos, uma
vez que cdes podem se infectar ao ingerir tecidos de bufalas naturalmente infectadas, vindo
assim a eliminar oocistos (RODRIGUES et al., 2004).

Caes de fazenda também podem se infectar apos alimentar-se de placentas de vacas
naturalmente infectadas (DIJKSTRA et al.,, 2001a) ou através da ingestdo de carcagas
(TREES; WILLIAMS, 2000), carne crua, ou mal cozida (BASSO et al., 2001), sendo a
ingestdo de fetos abortados uma fonte menos provavel de infeccio (BERGERON et al.,
2001), devendo assim manter os cades longe das instalacdes a fim de diminuir a possibilidade
de contaminacdo do ambiente, e consequentemente contaminacao do rebanho (DIJKSTRA et
al., 2002).

Animais silvestres tém sido considerados de extrema importancia na epidemiologia de
muitas coccidioses, pois alguns deles estdo intimamente relacionados com os animais
domésticos, compartilhando das mesmas espécies de parasitos, bem como diferentes cepas
(FAYER, 1980), como ja evidenciado com o cachorro do mato por Pereira e Lopes (1987,
1990) ao eliminar oocistos de H. heydorni semelhantemente ao que ocorre em caes.

Acompanhando essa mesma linha de raciocinio, o ciclo silvestre pode exercer uma
dindmica epidemioldgica interessante, pois cdes e possivelmente outros canideos selvagens
podem desempenhar um papel importante no ciclo de transmissdo, tanto pelo habito de caga
de alguns canideos, bem como pelo acesso a animais cagados que muitas vezes acabam sendo
eviscerados a campo, deixando assim as visceras disponiveis, permitindo o acesso € o
consumo destes tecidos no ambiente (GONDIM et al., 2004c).

Animais mais velhos possuem um risco maior de se tornarem infectadas (DYER et al.,

2000; RINALDI et al., 2005). A grande maioria dos estudos epidemioldgicos relacionados a
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neosporose concentra-se em caes € bovinos; € nos mesmos fatores associados a faixa etaria
sdo atribuidos como fator de risco ou protecdo, dentre eles cabe destacar que em bovinos o
risco de se tornar soropositivo pode aumentar em funcdo do incremento da idade, ou do
numero de gestagdes tanto avaliando rebanhos leiteiros ou de corte, sugerindo assim que a
presenca da transmissdo horizontal seja uma rota de grande importancia em determinados
rebanhos (JENSEN et al., 1999; DYER et al. 2000; RINALDI et al., 2005; SANDERSON et
al., 2000).

No caso de transmissdo vertical, animais soropositivos estdo distribuidos igualmente
entre os diferentes grupos de idade, e bezerros soropositivos possuem vacas soropositivas.
Mas quando a transmissdo horizontal estd presente ocorre aglomera¢do de soropositivos em
uma determinada categoria, juntamente com a falta de associag@o entre o status soroldgico da
vaca e bezerro (DIJKSTRA et al., 2001b). Este tipo de associacdo em relacdo a idade, foi feito
também em rebanhos bubalinos, encontrando maior soropositividade em animais com faixa
etaria de quatro anos, ou mais (FUJII et al., 2001; CAMPERO et al., 2007; SENGUPTA et al.,
2013), aumentando a possibilidade de risco em adquirir a infecgdo no ambiente, através da
transmissdo horizontal (MOORE et al., 2009), tendo maiores chances de adquirir a infeccao
com o aumento da idade (GUARINO et al., 2000).

Existem indicagdes em muitos paises que a soroprevaléncia entre os bovinos difere
conforme o tipo de raga (BARTELS et al., 2006; MUNHOZ et al., 2006); fato também
evidenciado em bubalinos (SOUZA et al., 2001), porém o sistema de producdo nestas
comparagdes deve ser também levado em consideracdo por exercer maior pressdo de
produgdo sobre os animais, levando-os a um maior estresse (MELO et al., 2001) implicando
em maiores chances de recrudescimento da infeccao pelo rompimento dos cistos do parasita
nos animais positivos como especulado por Wouda et al. (1999b) e Atkinson et al. (2000).

O fator clima em dois estudos na Europa avaliando os riscos de soropositividade
individual e no rebanho revelaram que a temperatura média na primavera foi determinante
como fator de risco para maior propor¢ao de soropositividade (SCHARES et al., 2004;
RINALDI et al., 2005), e em bubalinos do distrito de Lahore no Paquistdo as taxas mais
elevadas de soroprevaléncia, foram registradas no verao e outono (NASIR et al., 2011). Sendo
tal observagao justificada pela a¢do do clima na esporulacdo e sobrevivéncia dos oocistos no
ambiente (DUBEY et al., 2007), da mesma forma que regides mais umidas estdo mais
propensas a animais soropositivos (ANDREOTTI et al., 2004).

Viarios sdo os estudos realizados através de técnicas sorologicas, porém grande

variacdo dos resultados ¢ evidenciada, possivelmente pela adocdao de diferentes pontos de
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corte nas estudos de bovinos (BJORKMAN; UGGLA, 1999) e de bubalinos (GONDIM et al.,
2007) e por diferengas regionais, o que dificulta uma comparacao direta dos resultados
encontrados (DUBEY et al., 2007; GONDIM et al., 2007). Tais diferencas quando
encontradas s6 podem ser levadas em consideragao quando hé uma padronizacao das analises
e dos desenhos experimentais (BARTELS et al. 2006), portanto cautela deve ser tomada ao
transferir resultados de andlise de fator de risco em um determinado sistema de gestdo ou
regido para outra (DUBEY et al., 2007).

O conhecimento dos fatores de risco que favorecam os rebanhos adquirir a infec¢ao
por N. caninum e sua associacdo com o aborto, se faz importante para o desenvolvimento e
implementagdo de medidas de controle da neosporose. Grande parte dos conhecimentos
quanto ao risco de infec¢do ou dos fatores de protecdo se baseia nos estudos retrospectivos,
caso-controle e experimentais. Sendo assim a identificacdo repetida de um fator de risco ou de
prote¢do nos diversos estudos realizados evidencia que determinada caracteristica encontrada
torna-se de fato um fator de risco ou de protecdo para disseminagdo ou controle da infec¢ao

(DUBEY et al., 2007).

2.7. Neosporose e o aborto

Neospora caninum em bovinos, é considerado como a principal causa de aborto
promovido por protozoarios na espécie, € o aborto promovido por este agente etiologico segue
trés padrdes distintos, sendo eles: 1. Abortos esporadicos: caso a taxa anual de abortos seja
menor que 3% nos animais de risco; 2. Aborto endémicos: quando a taxa de aborto for maior
que 3% nos animais riscos sem um Obvio pico de abortos, ou mantendo-se maior que 5% ao
ano, sem que haja um pico de abortamento no ano (DAVISON et al., 1999); e 3. Aborto
epidémico: que apesar de menos comum, ¢ considerado o mais devastador no sentido
econdmico, por representar alta propor¢do de abortos em um curto periodo de tempo
(THURMOND et al, 1997). Contudo, nada até o presente momento, refor¢ca o fato da
neosporose em bubalinos ser responsavel por perdas econdmicas significantes em rebanhos no
mundo, ou mesmo, a possibilidade do agente etiologico em questdo, ser de fato responsavel
por abortos como o abordado na literatura especifica da agao de N. caninum em bovinos.

O que se sabe até o presente momento é que bufalas quando desafiadas com 10

taquizoitos da cepa NC-1 em dois diferentes periodos de gestagdo (70 e 90 dias) tiveram
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placentite ndo supurativa como achado mais frequente, sendo a inflamagdo caracterizada
principalmente pela infiltracdo de células CD3+, ydTCR+ e células CD4+, enquanto que as
células T CD8+ eram menos numerosas. Esta situa¢do, quando comparada com os relatos em
bovinos em periodo de gestacdo na mesma idade, os infiltrados observados em bufalas
prenhes apresentaram respostas imunes celulares com menor gravidade, indicando com isso,
uma evolucdo clinica mais branda em bufalas, indicando ser uma maior resisténcia dessa
espécia a infecgdo por N. caninum (CANTON et al., 2013).

Diferentemente desta enfermidade, pode-se inferir que a coccidiose, possui uma maior
relevancia clinica e econdomica em bubalinos no mundo, quando comparada a neosporose,

conforme evidenciado no item abaixo.

2.8. Eimeriose em Bufalos

Causada por espécies do género Eimeria Schneider, 1875 (Apicomplexa: Eimeriidae),
tais parasitos possuem distribui¢ao cosmopolita, estando presente os estadios intracelulares no
epitelio intestinal de diversos vertebrados (SOULSBY, 1987), sendo considerado como os
maiores responsaveis por perdas economicas em bubalinos mantidos em condi¢des insalubres
(GRIFFITHS, 1977).

Eimeriose em ruminantes pode estar associada a alta mortalidade e morbidade,
especialmente nos bezerros (GRIFFITHS, 1977; SANYAL; RUPRAH, 1984), sendo que a
susceptibilidade dos hospedeiros, pode variar em fungdo da idade, predisposi¢do genética, da
imunidade inata ou adquirida, nivel de estresse dos animais (manipulagdo excessiva do
rebanho, pressdo por producdo leiteira, falta de alimentacdo), da localizagdo do parasita no
epitélio intestinal, bem como em funcao do niimero e localizagdo dos estdgios endogenos do
parasito. Aliado a estes fatores, encontra-se o clima, que pode ser favoravel ao
desenvolvimento e manutencdo do mesmo no ambiente (HAYAT et al., 1994).

Varias espécies do género Eimeria foram identificadas em bufalos. A maioria delas
infecta também bovinos, mas duas delas sdo especificas aos bubalinos (GRIFFITHS, 1977).
As espécies E. alabamensis, E. ankarensis, E. auburnensis, E. azerbaidjanica, E. bareillyi, E.
bovis, E. brasiliensis, E. bukidnonensis, E. canadensis, E. cylindrica, E. ellipsoidalis, E.
gokaki, E. ovoidales, E. subspherica, E. thianethi, E. wyomingensis, e E. zuernii foram

descritas em bubalinos. Com excecdo de E. bareillyi e E. azerbaidjanica, todas as outras
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espécies sdo comuns a ambas espécies de ruminantes (GRIFFITHS, 1977; FAGIOLO et al.,
2005).

No Brasil, existem muitos relatos de coccidiose bovina, mas poucos sdo os relatos de
coccidios documentados em bufalos, contudo, sabe-se que parasitas do género Eimeria, sdo os
agentes etioldgicos responsaveis por doengas mais comuns e importantes, responsaveis por
afetar o crescimento e desenvolvimento de rebanhos bubalinos, tendo alta prevaléncia e sendo
altamente patogénico (DE NORONHA et al., 2009).

Fato observado por De Meireles et al. (2012) no estado do Rio de Janeiro, Brasil,
verificando a morte de bezerros bufalos com 50 dias de idade infectados naturalmente com E.
bareillyi, com estes animais apresentando diarréia breve, anorexia, prostracdo, grau de
desidratacao, olhos fundos, pelos erigados e sem brilho, sem apresentar colica ou tosse, vindo
a Obito num prazo de quatro a cinco dias. No exame de fezes, foi possivel observer inumeros
oocistos e nos cortes histolégicos da mucosa do ileo no respectivo animal a presenca de
formas evolutivas semelhante aos achados de Pande et al. (1971), Bastianetto et al. (2008) e
Dubey et al. (2008) caracterizando assim a espécie, como altamente patogénica para
bubalinos, evidenciando uma perda de 33% dos bezerros bufalos na propriedade avaliada, por
esta cocciodiose em sua forma mais aguda. Em infecgdes experimentais de bezerros de bufalo
com Eimeria zuernii, Sanyal e Ruprah (1984) relataram diarreia, anorexia, fraqueza, ¢ morte
25 dias apos a infecgao.

De forma geral, a coccidiose em bezerros de bufalo ¢ muitas vezes aguda, com diarréia
sanguinolenta fina, com presenca de falsas membranas sobre o revestimento do intestino.
Resultados satisfatorios de tratamento com sulfas tém sido relatados. Outros relatos, no
entanto, afirmam que os resultados ndo sdo tao satisfatorios quando comparados em bezerros
bovinos, ndo existindo relatos disponiveis para o tratamento com os novos medicamentos que

tém sido utilizados com sucesso em rebanhos bovinos (GRIFFITHS, 1977).

2.9. Dignéstico sorologico de N. caninum em bovinos e bubalinos

Para diagnosticar a infecgdo por N. caninum, a detec¢do de anticorpos no soro provou
ser a melhor op¢do tanto na avaliagdo individual, bem como na avaliagdo de um rebanho,
sendo uma excelente ferramenta para monitorar o aborto associado a esse coccidio. Uma vez

que seja identificados anticorpos contra N. caninum nos animais suspeitos, ha indicios da
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exposicao dos desses ao parasito, e assim ha possibilidade de programar medidas basicas de
controle que se fazem necessarias dentro de um determinado rebanho (DUBEY et al., 1988;
ORTEGA-MORA et al., 2006).

A técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi a primeira prova imunoldgica
usada para detecg@o de anticorpos contra N. caninum e tem sido considerada como uma prova
de referéncia frente as outras técnicas existents (DUBEY et al.,, 1988), mas existe uma
variedade de ensaios disponiveis para detec¢ao sorologica de anticorpos além da RIFI, tais
como o ensaios imunoenzimaticos (ELISA), immunoblotting (IB) e testes de aglutinagao
direta (NAT) que foram desenvolvidos ao longo dos anos (ATKINSON et al. 2000;
BJORKMAN; UGGLA, 1999; JENKINS et al., 2002; DUBEY; SCHARES, 2006,
WAPENAAR et al, 2007; DUBEY; SCHARES 2011), sendo considerados ferramentas
essenciais para a determinagdo da infec¢do e importante no apoio ao exame clinico, e
indispensavel em estudos epidemiologicos (BIORKMAN; UGGLA, 1999; DUBEY et al.,
2006).

O teste ELISA que apesar de ndo ser considerado o teste ouro, ¢ normalmente usado
para analises em nivel de rebanho. Além disso, existem também varios testes comerciais
disponiveis que podem ser realizados utilizando soro, plasma ou amostras de leite para
identificar rebanhos infectados. Kits ELISA de avidez também sdo utilizados, sendo uteis
para diferenciar infec¢des agudas e latentes (BJORKMAN; UGGLA., 1999; SCHARES et al.,
2002).

Uma grande vantagem que os métodos sorologicos podem oferecer em relacdo aos
métodos de detec¢do direta ou indireta em tecidos da uma vaca gestante ¢ no feto ¢ a
possibilidade de ser utilizado para analisar os animais in vivo e assim oferecer informagoes
sobre o caminho e o estadio da infecgdo. A presenca de anticorpos especificos de N. caninum
nos fluidos fetais ou em soros de vacas pode ndo ser so Util no diagndstico da infec¢do, mas
pode também evidenciar uma infeccdo congénita, deixando claro o possivel papel que o
animal pode estar desempenhando no ciclo de vida ou na epidemiologia de N. caninum nos
rebanhos estudados (JENKINS et al., 2002).

A diversidade de estudos realizados através de técnicas sorologicas evidencia uma
grande divergéncia nos resultados encontrados, possivelmente pela adocdo de diferentes
pontos de corte, nos diferentes estudos, bem como, em diferentes técnicas sorologicas
empregadas (BJORKMAN; UGGLA, 1999). Além disso, pode-se destacar as diferencas
regionais, que podem oferecer ao parasito maior adaptacdo ou ndo ao ambiente, interferindo

assim diretamente ou ndo nos resultados, o que dificulta uma comparacao direta entre os
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resultados encontrados nos diferentes estudos (DUBEY et al., 2007), sendo estas diferencas
também observadas nos estudos epidemioldgicos de bubalinos em fungdo da técnica de
diagnostico empregada na deteccdo de anticorpos, assim como nas diferengas de habitat onde
os animais sao mantidos (GONDIM et al., 2007).

Uma vez que a infecgdo ou aborto por N. caninum seja identificado em algum animal
do rebanho através de provas sorologicas, recomenda-se que a soroprevaléncia dentro do
rebanho seja estimado e que os casos de abortamento nos rebanhos sejam analisados (DUBEY
et al., 2007). Realizar a triagem sorologica por completo em um rebanho ao menos uma vez,
tem sido descrito como um método rapido e valido de analisar a infecgdo por N. caninum
avaliando como a enfermidade se comporta no rebanho, fornecendo assim informagdes
quanto a via de transmissao predominante (vertical ou horizontal), ¢ assim visualizar a
distribuicao da infeccdo frente as diferentes faixas etarias, e até permitindo identificar se
existe diferenga quanto a positividade em fung¢io da raga (DIJKSTRA et al, 2003; LOPEZ-
GATIUS et al, 2004; DE MAGALHAES et al., 2012).

Para o diagndstico de um feto abortado, a detecgdo histoldgica das lesdes ou o uso da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para detec¢ao da presenga do parasito no cérebro, bem
como coragdo e figado, sdo as melhores escolhas para a avaliagdo. (ORTEGA-MORA et al.,
2006), porém a sorologia também pode ser uma excelente ferramenta de auxilio diagndstico
em feto abortado (fluidos fetais). Contudo para realizar a sorologia em feto abortado, deve-se
adotar ponto de corte nos valores de 1:16 (ALVAREZ-GARCIA et al., 2003) ou 1:25
(WOUDA et al., 1997), todavia a sensibilidade da sorologia fetal pode ser baixa, devido a
baixos titulos de anticorpos presentes nos fluidos ou pela degradagdo post-mortem das

imunoglobulinas (ALVAREZ-GARCIA et al., 2007).

2.10. Prevencio e controle

Em fazendas ndo infectadas, prevenir a introdugdo do parasita através de medidas de
controle e profilaxia € o foco principal, uma vez que ndo existe tratamento ou vacina eficaz
contra a neosporose em ruminantes (DUBEY; SCHARES, 2011). A recomendacao tal qual
como acontece em bovinos (DIJKSTRA et al. 2002) ¢ que canideos, ndo devam ter acesso as

instalagdes, bem como a 4gua e comida dos bubalinos.
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Outra medida de controle, ¢ evitar que cdes nas prodriedades bem como canideos
silvestres, tenham acesso a placentas, carcacgas, descargas uterinas, bem como realizar a
alimentagdo dos mesmos com carne crua ou mal cozida (TREES; WILLIAMS, 2000; BASSO
etal., 2001; DIJKSTRA et al., 2001b; ALMER{A; LOPES-GATIUS, 2013).

O melhor método para se garantir a auséncia do parasita em uma propriedade, seria
manter o rebanho fechado, mas pela impossibilidade comercial de realizar tal procedimento, o
ideal seria que os animais so fossem obtidos somente a partir de rebanhos que fossem testados
e reconhecidos como negativos, de preferéncia com mais de uma prova do teste para evitar
falsos- negativos (HADDAD et al., 2005), uma vez que a transmissdo transplacentdria em

rebanhos bubalinos, tal qual acontece em bovinos tem se demonstrado eficiente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de coletas das amostras

O estudo foi realizado, mediante o uso de uma soroteca pertencente ao Laboratorio de
Coccidios e Coccidioses (LCC), que deu origem a parte de uma tese no ano de 2011
entitulada: Estudo Epidemiologico de Borrelia burgdorferi, Babesia bovis, Babesia bigemina
e Anaplasma marginale em Bufalos (Bubalus bubalis) do Estado do Rio de Janeiro, que para
o desenvolvimento do presente estudo, foi posteriormente encaminhada a CEUA/IV/UFRRJ
onde recebeu o namero 007-2014 (Anexo 1). As amostras da soroteca foram procedentes de
animais oriundos do Estado do Rio Janeiro. O critério de selegdo para a escolha das
propriedades foi de a mesma possuir bubalinos, compondo o nimero final de 16 propriedades
que permitiram a realizagao do estudo, do total das 64 propriedades disponiveis no estado

segundo o IBGE (2006).

3.2. Animais

Os bubalinos pertencentes as propriedades visitadas foram categorizados em trés
estratos: animais de até dois anos; animais com idade de dois a quatro anos; € animais com
idade superior a cinco anos. Embora, o abortamento ou disturbios reprodutivos possam ser
uma consequéncia da neosporose (DUBEY, 1999a,b), estes critérios ndo foram utilizados na
selecdo. A escolha dos animais foi realizada por conveniéncia, por questdes operacionais,
sendo utilizados os animais que durante a visita se encontravam na sala de ordenha/espera ou

proximo das instalagdes das propriedades.
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3.3. Entrevistas

Durante a visita ¢ antes do momento da coleta, os proprietarios, funcionarios ou
Meédicos Veterinarios responsaveis pela propriedade tomaram ciéncia do propdsito da visita e
apos autorizacdo foi aplicada uma entrevista estruturada (Anexo 2), com intuito de avaliar o
perfil de producdo e manejo da propriedade, obter o registro dos animais, para assim poder

buscar verificar os provaveis fatores de risco associados a infecc¢ao.

3.4. Coleta e obtencdo das amostras

O sangue foi obtido por pungdo das veias jugular ou mamaria, utilizando sistema
Vacutainer® com vidro siliconizado, sem anticoagulante, com capacidade de 10 mL. As
amostras foram acondicionadas em recipiente isotérmico, com gelo reciclavel até seu

processamento.

3.5. Analise laboratorial

O processamento das amostras e a analise dos dados obtidos foram realizados no LCC,
Anexo 1 do IV (Antigo PSA), Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterindria, UFRRJ, Campus Seropédica, BR 465 Km 07, 23890-000 Seropédica, RJ.

Apos a retragdo do coagulo, o sangue foi centrifugado a 350 x g por 10 minutos em
uma centrifuga refrigerada, modelo BPR 6000 (DAMON/IEC Division, Massachusets, EUA)
para a separa¢do do soro, este foi acondicionado em criotubos de 2 mL, em duplicata,
identificados e mantidos sob a temperatura de —20 °C até o momento da realizagdo da

sorologia.
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3.5.1. Obtencao das l1Aminas com antigeno de Neospora caninum

O material a ser utilizado como antigeno foi obtido junto ao IMUNODOT Laboratorio
localizado na cidade de Jaboticabal, SP.

Taquizoitos da cepa NC-1 foram mantidos em monocamadas de células VERO
cultivadas em meio RPMI com L-glutamina contendo 5% de soro equino e antibidticos

(penicilina e estreptomicina), de acordo com os métodos descritos por Yamane et al. (1997).

3.5.2. Preparo das laminas para reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Taquizoitos da cepa NC-1, foram usados para sensibilizar laminas de vidro com teflon,
contendo 12 pogos de 4mm de didmetro cada. Em cada pogo adicionou-se 10uL de uma
solugdo de PBS, pH 7,2 contendo de 500 a 1000 taquizoitos/uL, contados em camara de
Neubauer.

As laminas foram secas em estufa a 37°C por uma hora, posteriormente fixadas em
formol a 10% por 10 minutos, novamente levadas a estufa até secar em seguida envolvidas

com papel de folha simples e folha de aluminio, e em seguida mantidas em freezer a -40°C.

3.5.3. Reac¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccio de anticorpos contra

N. caninum

As laminas sensibilizadas foram retiradas do freezer e lavadas em (PBS) por 5
minutos, deixando-as secar em estufa por 5 minutos.

A RIFI foi realizada de acordo com Yamane et al. (1997). O ponte de corte utilizado
foi de 1:200 (GONDIM et al., 2007), onde cada soro foi diluido em PBS pH 7,2. Em cada
poco adicionou-se 10uL de soro diluido. Os controles, negativo e positivo, empregados na
sorologia dos bufalos consistiam inicialmente de soro bovino gentilmente sedidos pela Profa.

Dra. Rosangela Zacarias Machado do Departamento de Patologia, FCAV-
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UNESP/Jaboticabal. Em seguida, mediante os primeiros resultados positivos e negativos, os
proprios soros de animais naturalmente infectados passaram a servir como controle.

O material foi incubado a 37°C por 30 minutos, submetendo-os depois a duas
lavagens, com PBS por 5 minutos sob leve agitagdo. Apods secagem, foi adicionado 10uL de
conjugado anti-IgG bovino (Sigma®-Aldrich F4387 Inc., EUA) para bovinos e diluidos
conforme especificagdo do fabricante, adicionando-se 0,5% de azul de Evans a solugdo. A
lamina foi incubada em camara umida e escura a 37°C por 30 minutos e lavada
posteriormente como descrito anteriormente, porém com a cuba coberta ou envolta com papel
aluminio para evitar propagacao da luz. Retirou-se as 1aminas do PBS, secou-se a temperatura
ambiente ou em estufa por 5 minutos e em seguida realizou-se a montagem da lamina com
laminula e glicerina tamponada (90% de glicerol e 10% PBS).

A leitura foi realizada em microscopio (Carl Zeiss RFA) com sistema de
epifluorescéncia ¢ aumento de 400X, considerando-se as reacdes positivas quando a
fluorescéncia periférica total for observada em mais de 50% dos taquizoitos. Reacdes parciais

ou apicais foram interpretadas como negativas.

3.6. Analise estatistica e sistema de unidades

Os dados foram tabulados no pacote estatistico EPI INFO 3.5.1 (DEAN; ARNER
2008) e analisados utilizando o teste estatistico do qui-quadrado com corre¢do de Yates ou
teste exato de Fisher quando recomendado (SAMPAIO, 1998). Foi calculado as Chances de
ocorrer (0dds ratio) da analise bivariada com medidas de associagdo e intervalo de confianga
de 95%. O pacote estatistico RStudio v.0.97 para Windows foi utilizado para realizar matriz
de correlacio de Spearman, a fim de testar a multicolinearidade entre as varidveis
independentes (p > 0,80 ).

Ao final realizou-se uma analise multivariada de regressao logistica nao condicional,
sendo o modelo inicial constituido pelas as andlises bivariadas com p inferior a 20% e
plausibilidade biologica, levando em consideragdo também o poder estatistico, bem como as
interacdes encontradas através da comparacdo dos coeficientes estimados e eliminagdo de
variaveis com muitas perdas para composi¢do do modelo inicial (KATZ, 1999). O modelo
final, foi construido pela retirada das variaveis (modelo backward) de acordo com os valores

de p ajustado pelo teste de Hosmer & Lemshow, devendo cada varidvel ter nivel de
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significancia de 5% para permanecer no modelo final. A utilizagdo dos simbolos para o
sistema de unidades estd de acordo com o Sistema Internacional de Unidades (INMETRO,

2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prevaléncia de Neospora caninum e distribui¢cdo por propriedade e faixa etaria

No presente estudo, foram testados 289 soros, onde destes 29,76% (86/289) foram
positivos para anticorpos contra-N. caninum, com 87,5% (14/16) das propriedades
apresentando ao menos um animal positivo (Tabela 1), o que evidencia uma ampla exposi¢ao

do parasito nos rebanhos analisados.

Tabela 1. Frequéncia de bubalinos soropositivos para Neospora caninum,
distribuidos por propriedades presentes nas mesorregides do Estado do Rio

Janeiro
Propriedade Numero de Bubalinos Positivos (%)
examinados

1 30 6 (20)

2 18 7 (38,89)

3 11 7 (63,64)

4 4 0 (0)

5 14 4 (28,57)

6 4 2 (50,0)

7 19 5(26,32)

8 19 12 (63,16)

9 2 1 (50)

10 14 2 (14,29)

11 24 0 (0)

12 28 1(3,57)

13 9 4 (44,44)

14 24 10 (41,67)

15 65 21 (32,31)

16 4 4 (100)

Total 289 86 (29,76)

Como ndo foi possivel ter acesso dos registros de todos os bubalinos analisados,

apenas 270 animais compuseram o banco de dados, distribuidos em 15 propriedades,
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apresentando desta maneira 27,41% (74/270) de positividade, sendo 178 com idade de até 2

anos, 55 com idade de 2 a 4 anos, e 37 com idade superior a cinco anos (Tabela 2).

Tabela 2. Distribui¢do de positividade nos bubalinos em fung¢ao da faixa etaria

Total de (%)
Faixa etaria animais positivos negativos
<2 anos 178 (65,93) 44 (24,72) 134 (75,28)
2 a<4 anos 55(20,37) 13 (23,64) 42 (76,36)
>5 anos 37 (13,70) 17 (45,95) 20 (54,05)
Total 270 (100) 74 (27,41) 196 (72,59)

p=0,0243

Os resultados de prevaléncia no presente estudo, sdo proximos aos observados por
Guarino et al. (2000) na Italia, e por Gondim et al. (2007) no nordeste brasileiro utilizando-se
também da RIFI como ferramenta de diagnostico, conforme exemplificado na (Tabela 3),
encontrando uma soropositividade de 34,6% (477/1377) e 35,9% (42/117) respectivamente.
Resultados proximos a estes também foram relatados por Negrao et al. (2009) na zona oeste
de Sao Paulo, Brasil com 38,1% (154/404) de soropositividade, contudo o ponto de corte
adotado pelos autores para o teste foi de 1:100.

Resultados superiores foram relatados no Brasil por Fujii et al. (2001) em Sao Paulo
com 64% de 222 bufalos analisados pela RIFI sendo soropositivos, entretanto o ponto de corte
adotado para diluicao foi de 1:25, fator que promove assim mais sensibilidade do teste com
menor especificidade, justificando assim a alta prevaléncia encontrada, por outro lado caso
fosse adotado o ponto de corte 1:200 nesse mesmo estudo a freqiiéncia seria de 7,2%.

As prevaléncias de anticorpos anti-N. caninum encontradas alguns estudos do Brasil e
no mundo variam de 1,5% a 70,9% (DUBEY et al. 1998; HUONG et al. 1998; FUIJII et al.
2001; SOUZA et al., 2001; GENNARI et al., 2005; VOGEL et al., 2006; CAMPERO et al.,
2007; CRUDELI et al., 2007, HAJIKOLAEI et al.,, 2007, MEENAKSHI et al., 2007;
NEGRAO et al., 2009; VIANA et al., 2009; SILVA et al., 2010; NASIR et al., 2011;
SENGUPTA et al., 2013). Embora o processo de amostragem e o tamanho de amostra devam
ser considerados, tal diferenca pode ser atribuida principalmente as diferentes técnicas
adotadas, devendo-se também levar em consideracdo as diferencas de habitat das regides
estudadas. Tais fatos apresentados justificam assim as diferencas nos resultados nos estudos

apresentados, o que dificulta assim a comparacao direta dos resultados (Quadros 2 e 3).
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Dos 178 animais com idade até doi anos, 48 tinham idade inferior a oito meses, sendo
destes, 17 positivos para anticorpos contra-N. caninum. Contudo, ndo foi possivel fazer
pareamento vaca/bezerro para assim fazer uma inferéncia quanto a possibilidade de origem da
infeccdo, uma vez que anticorpos adquiridos via colostro em bezerros de bufalos podem
persistir em alguns animais por até sete meses, como demonstrado por Rodrigues et al.
(2005).

Apesar de altas prevaléncias ja relatadas nessa espécie, até o momento nao existe a
confirmagdo de que N. caninum é um agente abortivo em bufalas, apesar de existir um relato
na Italia da observacdo de cisto semelhante a N. caninum em um feto bubalino abortado,
contudo, ndo houve confirmacdo por meio de exame imunoistologico ou teste molecular
(GUARINO et al. 2000).

A freqiiéncia de ocorréncia de anticorpos N. caninum torna-se maior em func¢do do
aumento da idade dos bubalinos (GUARINO et al., 2000; FUJII et al., 2001; CAMPERO et
al., 2007; SENGUPTA et al., 2013), e no presente estudo uma associagdo significativa entre
idade e soroprevaléncia de N. caninum foi observada, com animais com idade superior a cinco
anos apresentando 2,62 mais mais chances de exposi¢do ao agente (Tabela 3). Na Itélia,
Guarino et al. (2000) verificaram que a prevaléncia de N. caninum aumentou com a idade dos

bufalos, indicando assim a exposicao a oocistos no ambiente.

Tabela 3. Associacdo da idade em bufalos sororreagentes para Neospora caninum nos
rebanhos distribuidos por propriedades presentes nas mesorregides do Estado do Rio Janeiro

Caracteristicas Animais
Valor de
Sorologia® Valores p OR" IC 95%°
>5 anos Positiva: 17 (6)°
Negativa: 20 (7)
0,0095 2,6246  1,2875-5,3503
<5 anos Positiva: 57 (21)
Negativa: 176 (65)
Total 270 (100)
“ RIFI; ° Razdo de Chances; © Usando aproximagdo de Woolf; ¢ Valores relativos em
percentagem
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4.2. Analise multivariada

Para analise multivariada, o modelo inicial foi construido utilizando as variaveis:
Bubalinos convivem com outros animais, tem criagdo de bovinos, objetivo da producio,
sistema de criacdo, tem gato na propriedade e faixa etaria dos bubalinos.

O modelo final revelou a existéncia de uma associagao entre o resultado sorologico ¢ a

variavel faixa etaria e a presenga de gatos como fator de risco. (Tabela 4).

Tabela 4. Modelo final da anélise multivariada, para determinagdo dos fatores de risco e de
protegdo, associados a infec¢do por Neospora caninum, nas messorregides que compdem o

estado do Rio de Janeiro

Variaveis Odds ratio Cl 95% p

Tem cria¢dao de bovinos? 1,8158 3,5216 0,9363 0,0775
Tem gato na propriedade? 6.0519 17,1290  2.,1382 0,0007
Faixa etaria ( < 2 anos / 2-4 anos) 1,0324 2,1710  0,4909 0,9331
Faixa etaria (> 5 anos / 2-4 anos) 2.7158 6.9330 1,0638 0,0367

Escore p: 0,0000
Likelihood p:0,0000

4.2.1. Propriedades rurais e presen¢a de outros animais

Ampla ¢ a variedade de animais silvestres e domésticos que tiveram exposi¢ao a N.
caninum, contudo isolamento viavel s6 foi possivel em alguns hospedeiros tais como o
bovino, ovino, bufalo, cdo, cavalo, bisdo ¢ veado de cauda branca (DUBEY; SCHARES,
2011).

Varios sdo os relatos de isolamento de cepas de N. caninum em bovinos em paises
como a Australia, Estados Unidos da América (EUA), Italia, Japao, Portugal, Reino Unido,
Suécia (DUBEY, 2003a), e Brasil (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004). J& em bufalos, o
primeiro isolado foi feito em animais naturalmente infectados e foi realizado por Rodrigues et

al. (2004) no Brasil.
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Uma vez que bovinos, podem ser infectados com isolados de N. caninum de bubalinos,
possivelmente bubalinos podem ter participagdo na dindmica da infec¢do na regido de estudo,
uma vez que caes ao terem acesso a tecidos de bubalinos infectados podem excretar oocistos
em suas fezes (RODRIGUES et al., 2004), podendo assim infectar tanto bubalinos quanto
bovinos. O que fica claro ao observer o resultado final do modelo de regressao, evidenciando
que propriedades onde existe a criagdo de bovino, bubalinos apresentam 1,58 mais chances de
serem soropositivos.

Apesar de no modelo final, o fato de propriedades criadoras de bubalinos,
apresentarem criacdo de bovinos ndo ter uma significéncia de 5%, tal resultado encontrado
sugere que mais trabalhos epidemioldgicos nesta espécie sejam realizados, buscando-se
elucidar o real papel da interelacdo entre as duas especies, uma vez que ¢ muito comum

bubalinos serem criados com bovinos aqui no Brasil.

4.2.1.1. Presenca de gatos nas propriedades

No presente estudo, a presenca de cades aparentemente ndo influencia na
soropositividade nos rebanhos bubalinos, ndo tendo a varidvel presenca de cdo ou canideos
silvestres nas propriedades visitadas significancia estatistica (p>5%), mas ao constatar a
presenca de gatos nas propriedades como fator de risco, estando ela no estudo diretamente
associada a soropositividade dos rebanhos alguns aspectos devem ser mencionados: 1° Apesar
de em alguns estudos felideos terem sorologia positiva, como demonstrado por Almeria et al.
(2013) em sua revisdo, até o momento ndo ha indicios que felinos eliminem oocistos apos a
ingestdo de tecidos contendo cistos, e muito provavelmente felideos de uma forma em geral
atuam somente como hospedeiros intermedidrios (McALLISTER et al., 1998), sendo
apontado em como fator de protegdao, assumindo assim que a presenga dos gatos, poderia ser
um indicador da auséncia de cdes, o que resultaria em uma reducdo do risco de transmissao
horizontal pela simples explicacdo da presenca de gatos, poder estar associada a auséncia de
cdes (HOBSON et al., 2005). °2 Por outro lado, é muito comum verificar a presenga de gatos
convivendo tranquilamente na presenga de cdes nas propriedades rurais brasileiras, sendo
muito comum também verificar a presenga dos mesmos nas instalagcdes e até mesmo dentro

dos cochos de alimentagdo, ou mesmo deitado sobre os alimentos dos bovinos (Figura 1).
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Figura 2. Verificagdo da presenca e estreita relacdo de caes e gatos nas propriedades

da regido estudada.

Essa estreita relacdo de diversos animais no mesmo ambiente possibilita rotas
alternativas de transmissdo como evidenciado por Frenkel; Parker (1996) e Rocha et al.
(2012) ao atribuir ao cdo uma rota alternativa para a transmissao da toxoplasmose através da
xenosmofilia. Apesar de gatos ndo terem o habito de xenosmofilia, ¢ bastante corriqueiro vé-
los muitas vezes deitados no chdo, bem como rolando no solo o que de certo modo nao
impediriam que os mesmos carreaecem oocistos nos seus pé€los depositando-os nos alimentos

e cochos dos bubalinos, o que explicaria assim a presenga de gatos como fator de risco.

4.2.2. Fatores associados a idade

Semelhantemente ao que acontece em bovinos, bubalinos tendem a ter maior
soropositividade em detrimento do incremento da idade, e alguns estudos revelaram maior

soropositividade em animais com faixa etaria de quatro anos, ou mais (FUJII et al., 2001;
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CAMPERO et al., 2007; SENGUPTA et al., 2013) tais resultados corroboram com os
encontrados no presente estudo, demonstrado pelo resultado final do modelo da analise de
multivariada, revelando que bubalinos com idade superior a cinco anos, quando comparados
com animais com idade de 2-4 anos, possuem 2,7 mais chances de serem soropositivos; o que
favorece a possibilidade de risco em adquirir a infec¢do no ambiente, através da transmissao
horizontal (MOORE et al., 2009), tendo maiores chances de adquirir a infeccdo com o
aumento da idade, sendo assim desafiados por mais tempo (GUARINO et al., 2000).

Como nao foi possivel fazer pareamento vaca/bezerro, fica dificil analisar qual a
principal rota de infec¢do nos rebanhos analisados, contudo cabe salientar que apesar de nao
existir estudos quanto como se da a transmissdo horizontal na espécie em questdo, os
resultados encontrados no presente estudo, bem como os resultados encontrados por Fujii et
al. (2001), Campero et al. (2007) e Sengupta et al. (2013) revelam que tal como acontece em

bovinos, esta seja uma via importante de infecgao.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Determinar a confirmagao de aborto por um determinado agente, requer uma analise
profunda, ndo se referindo apenas ao simples fato de encontrar o agente no feto, bem como
encontrar altos titulos na vaca, até por que o cendrio da pecudria brasileira ¢ muito complexo,
onde muitas vezes um “p¢€” ou a falta de alimento pode acabar sendo o responsavel por um
abortamento, o que revela o carater multifatorial do aborto em ruminantes de produgao.

Bubalinos sdo considerados animais ruasticos, € esta rusticidade é revelada frente aos
desafios que sdo submetidos nas diversas areas de criagdes, existindo poucas propriedades no
pais com caracteristica exclusivamente dedicadas a bubalinocultura. Via de regra, estes
animais sdo submetidos a pastos muitas vezes degradados ou mal manejados, € mesmo assim,
a causuistica de abortamentos ndo tem sido um problema, chegando-se a especular, que
bubalinos sejam resistentes em relagdo a N. caninum.

No Brasil bem como no mundo, ndo se tem relato de N. caninum promovendo
abortamento em bufalas e pouco se sabe sobre a susceptibilidade desses animais a0 mesmo.
Neste estudo ndo se identificou propriedade que apresentasse problemas de abortamento, o
que demonstra apesar da alta distribuicdo do parasito nos rebanhos analisados um convivio
em equilibrio, fato que ndo descarta a necessidade de maiores estudos e maiores investigacdes

frente a a¢do do agente em questdo em rebanhos bubalinos nacionais € no mundo.
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6. CONCLUSOES

Ap6s a analise dos resultados obtidos pode-se concluir que:

6.1. Ha uma exposi¢do dos bubalinos a N. caninum com ampla distribui¢do nas propriedades

inseridas n o estado do Rio de Janeiro, Brasil;

6.2. Mediante os resultados encontrados, pensa-se que a transmissao horizontal nas
propriedades analisadas seja a principal rota de transmissdo de N. caninum em bufalos na

regido estudada e,

6.2. Apesar da presenca de cdes no presente estudo nao apresentarem significancia estatistica,
medidas de controle se fazem necessarias quanto a presen¢a desses animais, bem como de
gatos nas instalagdes e principalmente nas proximidades dos alimentos. Uma vez que, a
estreita relagdo entre as duas espécies, pode ser responsavel pela dispersdao de oocistos de N.

caninum no ambiente da regido estudada.
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Anexo 2.

QUESTIONARIO

IDENTIFICACAO

Nome do proprietario:

Nome da propriedade:

Municipio: Distrito: Localidade

Acesso:

Endereco para correspondéncia: Cidade:

CEP: Tel: email:

DADOS GERAIS

N° total de bufalos Objetivo da producao ( )carne ( )leite ( )mista
Sistema de criacido: ( )extensivo ( )semi-intensivo ( )intensive

Convive com outros animais ( )sim ( )nio

Quais ( )equino ( )bovino ( )canino ( )feline ( )aves ( )outros

Presenca de animais silvestres ao redor da propriedade? ( )sim ( )nao

Quais? ( )capivara ( )gamba ( )Anta ( )pequenos roedores

( )outros
Presenca de ectoparasitas ( ) sim ( )ndo
Quais? () carrapatos ( ) piolhos ( )outro
Grau de infestacao ( ) baixa ( ) moderada ( ) alta
Usa produto ectoparasiticida: ( ) sim ( ) ndo Qual?
Frequéncia de aplicacio
Usa anti-helmintico: ( ) sim ( ) ndo Qual?
Frequéncia da vermifugacio
Usa outro(s) medicamento(s): ( ) sim ( ) ndo Qual?
Idade ao desmame
Tipo de vegetacio:
O(s) pasto(s) € (sao) proximos de alguma mata ( ) sim ( ) ndo ( )alguns
Observacoes

IDENTIFICACAO DO ANIMAL

Nome da propriedade:

Nome do animal:

Sexo:

Idade:

Raca:

Origem do animal

Grau de infestacio parasitaria:
Observacoes:
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Anexo 3. Resultados de todas as variaveis testadas, citadas ou ndo citadas no corpo da tese
frente a positividade ou negatividade dos bubalinos a anticorpos anti-N.Caninum, pela RIFI.

Varidveis OR Valor de p’
Objetivo da producao 0,1752
Sistema de criagao 0,0173
Convive com outros animais 3,21 0,0140
Convive com equino 0,82 0,7740
Convive com bovino 2,43 0,0057
Convive com canino 1,29 0,4012
Convive com felino 6,74 0,0001
Convive com aves 1,35 0,3308
Presenca de animais silvestres ao redor da propriedade? Indeterminado**
Tem capivara ao redor da propriedade? 1,43 0,4358
Tem gamba ao redor da propriedade? 1,45 0,3969
Tem anta ou paca ao redor da propriedade? 0,63 0,2847
Tem pequenos roedores ao redor da propriedade? 1,58 0,3921
Tem capivara ao redor da propriedade? 1,43 0,4358
Tem canino silvestre ao redor da propriedade 0,0004*
Tem felino silvestre ao redor da propriedade 0,36 0,0117
Idade ao desmame 0,0026
O(s) pasto(s) ¢ (sao) proximos de alguma mata Indeterminado™**
Sexo do animal 1,06 0,8890
Idade do animal

Raga do animal 0,4103
Origem do animal 0,51 0,2585

' Qui-quadrado com nivel de significancia de 95%

* Todos os animais associados a essa variavel ndo foram sororreagentes

** Todos os animais, apresentavam esta variavel
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Anexo 4. Valores de “p” observados nas variaveis relacionadas a epidemiologia da
neosporose bubalina nas mesorregides que compdem o estado do Rio de Janeiro, Brasil, com

plausibilidade biologica.

Variaveis (p<0,05) OR Valor de p
Faixa etaria 0,027
Propriedade tem criacdo de bovinos? 2,43 0,005
Propriedade tem outros animais no mesmo ambiente? 3,21 0,014
Qual o sistema de cria¢ao? 0,017
Tem gato na propriedade? 6,74 0,000
Variaveis (0,05<p<0,20) OR Valor de p
Qual o objetivo da produgao? 0,1752
Tem criagao de equino 1,53 0,1777
Variaveis (>0,20) Valor de p
Tem criacdo de galinhas? 0,330
Propriedade tem criagao de equinos? 0,774
Qual a origem do animal 0,258
Raca dos bubalinos 0,410
Sexo dos bubalinos 0,932
Propriedade tem anta ou paca? 0,285
Tem cao na propriedade? 0,401
Tem capivara na propriedade? 0,435
Tem gamba na propriedade? 0,396
Propriedade tem pequeno roedor? 0,392
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ANEXO 5. GALVAO, G. da S.; GONDIM, L. F. P.; PEREIRA, M. J. S.; DE OLIVEIRA, U.
V.; MUNHOZ, A. D. Soropositividade para Neospora caninum e associagao ao abortamento ¢
natimortos em rebanhos leiteiros do sudeste da Bahia, Brasil. Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria, v. 33, n. 4, p. 234-237, 2011.
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SOROPOSITIVIDADE PARA Neospora caninum E ASSOCIACAO
AO ABORTAMENTO E NATIMORTOS EM REBANHOS LEITEIROS
DO SUDESTE DA BAHIA, BRASIL*

Neaspora caninum SEROPOSITIVITY AND ASSOCIATION WITH ABORTIONS AND
STILLBIRTHS IN DAIRY CATTLE FROM SOUTHEASTERN BAHIA, BRAZIL

Gidedo da Silva Galvao!. Luis Fernando Pita Gondim?, Maria Julia Salim Pereira’,
Uillians Volkart de Oliveira*e Alexandre Dias Munhoz®

ABSTRACT. Galvao, G.da S.. Gondim. L.FP.. Pereira. M.1.S.. de Oliveira, UV. &
Munhoz, A.D. [Neespora caninum seropositivity and association with abor-
tions and stillbirths in dairy cattle from Southeastern Bahia, Brazil]. Soropo-
sitividade para Neospora caninum e associacdo ao abortamento e natimortos em reba-
nhos leiteiros do sudeste da Bahia. Brasil. Revista Brasileira de Medicing Veterindria,
33(4):234-237, 2011. Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias. Departamento de
Ciencias Agrarias e Ambientais, Universidade Estadual de Santa Cruz. Rodovia Ilhéus-
-Itabuna, Km 16. Salobrinho. Ihéus. 45662000, BA. Brasil. E-mail: munhoz(@uesc.br

This study aimed to determine the presence of antibodies against Neospora
caninum and the association between soropositivity and cases of abortion and stillborn
1 dawry cattle belonging to the Southeast of Bahia, Brazil. Serum samples were
collected from 755 cattle with ages equal or superior to five months. Serology
was performed by an indirect immunofiuorescence test with a cutoff of 1:200.
The Fisher exact test was used with a significance level of 5% to determine the
association between seropositivity and cases of abortion and stillborn calves.
The frequency of seropositive animals in herds was 13% (98/755). with titles
ranging from 1:200 to 1:3200. Antibodies against N. caninum were detected in
18 (94.7%) of 19 farms, with positivity ranging from 1.1 to 63.6%. The history of
abortion (p=0.005) and stillbirth (p=0.012) were significantly associated with seroposi-
tivity. being respectively, 3.76 and 7.44 times more frequent in seropositive cows. The
results show the exposure of cattle to N. caninum in the studied microrregion
and indicate that neosporosis should be included in the differential diagnosis of
bovine abortion in the region.

KEY WORDS. Cattle, neosporosis, prevalence.
RESUMO. Este estudo teve como objetivo verifi-  casos de abortamentos e de bezerros natimortos em

car a presenca de anticorpos contra Neospora ca-  rebanhos leiteiros pertencentes a regido Sudeste
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Neospera caninum e associagio ao abortamento e natimortos em rebanhos leiteiros do sudeste da Bahia. Brasil

com idades a partir de cinco meses foram submeti-
das a técnica de reacdo de imunofluorescéncia in-
direta com ponto de corte de 1:200. O teste exato
de Fisher foi utilizado com nivel de significincia
de 5%. A frequéncia de animais soropositivos nos
rebanhos foi de 13% (98/755), com titulos variando
de 1:200 a 1:3200. Anticorpos contra-N. caninum
foram detectados em 18 (94.7%) das 19 proprieda-
des. com positividade variando de 1.1 a 63.6%. O
historico de abortamento (p=0.005) e a ocorréncia
de natimortos (p=0.012) foram significativamente
associados a soropositividade, sendo respectiva-
mente, 3.76 e 7.44 vezes mais frequente em vacas
soropositivas. Os resultados obtidos evidenciam a
exposicio de bovinos ao agente na microiregiio es-
tudada, devendo-se incluir o parasito no diagnosti-
co diferencial nos possiveis casos de abortamento
bovino na regido.

PATLAVRAS-CHAVE. Bovinos, neosporose, prevaléncia.

INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozodario intracelular
obrigatorio. que infecta diversos mamiferos e aves
(Dubey 2003, Dubey et al. 2007, Costa et al. 2008).
Em bovinos Thilsted & Dubey (1989) detectaram
N. canimum em um rebanho com histérico de aborto
persistente no Novo México, EUA e, desde entdo, o
parasito ¢ apontado como uma das principais causas
de abortamento bovino em todo o mundo (Dubey
2003).

O abortamento € o tinico sintoma de neosporose
em vacas adultas, ocorrendo com maior frequéncia
entre 5° e 6° meés de gestacdo. Nestas circunstin-
cias, o feto pode morrer no utero, ser absorvido,
mumificado. autolisado, natimorto: pedendo nascer
vivo doente ou normal. porém cronicamente infec-
tado (Dubey 2003).

As prevaléncias de anticorpos anti-N. caninuim
encontradas em propriedades leiteiras em alguns
estudos do Brasil e no mundo variam de 2.9 a 89%
(Gondim et al. 1999, Dijkstra et al. 2001, Canada
et al. 2004, Bartels et al. 2006. Munhoz et al. 2006)
e a presenca do agente associado a ocorréncia de
abortamento € descrita por varios autores (Bartels et
al. 1999, Wouda et al. 1999, Corbellini et al. 2002).

Bovinos infectam-se por ingestdo de oocistos es-
porulados no ambiente (De Marez et al. 1999) ou
por fransmissdo transplacentaria, que se refere a
passagem do parasito via placenta de uma vaca com
infeccdo persistente para o feto (Trees & Williams
2005).

Embora a neosporose seja um problema comum
em muitos paises com producdo leiteira intensiva
(Dubey 2003), envolvendo animais de origem eu-
ropéia (Bartels et al. 2006), poucas sdo as pesquisas
em vacas leiteiras mesticas que passam por pouca
pressdo produtiva. o que motivou a realizacio des-
de estudo, cujo objetivo foi verificar a presenga de
anticorpos contra N. caninum em rebanhos leiteiros
do Sudeste da Bahia. Brasil e sua associacdo com
casos de abortamentos e natimortos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos municipios de Ilhéus
e [tabuna, inseridos na Microrregido Ilhéus-Itabuna
(Altitude de 47 m: Latitude Sul 14°70" e Longitu-
de Oeste 39°03"), no Estado da Bahia no periodo
de marco de 2008 a outubro de 2009. Foi utiliza-
da uma amostra ndo probabilistica de 755 animais.
com idade minima de cinco meses. provenientes de
19 propriedades leiteiras selecionadas a partir do
cadastro da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Es-
tado da Bahia (ADAB). Em cada propriedade foram
coletadas amostras de pelos menos 20% do rebanho
(Wouda et al. 1999). Critérios, como histdrico de
abortamento ou problemas reprodutivos, ndo foram
utilizados na selecéo dos animais.

A coleta de sangue foi realizada por puncdo das
veias jugular ou coccigea. utilizando-se tubo sem
anticoagulante. As amostras foram centrifugadas a
350 x g por 10 minutos, para obtencdo do soro e,
posteriormente realizada a reacdo dede imunofiu-
orescéncia indireta (RIFI), segundo Yamane et al.
(1997). com ponte de corte de 1:200 (Dubey & Lin-
dsay 1996).

Uma entrevista semi-estruturada foi realizada,
com os responsaveis das propriedades, para ob-
tencdo de dados sobre a ocorréncia de abortos e de
natimortos e um banco de dados foi montado no
programa EPI INFO 3.5.1 (Dean & Arnet 2008). no
qual foi realizado o teste exato de Fisher (Sampaio
1998) com nivel de significancia estabelecido em
5%, para avaliar a associacdo da soroposifividade
com a presenca de aborfamentos e bezerros nati-
mortos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente estudo, dos 755 soros testados, 13%
(98/755) foram positivos para anticorpos contra-N.
caninum (Tabela 1), sendo 67 vacas. cinco novilhas
e 26 bezerros. Os titulos variaram de 1:200 a 1:3200
e 94.7% (18/19) das propriedades apresentaram ao
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Tabela 1. Frequéncia de bovinos soropositivos para Ne-
ospora caninum, distribuides por propriedades, na microrre-
gido lIhéus-ltabuna, Estado da Bahia

Fazenda Numerode Positivos Porcentagem Total de bovinos

Bovinos por propriedade
examinados
1 i 7 63.6 14
2 44 13 29,5 86
3 55 7 12,7 250
4 94 1 1.1 203
5 22 3 136 43
6 24 2 83 41
7 27 4 14,8 45
8 12 2 16,7 18
9 88 7 8 216
10 73 16 21,9 133
1 35 6 171 120
12 47 4 85 67
13 14 3 214 60
14 29 2 6.9 42
15 129 15 11,6 277
16 12 3 25 33
17 4 1 25 18
18 18 0 0 52
19 17 2 1.8 66
Total 755 98 13 1764

menos um animal positivo, o que evidencia uma
ampla exposicdo do parasito nos rebanhos. Estes re-
sultados sdo semelhantes aos observados por Gon-
dim et al. (1999), Corbellini et al. (2006) e Munhoz
et al. (2006).

Valores mais altos de soropositividade foram re-
latados na Holanda com 39.4% de reagentes (Di-
jkstra et al. 2001), Alemanha 49%, Espanha 63%,
Holanda 76% (Bartels et al. 2006) e na Califorma
45% (Anderson et al. 1995). Embora o processo
de amostragem e o tamanho de amostra devam ser
considerados, tal diferenca pode ser atribuida a um
maior nivel de tecnifica¢do das propriedades que,
possuem animais de maior produtividade e que so-
frem maior pressdo produtiva, estando estes pro-
pensos ao recrudescimento da infecgdo e justifican-
do a diferenca nos resultados.

Por outro lado, as diferencas nos padroes raciais,
no manejo e no sistema de criaco, bem como dife-
rencas regionais e climaticas, interferem diretamen-
te na dinamica da mfeccéo por N. caninum, o que
dificulta uma comparagéo direta dos estudos, assim
como o uso de diferentes provas sorologicas e pon-
tos de corte distintos (Dubey et al. 2007).

No presente estudo, os dados sobre o histdrico
de abortos e natimortos foram obtidos de 418 e 408
vacas, respectivamente. O historico de abortamento
foi relatado em 4,78% (20/418) e de natimortos em
1.71% (7/408). Observou-se uma associagdo sig-
nificativa entre a exposi¢do ao agente e a presencga
de abortos (p=0.005) e a ocorréncia de natimortos
(p=0,012). O historico de abortamento fo1 3,76 ve-
zes mais frequente em vacas soropositivas em rela-

¢do as soronegativas, o que se assemelha aos estu-
dos de Paré et al. (1997) e Wouda et al. (1998). A
presenca de natimortos relatada fo1 7,44 vezes mais
frequente em vacas soropositivas (Tabela 2).

Tabela 2. Namero de bovinos segundo diagnéstico sorolégico
para Neospora caninum e histérico de aborto nos bovinos na
microrregido de llhéus e Itabuna, Estado da Bahia.

Neospora caninum Aborto Total
Presenca Auséncia
+ 8 55 62
- 12 343 346
— Total 20 398 418
p=0.005

Tabela 3. Namero de bovinos segundo diagnéstico sorolégico
para Neospora caninum e histdrico de natimortos nos bovinos
na microrregiao de llhéus e Itabuna, Estado da Bahia.

Neospora caninum Natimorto Total
Presenca Auséncia
+ 4 58 62
- 3 343 346
Total 7 401 408

p=0,012

Os estudos que evidenciam a associa¢do do
agente aos abortamentos bovinos e casos de nati-
mortos, em geral utilizam animais de origem eu-
ropéia criados em sistema intensivo de produgéo.
Desta forma, embora no presente trabalho também
tenham sido identificadas estas associacdes, 0 mes-
mo foi realizado em rebanhos constituidos por ani-
mais mesticos e, em sistemas de manejo em que a
pressdio produtiva e consequentemente o estresse
tendem a ser menores; isso pode justificar o baixo
numero de relatos de abortamentos nestes animais
(Tabela 2), e reforca o fato que o abortamento ¢ um
fenomeno multifatorial. Torna-se, portanto, neces-
saria a realizagio de estudos que avaliem a infecgdo
por N. caninum em rebanhos mesticos associados
aos quadros de abortamento.

Logo, a possibilidade de exposi¢do de bovinos
ao protozoario N. caninum, a ampla distribuigdo
nos rebanhos estudados e a associa¢do com os ca-
sos de abortamentos e natimortalidades remetem a
necessidade de inclusdo do parasito no diagnostico
diferencial nos casos de abortamento nos rebanhos
leiteiros do sudeste da Bahia.
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SURTO DE COCCIDIOSE EM BEZERROS BUFALOS (Bubalus bubalis)
POR Eimeria bareillyi GIL et al., 1963 (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) -
RELATO DE CASOS*

Gisele Santos de Meireles'*, Natalia Mello Pereira da Silva’, Gidedo da Silva Galvio!,
Claudio Rogério Rocha Almeida®, Walter Flausino® e Carlos Wilson Gomes Lopes®

ABSTRACT. de Meireles G.S., da Silva N.M.P., Galvdo G. da S., Almeida C.R.R..
Flausino W. & Lopes C.W.G. [Coccidiosis outbreak in water buffalo calves (Bubalus
bubalis due to Eimeria bareillyi Gil et al., 1963 (Apicomplexa: Eimeriidae) - Case
reports]. Surto de coccidiose em bezerros bufalos (Bubalus bubalis) por Eimeria ba-
reillvi Gil et al., 1963 (Apicomplexa: Eimeriidae) - Relato de casos. Revista Brasileira
de Medicina Veterinaria, 34(2):116-120, 2012. Curso de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR
465 Km 7, Seropédica. RJ 23890-000, Brasil. E-mail: gisa_meireles@yahoo.com.br

The buffalo breeding has great economic potential, but a little importance is giving
in some areas of Brazil. There is little information on the impact of coccidiosis in
calves. Eimeriosis 1s considered as more important especially in voung calves due to
morbidity and mortality. This paper aims to report two outbreaks of Eimeria bareillvi
on dairy farms, one at the Municipality of Rio Claro and, the second one located at the
Municipality of Itaguai, both in the State of Rio de Janeiro, Brazil. In the first dairy
farm, the owner pointed out death of 10 animals, aged between 30 and 60 days of life
n a period over four months. In the second propriety, calves aged of two to four we-
eks old, did not died. but developed symptoms characterized by sudden diarrhea, with
rapid recovery without causing anorexia or weight loss. In the first case, one of the 10
died calves was posted. Histologically, lesions in the final portion of the ileum were
characterized by loss of mucosal cells, shortening of villi and presence of the parasite
forms, characterized by oocysts, macro and microgametocytes. Likewise, in the second
property, young calves also developed diarrhea without come to death. Fecal samples
from calves of both dairy farms were examined, where a large amount of E. bareillyi
oocysts were found. Baycox ® 5% at a dose of 30mg/kg was used in both properties
and coccidiosis was cleared.

KEY WORDS. Coccidiosis outbreak, water buffalo. dairy farm, Eimeria bareillyi.

RESUMO. A criagdo de bufalos tem grande poten-  mais importante, especialmente nos animais mais
cial econdmico, mas pouca importancia é dada em  jovens, devido 4 alta morbidade e mortalidade. Este
algumas regides do Brasil. Com isso, hd poucas in-  frabalho tem como objetivo relatar dois surtos de
formacdos sobre o impacto das coccidioses em be-  Eimeria bareillvi em exploragdes leiteiras, um no
zerros bufalos. Eimeriose € considerada a doenga  municipio de Rio Claro e, a segunda localizada no
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municipio de Itaguai, ambos no Estado do Rio de
Janeiro, Brasil. Na primeira fazenda de gado leitei-
1o , 0 proprietario relatou obito de 10 animais, com
idades entre 30 e 60 dias de vida em um periodo
superior a quatro meses. Nos bezerros da segunda
propriedade, com idades variando de duas a quatro
semanas de idade, ndo houve obito, mas desenvol-
veram sintomas caracterizados por diarreia subita,
porém de recuperagdo rapida, sem causar anore-
xia ou perda de peso. No primeiro caso, material
de um dos 10 bezerros que morreram foi analisa-
do. Histologicamente, lesdes na porc¢do final do
ileo foram caracterizados pela perda de células da
mucosa, encurtamento das vilosidades e presenca
de varios estagios de desenvolvimento do parasita,
caracterizado por oocistos, macro, e microgameto-
citos. Da mesma forma. na segunda propriedade,
bezerros também tiveram como sintomas diarreia,
porém sem chegar a obito. As amostras fecais de
bezerros de ambas, propriedades citas, foram exa-
minados, onde uma grande quantidade de oocistos
de E. bareillyi foram encontrados. Baycox® a 5%
na dosagem de 30 mg/kg foi utilizado em ambas as
propriedades e a coccidiose foi debelada.

PALAVRAS-CHAVE. Surto de coccidiose. bufalos. granja
leiteira, Eimeria bareillvi.

INTRODUCAO

A Eimeriose ¢ uma doenca causada por protozo-
ario que tem como agentes etiologicos, varias espe-
cies do género Eimeria Schneider, 1875 (Apicom-
plexa: Eimeriidae) parasito intracelular obrigatorio
da mucosa intestinal e transmitida por oocistos que
necessitam de umidade e temperatura ideais para
seu desenvolvimento, manutengdo e esporulagdo
ambientais (Soulsby 1998). Esta parasitose pode
cursar com infecgdo aguda, caracterizada por ente-
rite, variando de diarreia branda a severa com ou
sem sangue, inflamagdo da mucosa intestinal, de-
sidratacdo, pelos arrepiados e sem brilho, perda de
peso, anemia. baixa conversdo alimentar, podendo
ocorrer, dependendo da severidade da infeccéo, sin-
tomatologia nervosa (Griffiths 1974).

A susceptibilidade dos animais a eimeriose pode
estar relacionada, principalmente a idade, a predis-
posicdo genética, resisténcia imunologica inata ou
adquirida, niveis de estresse, manejo, desmama, lo-
caliza¢do do parasito no epitélio intestinal, nume-
ro ¢ localizacdo das fases enddgenas, assim como
fatores climaticos e ambientais (Hayat et al. 1994).
Segundo os estudos de Levine (1985), Bovinos e

bubalinos possuem alguns parasitos do género Fi-
meria em comum. Dentre as principais especies, ja
identificadas acometendo bubalinos foram encon-
tradas: Eimeria zurnii, E. bovis, E. cylindrica, E.
ellipsoidalis, E. auburnensis, E. subspherica, E.
bareillyi, E. canadensis, E. ankarensis e E. buki-
donensis (de Noronha Jr & Buzetti 2002). A iden-
tificagdo das espécies tem sido baseada nas carac-
teristicas morfologicas dos oocistos esporulados,
bem como, na espécie de hospedeiro e localizacio
das suas fases endogenas (Fayer 1980; Ramirez et
al. 2009). Das espécies anteriormente citadas E.
ankarensis e E. bareillyi, sdo tidas como especifi-
cas de bubalinos. Eimeria bareillyi, destaca-se das
demais espécies, que se desenvolvem na mucosa
do intestino delgado. por ser eliminada em grande
quantidade nas fezes de bezerros bufalos, durante
as duas primeiras semanas de vida (Nalbantoglu
et al. 2008). Varios relatos de infecgdo por E. ba-
reillyi em bufalos tem sido feitos na India. onde fo1
possivel determinar que este parasito € especifico
do bufalo domeéstico (Sanyal et al. 1985). Num in-
queérito feito em 20 propriedades das provincias de
Caserta e Latina, na Italia, dos 162 animais exami-
nados 14% encontravam-se positivos para oocistos
desta espécie, sendo relatados pouco ou nenhum
sintoma clinico associados a doenga (Restani &
Tass1 1969).

No Brasil, os relatos de E. bareillyi foram feitos
em Minas Gerais e o outro no Rio de Janeiro. No
primeiro relato, os dados foram obtidos da observa-
cdo da evolugdo da eimeriose em bezerros bubali-
nos naturalmente infectados, sendo esta a primeira
espécie 1dentificada, a partir do nascimento até o
23° dia de vida. Permanecendo como tnica espé-
cie prevalente nas fezes de bezerros do 7° ao 14°
dia de vida. Os animais mais intensamente parasi-
tados tiveram sintomatologia clinica caracterizada
por apatia, diarréia com muco e sangue. Alguns dos
animais estudados vieram a ébito indicando a pato-
genicidade deste parasito (Bastianetto et al. 2008).
No Rio de Janeiro, O caso descrito encontrou trés
bezerros que albergavam oocistos de E. bareillyi
nas fezes de um total de 33 bezerros bufalos exa-
minados. Neste caso, 0s animais encontravam-se
aparentemente saudaveis (Ramirez et al. 2009). Em
outro estudo na Holanda, realizado com bezerros
bufalos naturalmente infectados, também foi pos-
sivel evidenciar a patogenicidade de E. bareilly,
associando-a ao obito de animais com trés semanas
de vida (Dubey et al. 2008).
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Tabela 1. Aspectos comparativos dos oocistos esporulados de Eimeria bareillvei procedentes de Buballus bubalis

Numero de Qocistos (um) Esporocistos (Um) Referéncias
Amostras Didmetro Indice Didmetro
Maior Menor morfométrico Maior Menor
- 30,8 216 18 8 Gill etal. 1963.
(26 - 35) (19 - 25)
- 35-24 25-15 - 18-15 6-9 Levine, 1985
- 27.2 19,3 1,38 - - Dubey et al. 2008
(23,2-95) (16,5 - 22) (1.26 - 1,57)
48 28-30 19 - 21 15 7 Bastianetto et al. 2008
65 29,5 21,3 14 16,4 7.2 Ramirez et al. 2009
(27 - 33) (20 - 24) (1,2-1.8) (13-19) (8-8)
Presente trabalho:
13* 31,05 25,11 1,24 - - Rio Claro, RJ
(28 — 34) (22-29) (1,0-1,38)
13" 35,12 25,62 1,37 16,13 7,95 ltaguai, RJ
(32-41) (23-27) (1,18-1,50) (13-19) (7-9)

*Oocistos néo esporulados.
** Qocistos Esporulados.

Foi sugerido, em ambos 0s casos, para o tratamento
dos animais, o medicamento conhecido por sua marca
comercial Baycox® (Toltrazuril a 5%)* na dosagem
de 30 mg/kg por ter sua eficiéncia comprovada nos
estagios intracelulares dos coccidios, produzindo uma
diminuicéo da atividade enzimatica mitocondrial com
consequente alteracdo do metabolismo respiratorio e
dano na sintese dos acidos nucléicos para a formacio
das estruturas constituintes dos oocistos (Darius et al.
2004) o que o tomou efetivo para a prevengdo e tra-
tamento curativo para bufalos (Ghanem et al. 2008).
Smalizando a eficiéncia do tratamento precoce de ani-
mais infectados: ja, refletindo numa queda da taxa de
eliminagéo de oocistos nas fezes, bem como no nu-
mero de dias de eliminacdo de oocistos e diminuiu
substancialmente a severidade da diarréia nos animais
destas duas propriedades.
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EFICACIA IN VITRO DA GENTAMICINA SOBRE I}ACTERIAS
ISOLADAS DE VACAS COM MASTITE SUBCLINICA NA
MICRORREGIAO ILHEUS-ITABUNA, BAHIA *
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ABSTRACT. de Oliveira U.V., Galvao G. da S., Ribeiro AR. da P., Andreoli J.L.
& Munhoz A.D. [Efficacy in vifro of gentamicin on bacteria isolated from cows
with subclinical mastite in microrregion Ilhéus-Itabuna, Bahia]. Eficacia in vifro
da gentamicina sobre bactérias isoladas de vacas com mastite subclinica na microrre-
gido Tlhéus-Ttabuna, Bahia. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, 34(3):213-218,
2012. Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias, Departamento de Ciéncias Agra-
rias e Ambientais, Universidade Estadual de Santa Cruz, Rodovia IThéus-Ttabuna, Km
16, Salobrinho, Ilhéus, BA 45662000, Brasil. Email: munhoz@uesc.br

The aimed this study was evaluated in virro the sensivity to anbiotics in bacteria 1so-
lated from milk of cows diagnosed with subclinical mastitis, from 10 dairy farms, with
acess available, located in the microrregion Ilhéus-Itabuna in Bahia. Twenty percent of
lactating cows of each property was selected, and the selection criterion utilized was
the presence of the cow in the parlor at the time of visit. The test for identification of
subclinical mastitis was the California Mastitis testis (CMT), i roofs where a positive
reaction was detected, proceeded to the sample, with approximately 10 mL of milk in ste-
rile test tube with screw cap, 1dentified and kept in refrigeration until it 1s processed and
later made the isolation and identification of bacteria. The antibiogram was performed by
disk diffusion method, and the antibiotics tested with the following concentrations per
disk: ampicillin (10pg), clindamyein (2p1g), chloranphenicol (30pg). gentamicin (10pg),
oxacillin (1pg), penicilin (10pg), tetracycline (30ug) e vancomycin (30ug). The results
was analyzed using descriptive analysis to calculate absolute and relative frequencies
for the different parameters studied. Of the 187 cows selected and submitted to CMT, 74
was positive, totaling 110 teats reagents. Being identified 45 colonies of Staphviococcus
aureus, 45 de Corynebacterium sp., 37 de S. coagulase negative, 16 de Bacillus sp., 16
de Escherichia coli e 2 de Klebsiella sp. Among all tested antibiotics gentamicin was the
one with the lowest percentage of resistance in all bacteria isolated in this study, proved
to be an alternative to producers in the region of study for the control of bovine mastitis.

KEY WORDS. Staphylococcius aureus, antibiogram, bacterian resistence.

RESUMO. Neste estudo foi avaliada a sensibilida-  ca, provenientes de 10 propriedades leiteiras, com
de in vitro a antibidticos em bactérias isoladas de  disponibilidade de acesso, localizadas na Micror-
leite de vacas diagnosticadas com mastite subclini-  regido Ilhéus-Itabuna no Estado da Bahia. Selecio-
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nou-se 20% das vacas em lactacdo de cada proprie-
dade, tendo como critério de selecdo a presenga das
mesmas na sala de ordenha no momento da visi-
ta. O teste escolhido para identificacdo da mastite
subclinica foi o California mastitis testis (CMT).
Nos tetos onde se detectou uma reagdo positiva ao
CMT. procedeu-se a colheita de aproximadamente
10mL de leite em tubo de ensaio estéril com tam-
pa de rosca, identificado e mantido sob refrigera¢do
até o seu processamento, que visava o isolamento
e 1dentificagdo das bactérias. O antibiograma fo1
realizado pelo método de difusdo de disco, sendo
testados os antibidticos com as seguintes concen-
tragdes: ampicilina (10ug)., clindamicina (2pg),
cloranfenicol (30ug), gentamicina (10ug), oxaci-
lina (1pg), penicilina (10ug). tetraciclina (30ug) e
vancomicina (30ug). Os resultados obtidos foram
analisados, utilizando analise descritiva de calculo
de frequéncias absoluta e relativa para os diferentes
parametros estudados. De 187 vacas selecionadas e
submetidas ao CMT, 74 foram positivas, totalizan-
do 110 tetos reagentes. Identificou-se 45 colonias
de Staphylococcus aureus, 45 de Corynebacterium
sp.. 37 de S. coagulase negativo, 16 de Bacillus sp.,
16 de Escherichia coli e 2 de Klebsiella sp. Dentre
todos os antibidticos testados a gentamicina foi a
que apresentou o menor percentual de resisténcia
em todas as bactérias 1soladas, demonstrando ser
uma alternativa aos produtores da regido de estudo,
no controle da mastite bovina.

PALAVRAS-CHAVE. Staphylococcus aureus, Antibiograma,
Resisténcia bacteriana.

INTRODUCAO

A mastite ¢ a inflamacdo da glandula mama-
ria, em geral provocada pela presenca de bactérias
(Langoni et al. 2001, Oliveira et al. 2010), podendo
levar a descarte de vacas (Silva et al. 2004), perdas
na producio leiteira (Philpot 1984) e consequen-
temente prejuizos na industria de produtos lactéos
(Oliveira et al. 2000).

O aumento da resisténcia aos antibioticos em
bactérias provenientes de ambientes de produgio
animal e as possiveis implicagdes para saude publi-
ca tém levado a uma intensiva fiscaliza¢ao do uso de
antimicrobianos (Lima et al. 2006), sendo de suma
importancia um melhor conhecimento do perfil de
resisténcia dessas bactérias (Hogan & Smith 2003),
uma vez que esta resisténcia ¢ o principal motivo da
ineficiéncia terapéutica (Langoni et al. 2000a).

Logo, a realizagdo de estudos relacionados com

a etiologia e sensibilidade in vitro dos microrganis-
mos frente aos antibidticos fornecem informagoes
que possibilitam aumento da produtividade do reba-
nho, bem como melhor qualidade do leite produzi-
do (Langoni et al. 2001, Medeiros et al. 2009), pois
do contrario caso a pressdo de selecdo continue e o
controle microbiano se torne ineficaz, a propagagio
da resisténcia se expandira, com aumento da popu-
lacao de bactérias que serdo totalmente resistentes
aos antibioticos atualmente disponiveis (Dalmarco
et al. 2006, Medeiros et al. 2009), como o Staphylo-
coccus aurenis que tornou resistente a meticilina
(MRSA) (CLSI 2005).

Dentro deste contexto a realizagdo deste estudo
teve o objetivo de avaliar a sensibilidade in vifro
para antibioticos por bactérias isoladas de leite de
vacas diagnosticadas com mastite subclinica, na
microrregido Ilhéus-Itabuna, estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado, em 10 propriedades lei-
teiras, com disponibilidade de acesso, da microrre-
gido Tlhéus-Ttabuna (Altitude de 47 m: Latitude Sul
14°70" e Longitude Oeste 39°03"), no periodo de
julho de 2008 a julho de 2009. Selecionou-se 20%
das vacas em lactacdo de cada propriedade, tendo
como critério de selecdo a presenca das mesmas na
sala de ordenha no momento da visita. Os rebanhos
eram compostos por vacas mesticas (zebuinas X eu-
ropéias) com diferentes graus de consaguinidade,
em diferentes estagios de lactagdo.

Coleta das amostras e isolamento bacteriano

Nos tetos onde se detectou uma reagdo positiva
pelo Califérnia mastitis testis (CMT), procedeu-se
a colheita das amostras, com aproximadamente
10mL de leite em tubo de ensaio estéril com tampa
de rosca, identificado e mantidos sob refrigeragdo
at¢ o seu processamento. Uma aliquota de 20 uL
do leite foi inoculada em Agar sangue ovino 5%
desfibrinado, sendo incubado posteriormente em
estufa bacteriologica a 37°C. no periodo de 24 a 48
horas. Procedeu-se o isolamento e 1dentificacdo das
bactérias de acordo com suas caracteristicas morfo-
tintoriais ¢ bioquimicas propostas por Quinn et al.
(2005).

Teste da Susceptibilidade
O antibiograma foi realizado pelo método de
difusdo de disco de acordo com os padrdes esta-
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belecidos pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2005), sendo testados os antibioti-
cos com as seguintes concentragoes por disco: am-
picilina (10pg)*, clindamicina (2pg)*, cloranfenicol
(30ug)*, gentamicina (10pg)*, oxacilina (1pg)*, pe-
nicilina (10pg)*, tetraciclina (30pg)* e vancomicina
(30ug)*. Os diametros dos halos de inibigao de cres-
cimento obtidos foram registrados e interpretados
de acordo com os padrdes estabelecidos pelo CLSI
(2005).

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados, utili-
zando analise descritiva de calculo de frequéncias
absoluta e relativa para os diferentes parametros es-
tudados (Sampaio 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 187 vacas selecionadas e submetidas ao
CMT. 74 foram positivas, totalizando 110 tetos re-
agentes. Sendo identificadas 45 colonias de S. au-
reus, 45 de Corynebacterium sp., 37 de S. coagulase
negativo, 16 de Bacillus sp., 16 de Escherichia coli
e 2 de Klebsiella sp.

Todas as colonias isoladas apresentaram um alto
percentual de resisténcia aos antibioticos betalac-
tamicos (tabelas 1, 2 e 3). Além, da possibilidade
do seu uso indiscriminado, estes resultados podem
" * Sensifar ¢ Multifar-Cefar®.

estar associados a presenca de S. aureus resisten-
tes a meticilina (MRSA) (CLSI, 2005), tendo o
gene mecA associado a resisténcia (Chung et al.
2008). sendo este também o provavel responsavel
pela resisténcia de S. coagulase negativo (Liithje
& Schwarz 2006, Febler et al. 2010). Nao obstan-
te uma alta producdo de p-lactamase (Oliveira et
al. 2000) enzima que pode estar presente tanto em
bactérias gram-positivas quanto nas gram-negativas
(Sousa Junior et al. 2004), justificaria os resultados
encontrados para Corynebacterium sp e E. coli.

Os estudos de Gentilini et al. (2000), Pengov &
Ceru (2003), Turutoglu et al. (2006), Coelho et al.
(2009) e Vanderhaeghen et al. (2010) para S. au-
reus e Bueno et al. (2003) e Ebrahimi et al. (2007)
para os gram-negativos demonstram que a resistén-
cia aos antibidticos beta-lactamicos € cosmopolita e
uma vez que estes estdo entre os antibioticos mais
utilizados para o tratamento da mastite bovina (Gu-
ler et al. 2005) o que remete a necessidade de seu
uso e dose adequados, com avaliagdo in vifro prévia
para determinagdo da sensibilidade.

O cloranfenicol mostrou uma eficacia acima de
80% frente a S. aureus, S. coagulase negativo e Ba-
cillus sp. (tabela 1 e 2). no entanto o seu uso ndo
¢ recomendado em animais cujos produtos sejam
destinados ao consumo, devido a sua toxicidade
(Fergunson et al. 2005). A vancomicina se mostrou
eficaz frente a E. coli (tabela 3), enquanto que a

Tabela 1. Perfil de sensibilidade a antibidticos de microorganismos isolados de vacas com mastite subclinica

na microregido llheus-ltabuna, BA.

Antibioticos Staphylococcus aureus Staphylococcus coagulase negativo
Numero (%) Numero (%)

Bactérias Resistente Intermediario Sensivel Bactérias Resistente Intermediario Sensivel
Gentamicina 37 0(0) 0(0) 37(100) 45 3(6,66) 2(4,44) 40(88,88)
Vancomicina 37 14(37,83) 0(0) 23(62,16) 45 13(28,88) 0(0) 32(71,11)
Cloranfenicol 37 1(2.70) 5(13.51) 31(83.78) 45 4(8,88) 1(2,22) 40(88.,88)
Clindamicina 37 11(29,72) 12(32,43)  14(37,83) 45 15(33,33) 15(33,33)  15(33,33)
Tetraciclina 37 5(13.51) 8(21.62) 24(64.,86) 45 4(8,88) 12(26,66)  29(64.44)
Oxacilina 37 29(78,37) 0(0) 8(21,62) 45 37(82,22) 0(0) 8(17.77)
Ampicilina 37 27(72.97) 0(0) 10(27.02) 45 35(77.77) 0(0) 10(22,22)
Penicilina 37 26(70,27) 0(0) 11(29,72) 45 44(97,77) 0(0) 1(2.22)

Tabela 2. Perfil de sensibilidade a antibidticos de microorganismos isolados de vacas com mastite subclinica

na microregido llheus-ltabuna, BA.

Antibiéticos Corynebacterium sp. Bacillus sp.
Numero (%) Numero (%)
Bacterias Resistente Intermedidrio Sensivel Bactérias Resistente Intermediario Sensivel
Gentamicina 45 0(0,0) 2(4.,44) 43(95,55) 16 0(0,0) 1(8,25) 15(93,75)
Vancomicina 45 15(33,33) 0(0,0) 30(66,66) 16 0(0,0) 0(0,0) 16(100,0)
Cloranfenicol 45 17(37,77) 1(2,22) 27(60,0) 16 0(0,0) 2(12,5) 14(87,5)
Clindamicina 45 29(64,44) 0(0,0) 16(35,55) 16 7(43,75) 5(31,25) 4(25,0)
Tetraciclina 45 19(42,22) 5(11,11) 21(46,66) 16 1(6,25) 2(12,5) 13(81,25)
Oxacilina 45 42(93,33) 0(0,0) 3(6,66) 16 11(68,75) 4(25,0) 1(6,25)
Ampicilina 45 32(71,11) 5(11,11) 8(17,77) 16 9(56,25) 5(31,25) 2(12,5)
Penicilina 45 37(82,22) 3(6.66) 5(11,11) 16 9(56,25) 2(12,5) 5(31,25)

Rev. Bras. Med. Vet., 34(3):213-218, jul/set 2012

215

71



Uillians Volkart de Oliveira et al

Tabela 3. Perfil de sensibilidade a antibioticos de microorganismos isolados de vacas com mastite subclinica

na microregido llheus-ltabuna, BA.

Antibiéticos Escherichia coli Klebsiella sp.
Numero (%) Numero (%)
Bacterias Resistente Intermediaric Sensivel Bactérias Resistente Intermediario  Sensivel
Gentamicina 16 0(0) 1(6,25) 15(93,75 02 0(0) 0(0) 2(100)
Vancomicina 16 1(6.25) 1(6.,25) 14(87.5) 02 1(50,0) 0(0,0) 1(50,0)
Cloranfenicol 16 3(18,75) 5(31,25) 8(50) 02 2(100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Clindamicina 16 9(56,25) 1(6.25) 6(37.5) 02 1(50,0) 1(50.0) 0(0,0)
Tetraciclina 16 1(6,25) 3(18,75) 12(75) 02 0(0,0) 0(0,0) 2(100,0)
Oxacilina 16 186(100) 0(0) 0(0) 02 2(100.0) 0(0.0) 0(0.0)
Ampicilina 16 13(81,25) 2(12,5) 1(6,25) 02 0(0,0) 0(0,0) 2(100,0)
Penicilina 16 12(75) 2(12,5) 2(12.5) 02 2(100.0) 0(0.0) 0(0.0)

clindamicina depois dos antibidticos betalactami-
cos fol o que obteve a pior eficacia, ndo tendo dessa
forma o seu uso aconselhado para a regido.

A tetraciclina obteve baixa porcentagem de
bactérias resistentes (tabela 1, 2 e 3), a exce¢do de
Corynebacterium sp. (tabela 2) e uma vez que hou-
ve resisténcia em apenas 13,51% das colonias de S.
aureus 1soladas (tabela 1), pode-se sugerir que o uso
indiscriminado desse antibiotico na regifo possa ser
baixo, uma vez que Moroni et al. (2006) observa-
ram 58.8% de colonias de S. qureus resistentes a
tetraciclina, tendo como justificativa o uso acentua-
do deste antibiético para combate de enfermidades
respiratorias na regido.

Dos antibidticos testados, a gentamicina foi o que
obteve a menor porcentagem de bactérias resisten-
tes, com resisténcia observada em apenas 3 (6,67%)
de 45 colonias de S. coagulase negativo (tabela 1).
Esta eficacia corrobora com os estudos realizados
por Gentilini et al. (2002), Nunes et al. (2007), Go-
oraninejad et al. (2007) e Nam et al. (2009).

Essa informagdo é importante para a regido no
ambito técnico, principalmente para profissionais
que atuam a campo e que ndo dispdem de estrutu-
ra para procedimentos laboratoriais (Cunha et al.
2006). Entretanto, se o seu uso for frequente e de
forma inadequada, faz com que as chances de su-
cesso regridam bastante (Nader Filho et al. 2007),
uma vez que o uso indiscriminado destes antibio-
ticos influencia nos mecanismos de resisténcia das
bactérias (Meng et al. 1998, Schroeder et al. 2002)
como observado em diversos estudos (Chopra &
Roberts 2001, Bueno et al. 2003, Freitas et al. 2005,
Turutoglu et al. 2006, Nader Filho et al. 2007).

Logo, ressalta-se a necessidade de realizagdo de
exames microbiologicos e de testes de sensibilidade
in vitro das amostras isoladas dos casos de masti-
te, antes da prescrigdo de uma droga antibacteriana
(Marinho et al. 2002), pois o seu uso correto mini-
mizara o desenvolvimento de resisténcia, além do

ganho qualitativo com o controle e monitoramente
da mastite bovina, levando-se em consideracdo a
importancia do tratamento das mastites como parte
de um programa integrado para o seu controle (Lan-
goni et al. 2000Db).

CONCLUSOES
Dentre todos os antibidticos testados a genta-
micina foi a que apresentou o menor percentual
de resisténcia em todas as bactérias isoladas neste
estudo, demonstrando ser uma alternativa aos pro-
dutores da regido de estudo, no controle da mastite
bovina.

Agradecimentos. A Agéncia de Defesa Agro-
pecuaria do Estado da Bahia (ADAB), ao CNPq, a
FAPESB e a UESC.
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ABSTRACT. de Oliveira U.V., Galvdo G. da S., de Magalhdes V.C.S., Costa S.C.L.,
Andrioli I.L., Ribeiro A R. da P. & Munhoz A.D. Seropositivity for Neospora cani-
num as factor associated with infectious mastitis in crossbred cows in Northeas-
tern Brazil. [Soropositividade para Neospora caninum como fator associado a mastite
infecciosa em vacas mestigas no nordeste brasileiro]. Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria 34(4):270-274, 2012. Laboratorio de Analises Clinicas Veterinaria, De-
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The aim of this study was to verify the relation of absence of infectious mastitis
in cows exposed to Neaspora caninum. From 10 dairy farms located in northeastern
Brazil 20% of lactating cows were selected, totaling 203 animals. The blood of each
cow was obtained for serology; California Mastitis Test (CMT) was performed for me-
asurement of somatic cell count. Milk was collected only from teats CMT reagent for
bacterial isolation. Serology was performed by indirect immunofluorescent antibody
test using cut-off point of 1:200. A structured interview was carried out about animals’
management, with variables that could influence mastitis cases, such as: presence of
calf during milking, use of milking machine, veterinary care, somatic cell count routi-
nely measured, age of animals, culling of cows in the farms, cleanliness of milker be-
fore milking and disinfection of teats before and after milking. Unconditional logistic
regression was performed where it was observed that the presence of the calf during
milking (p<0.0001) and cows seropositive for N. caninum (p=0.0311) were protection
associated factors. It was concluded that crossbred cows exposed to N. caninum with
no history of abortion were less susceptible to mastitis.

KEY WORDS. Cattle. neosporosis, mastitis.

RESUMO. Para verificar a relagdo da auséncia da
mastite infecciosa em vacas expostas a Neospora
caninum, foram selecionadas 20% das vacas em
lactacdio de 10 propriedades leiteiras localizadas
no Nordeste do Brasil. totalizando 203 amimais. O
sangue de cada vaca foi colhido para sorologia; O
California Mastitis testis (CMT) fo1 utilizado para

a mensuracdo da contagem de células somaticas. O
leite foi colhido apenas dos tetos reagentes ao CMT,
para o i1solamento bacteriano. A sorologia fo1 reali-
zada através da rea¢do de imunofluorescéncia indi-
reta, utilizando ponto de corte de 1:200. A entrevista
estruturada foi realizada sobre o manejo dos ani-
mais, com variaveis que poderiam influenciar casos
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de mastite, tais como: presenca de bezerro durante a
ordenha, uso de equipamento de ordenha, cuidados
veterinarios, contagens de células somaticas men-
suradas rotineiramente, idade dos animais, abate
de vacas em fazendas, higienizagdo do ordenhador
antes da ordenha, e desinfeccdo dos tetos antes e
apos a ordenha. Regressfo logistica ndo condicio-
nal fo1 utilizada, onde fo1 observado que a presenca
do bezerro durante a ordenha (p<0.0001) e vacas
soropositivas para N. caninum (p= 0,0311) foram
fatores de protecdo associados. Conclui-se que va-
cas mestigas expostas N. caninum sem historico de
aborto foram menos susceptiveis a mastite

PALAVRAS-CHAVE. Bovinos. neosporose. mastite.

INTRODUCTION

Neospora caninum is a coccidian parasite with
worldwide distribution, accounting for losses in
dairy cattle due to induction of abortion (Dubey
1999). Evidence shows that cattle exposed to N. ca-
ninum can develop some degree of protective im-
munity against abortion and vertical transmission,
suggesting that immunoprophylaxis can be a viable
alternative (Dubey et al. 2007).

The subclinical infectious mastitis 1s that positi-
ve to California Mastitis Test (CMT), confirmed by
microbial growth (Bradley 2002). Infectious masti-
tis 1s triggered by invading pathogens and involves
leukocyte migration toward the mammary gland
(Paape et al. 2003); as infection persists, the number
of somatic cells found in milk increases (Leitner et
al. 2000, Zhao & Lacasse 2007), indicating inflam-
mation of the gland.

Interactions between N. canimim and the host im-
mune system can aid in the protection of the host, the
parasite, or both; thus, it is critical to understand the
consequences of inducing specific immune responses
in the host (Innes et al. 2007). Systemic immunity in
cattle is closely associated with the immune response
of the udder (Mallard et al. 1998), and seropositive
cattle without a history of abortion due to N. caninum
are more efficient at producing a protective respon-
se within the mammary gland (Peregrine et al. 2004).
However, few studies on immune response in the ud-
der and N. caninum have used animals of purely Fu-
ropean origin (Bos faurus faurus) (Ould-Amrouche et
al. 1999, Peregrine et al. 2004). This study was moti-
vated by the absence of information regarding cross-
bred cattle for dairy production (European x zebu) and
aims to determine the association between exposure to
N.caninum and infectious mastitis in crossbred cattle.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted in the northeastern
region of Brazil (Alttude 47m: 14°70" S and
39°03"W) in 10 dairy farms, from July 2008 to July
2010. Presence of seropositive animals to N. cani-
num (Galvéo et al. 2011) and identical production
system (semi-extensive system) were the criteria
for selection of herds. The herds had an average dai-
ly production of 353 kg of milk in the rainy season,
and 261.8 kg during the dry season; in addition, the
group was composed of crossbred animals (Europe-
an x zebu) with varied degrees of consanguinity. At
least twenty 20% of the lactating cows were selec-
ted in each herd, comprising the 203 animals from
which blood samples were collected. The selection
criterion was to use the cows that were in the mi-
Iking parlor at the time of the visit. CMT was then
performed on the samples collected from all teats.
The collected blood was centrifuged at 350g for 10
minutes and, after separation of serum, it was pla-
ced 1n a cryotube, labeled, and kept at -20°C until
the conduction of serology. The CMT reagent used
was 0.2% bromocresol purple.

Approximately 10mL of milk were collected and
put in sterile test tube with screw cap, identified and
kept under refrigeration until processing of teats
that presented positive reaction by CMT. An aliquot
of 20uL of milk was inoculated in 5% defibrinated
sheep blood agar and subsequently incubated in a
bacteriological incubator at 37°C for 24 to 48 hours.
The isolation and identification of bacteria was car-
ried out according to their morphology, staining and
biochemical characteristics as proposed by Quinn et
al. (2005), characterizing the animal as positive or
negative for infectious mastitis.

A structured interview was performed with ow-
ners or managers of the farms to obtain informa-
tion about the management of animals that could
influence the cases of mastitis, such as: presence of
calf during milking, use of milking machine, veteri-
nary care, somatic cell count (SCC) routinely mea-
sured, age of animals, culling of cows in the farms.
cleanliness of milker before milking and disintec-
tion of teats before and after milking. The age of
the animals was categorized by the determination
of the median.

Detection of anti-N. caninum antibodies was
performed by indirect immunofluorescent antibody
test (IFAT) (Yamane et al. 1998), using tachyzoites
of the Nc-Bahia strain (Gondim et al. 2001) and a
cufoff point of 1:200. Database and statistics sof-
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Table 1. Factors assessed in order to verify association with infectious mastitis in cattle from Nor-

theastern Brazil

Factors Category Cattle Odds Ratio P*
Positive  Negative (C195%)
n % n %
Presence of calf during milking Yes 43 27.90 111 72.10 0.15(0.07-0.31) <0.000001
No 35 7140 14 28.60
Seropositive for Neospora caninum Yes 03 15 17 85 0.25(0.07-0.89) 0.04
No 75 40.98 108 59.02 "
Use of milking machine Yes 50 45.00 €1 55.00 1.87(1.04-3.34) 0.05
No 28 3040 64 69.60 "
Veterinary care Yes 28 28.30 71 71.70 0.42(0.23-0.76) 0.006
No 50 48.10 54 51.90 "
Somatic cell count routinely measured Yes 16 27.58 42 72.41 0.51(0.26-0.98) 0.06
No 62 4280 83 57.20 "
Cleanliness of milkers before milking Yes 28 3460 53 6540 0.76(042-1.36) 044
No 50 41.00 72 5%.00 "
Disinfection of teats before and after miking  Yes 42 37.90 66 62.10 1.04 (0.59-1.83) 0.99
No 36 38.90 59 61.10 "
> 6 years old Yes 47 4160 66 5840 1.35(0.76-241) 0.37
No 31 3440 59 65.60 "

*Using Chi Square test.
** Reference category.

tware Epi Info version 3.5.1 (Centers for Disease
Control and Prevention) were used to perform the
analysis of the association between the explanatory
variables, seropositivity to N. caninum and masti-
tis. The bivariate analysis was made using the ¥’
test, or Fisher exact test, whenever necessary. Be-
fore further analysis, Biostat Program for Windows
version 5.0 was employed to perform Spearman’s
correlation matrix, in order to verify the colline-
arity among the independent variables (p=0.80).
Variables with p<0.20 at the bivariate analysis and
p<0.80 at the correlation analysis were included in
the multivariable analysis by logistic regression,
which was employed to confirm the association be-
tween factors and mastitis. The variables introduced
in the model were selected through the backward
elimination procedure based on the likelihood-ratio
test. The required level of significance for a factor
to be considered as associated in the final model
was set at 5%.

RESULTS AND DISCUSSION

Of the tested animals without infectious masti-
tis 59.02% (108/183) were seronegative, and 85%
(17/20) were seropositive for N.caninum, thereby
showing a significant association (p=0.043) betwe-
en seropositivity and lack of mastitis (Table 1). All
the seropositive cattle had no history of abortion, as
reported by producers.

In bivariate analysis, besides of seropositivity to
N. caninum, the variables: presence of calf during
milking, use of milking machine in the property, ve-

terinary care, somatic cell count routinely measured
obtained p<0.2 (Table 1), did not show collinearity
with each other and thus formed the initial model of
logistic regression. The final model showed the pre-
sence of the calf during milking and seropositivity
for N. caninum as a protective factor associated with
mastitis (Table 2). As all farms culling old animals,
this variable cannot be included in the analysis.

The results of this study corroborate the work of
Ould-Amrouche et al. (1999), who noted an asso-
ciation between seropositivity and low SCC count,
and Peregrine et al. (2004), who verified that cattle
seropositive to N. caninum were less likely to show
infectious mastitis when compared to seronegative
cattle.

An important aspect to consider is that the ani-
mals used in this study were crossbred (European x
zebu), whereas previous studies have used animals
of purely European origin; hence. the mechanisms
of resistance to mastitis associated with exposure
to N. caninum may be similar between B. t. indicus
and B. t. faurus. It 1s likely that these mechanisms of
resistance are related to Thl-type responses obser-
ved in cattle that were experimentally infected with

Table 2. Final multivariable logistic regression model for infec-
tious mastitis in cattle from Northeastern Brazil

Factors Qdds Ratio 95% CI p

Presence of calf during mi- 0.1494 0.0719-0.3104 <0.0001
lking (Yes/No)
Seropositive for Neospora

caninum (Yes/No)
Likelihood <0.0001.

0.2260 0.0585-0.8738  0.0311
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N. caninum (Marks et al. 1998, Lunden et al. 1998,
De Marez et al. 1999, Williams et al. 2000, Andria-
narivo et al. 2001, Tress et al. 2002). The Thl-type
response stimulates production of cytokines, such as
interferon gamma (Quiroga et al. 1993), tumor ne-
crosis factor (Rewinski & Yang 1994). granulocyte-
-macrophage colony stimulating factor (Sordillo et
al. 1992, Sordillo & Streicher 2002) and nitric oxide
(Goof et al. 1996) these factors are related to the
immune defense mechanisms of the host.

Once these cytokines have been employed in the
defense of the mammary gland (Daley et al. 1993),
it 1s possible that N. caninum seropositive cattle can
develop a cross-protective immunity in the udder
due to an increase in the Thl response components,
making them more resistant to infections. This hy-
pothesis is consistent with the findings of Hassig &
Gottstein (2002) that herds with abortion problems
caused by N. caninum, and likely an inefficient Thl
response, had high mastitis rates and decreased milk
production. Thus, the protective mechanisms of the
host, which aid in preventing abortion, can also help
to protect the udder. However, further studies are
needed to confirm this hypothesis and to determine
whether the breed standard can contribute to absen-
ce to mastitis.

Although old cows are culled off as prophylactic
control, it 1s believed that culling reaches the same
proportion of N. caninum seropositive and serone-
gative animals, as the characteristics of the farms
of this study resemble the controls in the study by
Hobson et al. (2005), who did not observe a higher
culling rate for seropositive animals. Finally, the
presence of the calf during milking in B. t. indicus
had a positive effect, also observed in other studies,
either by reducing cases of mastitis (Oliveira et al.
2011), probably by the depletion of the gland. or
increase in milk production (Combelles et al. 2003).

CONCLUSION

The exposure to N. caninum is a factor associa-
ted with absence of infectious mastitis in crossbred
cattle in the conditions of this study.
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Abstract Lopes BB, Berto BP, Luz HR, Gal-
vao GS, Lopes CWG. 2013. The ruby-
crowned tanager Tachyphonus coronatus
Vieillot (Passeriformes: Thraupidae): a
new host for Isespora navarroi Berto, Flau-
sino, Luz, Ferreira, Lopes, 2009 (Apicom-
plexa: Eimeriidae). [O tié-preto Taehpho-
nus coronatus Vieillot (Passeriformes: Thrau-
pidae): Um novo hospedeiro para Isospora
navarroi Berto, Flausino, Luz, Ferreira, Lo-
pes. 2009 (Apicomplexa: Eimeriidae)] Cocci-
dia 1, 2-4. Departamento de Biologia Animal,
Instituto de Biologia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. BR-465 km 7,
23897-970 Seropédica, RI, Brasil. E-mail:
bertobp@ufirj.br

This study report ruby-crowned tanagers Ta-
cInphonus coronatus Vieillot parasitized by
Isospora navarroi Berto, Flausino, Luz, Fer-
reira, Lopes, 2009. This coccidium was origi-
nally described parasitizing the Brazilian ta-
nager Ramphocelus bresilius dorsalis Sclater
and thereafter from the palm tanager Thraupis
palmarum Wied; however it has never been
described in other hosts. Its oocysts are spher-
ical to subspherical, 21.0 x 20.6 pm, with a
smooth, bilayered wall. Micropyle, oocyst
residuum and polar granule were absent. The
sporocysts are ellipsoidal, 15.2 % 9.3 pm. The
Stieda body is flattened and the substieda
body is small and delicate. The sporocyst
residuum is composed of scattered granules,
which sometimes, turns into a ring form. The
sporozoites are vermiform, with a robust and
elongate posterior refractile body.

Kevwords Morphology, sporulated oocysts,
Coccidia, Thraupidae, Passeriformes, Maram-
baia Island.

Resumo Este estudo relata tiés-pretos Tac/ny-
phonus  coronatus Vieillot parasitados por
Isospora navarroi Berto, Flausino, Luz, Fer-
reira, Lopes, 2009. Este coccidio foi original-
mente descrita parasitando o tié-sangue Ram-
phocelus bresilius dorsalis Sclater e, posteri-
ormente, o sanhaco-do-coqueiro Thraupis
palmarum Wied, no entanto, nunca foi descri-
to em oufros hospedeiros. Seus oocistos sao
estéricos a sub-esféricos, 21.0 % 20.6 pm, com
parede dupla e lisa. Micropila, residuo e gra-
nulo polar estao ausentes. Os esporocistos sao
elipsoidais, 15.2 % 9.3 nm. O corpo de Stieda
¢ achatado e o corpo substieda € pequeno e
delicado. O residuo do esporocisto é compos-
to de granulos dispersos, que, algumas vezes,
formam um anel. Os esporozoitos sao vermi-
formes, com corpo refratil posterior robusto
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Palavras-chave Morfologia, oocistos esporu-
lados, Coccidia, Thraupidae, Passeriformes,
Ilha da Marambaia.

Introduction

The ruby-crowned tanager Tachyphonus
coronatus Vieillot is an endemic thraupid bird
from South America. It habits in Argentina,
Brazil and Paraguay. Its distribution and eco-
logical niches are similar to the others tana-
gers, as the Brazilian tanager Ramphocelus
bresilius dorsalis Sclater and the palm tanager
Thraupis palmarum Wied (Sick 1997, CBRO
2011, TUCN 2013).

Recently, some coccidian parasites were
reported from birds on the Marambaia 1sland.
From thraupids, six Isospora Schneider, 1881
were recorded: (1) Isospora tiesangui Berto,
Flausino, Luz, Ferreira, Lopes, 2008; (2) Isos-
pora marambaiensis Berto, Flausino, Luz,
Ferreira, Lopes, 2008; (3) Isospora sepetiben-
sis Berto, Flausino, Luz, Ferreira, Lopes,
2008; (4) Isospora cadimi Berto, Flausino,
Luz, Ferreira, Lopes, 2009; (5) Isospora na-
varroi Berto, Flausino, Luz, Ferreira, Lopes,
2009 and (6) Isospora ramphoceli Berto,
Flausino, Luz, Ferreira, Lopes, 2010. All
these species were described from the Brazil-
ian tanager R.b. dorsalis (Berto et al. 2008,
2009, 2010a); however, I riesangui was re-
ported from the palm tanager 7. palmarum
and blue dacnis Dacnis cavana Linnaeus and
I navarroi was reported from the palm tana-
ger T. palmarum (Berto et al. 2010b, 2011b).

The aim of this study was to report one
more host for I tiesangui in Marambaia Ts-
land: the ruby-crowned tanager 7. coronatus.

Materials and methods

Four ruby-crowned tanagers were captured
using nets at Marambaia Island (23°04°S,
43°53°W) in the State of Rio de Janeiro. They
were kept in individual cages, and feces were
collected immediately after defecation. After
identification, the birds were released and the
fecal samples were placed in plastic vials con-
taining 2.5% potassium dichromate solution
(K,Cr,04) 1:6 (v/v). Samples were carried to
the Laboratério de Coccidios e Coccidioses,

Universidade Federal do Rio de Janeiro. Sam-
ples were placed in a thin layer (c¢.5 mm) of
K,Cr;07 2.5% solution in Petri plates and
incubated at 23-28°C for 10 days or until 70%
of the oocysts were sporulated. Oocysts were
recovered by flotation in Sheather’s sugar
solution (S.G. 1.20) and examined micro-
scopically using the technique described by
Duszynski & Wilber (1997). Morphological
observations and measurements, given in mi-
crometers (im), were made using a Carl Zeiss
binocular microscope with an apochromatic
oil immersion objective lens and an ocular
micrometer (K-15X PZO, Poland). Line draw-
ings were prepared using a Wild M-20 bin-
ocular microscope with a drawing tube. Pho-
tomicrographs were taken using a digital cam-
era (Sony CD Mavica MVC-CD250). Size
ranges are shown m parenthesis followed by
average and shape index (L/W ratio).

Results and discussion

Four ruby-crowned tanagers were exam-
ined; being that one was positive for coccidia.
Initially, the oocysts were nonsporulated,
while 70% sporulated by day three.

The identified oocysts (Fig. 1) were
spherical to subspherical, 21.0 (20-22) x 20.6
(20-21) pm, with shape-index of 1.02. Oocyst
wall bi-layered and smooth, 1.lpm. Micro-
pyle, oocyst residuum and polar granule are
absent. Sporocysts ellipsoidal, 15.2 (15-16) x
9.3 (9-10) pm, with shape-index of with 1.63.
Stieda body flattened, 0.5 high x 1.5 wide.
Substieda body small and delicate, 1.0 high x
2.5 wide. Parastieda body absent. Sporocyst
residuum composed of scattered granules,
which sometimes, turns into a ring form.
Sporozoites vermiform, with a robust and
elongate posterior refractile body.

These oocysts had the same characteristic
features of the oocysts of I navarroi de-
scribed from R.A. dorsalis and T. palmarum
on Marambaia Island. Therefore, in the cur-
rent study, a new host for I navarroi is re-
corded, once that feature-similar oocysts were
recovered from the ruby-crowned tanager 7.
coronatus.
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