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Resumo. A neosporose € considerada uma das principais doencas causadoras de aborto na
bovinocultura leiteira mundial. O agente etiol6gico é o Neospora caninum e pode causar
disturbios reprodutivos e neuroldgicos. Objetivou-se detectar anticorpos anti-Neospora
caninum em fémeas bovinas, no municipio Tiros, MG, bem como, estabelecer os possiveis
fatores de risco envolvidos. Foram coletadas 100 amostras de soro sanguineo de fémeas
bovinas, provenientes de 20 propriedades rurais distintas com diagnostico fundamentado
na sorologia por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Realizou-se anélise
estatistica descritiva (frequéncias absoluta e relativa) e determinacéo de fatores de risco
pelo teste ndo paramétrico Odds Ratio para duas amostras independentes, considerando um
nivel de significancia de 5%. A ocorréncia detectada foi de 36% (36/100). O fator de risco
identificado foi auséncia de assisténcia do médico veterinario (P < 0,0451). Todas as
propriedades (100%, 20/20) avaliadas apresentavam histdrico recente de alteragdes
reprodutivas, como aborto, repeticdo de cio e/ou retencdo de anexos fetais, com isso,
fazem-se necessarios estudos epidemioldgicos que visem identificar os possiveis agentes
etioldgicos envolvidos para minimizar possiveis impactos econdmicos, bem como, a
atuacdo permanente e vigorosa do medico veterinario nas propriedades rurais do municipio.

Palavras chave: aborto, neosporose, ocorréncia

Detection of anti-Neospora caninum antibodies in dairy cattle in
municipality Tiros, Minas Gerais

Abstract. Neosporosis is considered one of the main diseases causing abortion in dairy
farming worldwide. Neospora caninum is identified as a causal of reproductive problems
and neurological disorders. The goal was to detect anti-Neospora caninum antibodies in
cow, in the municipality of Tiros, MG, besides establish the possible risk factors involved.
A total of 100 serum samples were collected from cow in 20 different rural properties with
diagnosis based on serology by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Descriptive statistical analysis (absolute and relative frequencies) and determination of risk
factors by the non-parametric Odds Ratio test for two independent samples was performed,
considering a significance level of 5%. The detected occurrence was 36% (36/100). The
risk factor identified was the lack of assistance from the veterinarian (P < 0.0451). All
properties (100%, 20/20) evaluated had a recent history of reproductive changes, such as
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abortion, repetition of heat and / or retention of fetal attachments, therefore,
epidemiological studies are needed to identify the possible etiological agents involved to
minimize possible economic impacts, as well as the permanent and vigorous performance
of the veterinarian in the rural properties of the municipality

Keywords: abortion, neosporosis, occurrence

Deteccidn de anticuerpos anti-Neospora caninum en ganado lechero
en el municipio de Tiros, MG

Resumen. La neosporosis se considera una de las principales enfermedades que causan el
aborto en la produccién lechera en todo el mundo. El agente etiolégico es Neospora
caninum y puede causar trastornos reproductivos y neurolégicos. El objetivo fue detectar
anticuerpos anti-Neospora caninum en hembras bovinas, en el municipio de Tiros, MG, asi
como establecer los posibles factores de riesgo involucrados. Se recogieron 100 muestras
de suero sanguineo de hembras bovinas, de 20 propiedades rurales diferentes con
diagndstico basado en serologia mediante el ensayo de inmuno absorcion enzimatica
(ELISA). Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo (frecuencias absolutas y relativas) y
la determinacién de factores de riesgo mediante la prueba no paramétrica de Odds Ratio
para dos muestras independientes, considerando un nivel de significancia del 5%. La
aparicion detectada fue del 36% (36/100). El factor de riesgo identificado fue la falta de
asistencia del veterinario (P < 0,0451). Todas las propiedades evaluadas (100%, 20/20)
tenian un historial reciente de cambios reproductivos, como el aborto, la repeticion del
calor y / o la retencion de los accesorios fetales, por lo tanto, se necesitan estudios
epidemioldgicos para identificar los posibles agentes etioldgicos involucrados para
minimizar los posibles impactos econdmicos, asi como el desempefio permanente y
vigoroso del veterinario en las propiedades rurales del municipio.

Palabras clave: aborto, neosporosis, casuistica

Introducéo

A neosporose é causada pelo protozoario Neospora caninum (N. caninum) que foi identificado pela
primeira vez 1984 em ambiente rural (Megid et al., 2016). Relevante na pecuaria de leite por causar
distdrbios reprodutivos, com intervalos de cio irregulares e abortos, geralmente registrados entre o
quinto e sexto més de gestacao, além de manifestagdes neuroldgicas, principalmente em bezerros (Bruhn
et al., 2012; Megid et al., 2016).

Os hospedeiros intermediarios dessa coccidiose sdo: bovinos, ovinos, caprinos, equinos, felinos,
cervideos e bubalinos (Basso et al., 2010). Como hospedeiros definitivos destacam-se os canideos, com
cao domeéstico apresentando papel determinante no ciclo dessa parasitose no ambiente rural (Megid et
al., 2016).

O N. caninum pode ser transmitido de forma horizontal e vertical. Na transmissdo horizontal, os
hospedeiros intermediarios adquirem a neosporose por meio da ingestdo de oocistos esporulados na
agua ou alimentos, que sdo excretados nas fezes do hospedeiro definitivo. Ja os hospedeiros definitivos
se infectam ingerindo tecidos ou 6rgdos com cistos dos hospedeiros intermediarios, como, 0s anexos
placentérios de vacas infectadas. Na transmissdo vertical, a fémea gestante infecta seu feto via
transplacentéria, podendo manter o parasita no rebanho durante geracdes, por meio da transmissao
vertical, ndo apresentando manifestacOes clinicas aparentes e se mantendo como portadores e relevantes
disseminadores do patégeno (Reichel et al., 2013).

Por ser uma doengca de carater de polimorfismo clinico, e na maior parte dos casos cursar de forma
inaparente, estima-se que no Brasil, 0s prejuizos econdmicos causados pela neosporose sejam superiores
a brucelose e leptospirose, que também sdo doencas abortivas (Vianna et al., 2008). Os métodos de
diagndstico mais utilizados na rotina sdo os métodos indiretos, que verificam a presenca de anticorpos
anti-N. caninum no soro dos hospedeiros, sendo comumente empregados o teste de imunofluorescéncia
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indireta e o teste do ensaio imuno enzimatico Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Carvalho
et al., 2014).

Nao existe vacinacgdo eficaz que evite os abortos nos bovinos ou a eliminacdo de oocistos pelos cées
(Reichel et al., 2013). O controle deve se basear na interrupcéo do ciclo bioldgico do parasito. Portanto
deve-se impedir 0 acesso de cdes as fontes de alimento de ruminantes e também, é essencial a remocéo
de anexos placentarios, fetos abortados e animais mortos, a fim de se evitar a ingestdo de restos
placentérios pelos cdes (Teixeira et al., 2010).

Mediante a relevancia da neosporose na bovinocultura leiteira, o presente estudo visou detectar a
presenca de anticorpos anti-N. caninum em fémeas bovinas no municipio de Tiros, MG, bem como,
identificar os possiveis fatores de risco envolvido na ocorréncia dessa doenca.

Material e métodos

Este estudo foi conduzido conforme os principios éticos de experimentacdo animal e mediante a
submissdo e aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario de
Patos de Minas (UNIPAM), sob o numero do protocolo 04/19 e ap0Gs prévia autorizacdo dos
proprietarios.

Local de estudo

Tiros € um municipio brasileiro do estado de Minas Gerais localizado na Mesorregido do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba e na Microrregido de Patos de Minas. O municipio tem como principal
atividade a pecuaria de leite, alcangando em 2014 o vigésimo segundo lugar entre 0s municipios com
maior producdo de leite, produzindo um total de 80.512 litros de leite por ano (ANUALPEC, 2019).

Delineamento do estudo e calculo amostral

Foi realizado um estudo observacional transversal prospectivo, no periodo de abril a agosto de 2019.
A amostragem foi definida utilizando-se 0 método de georreferenciamento, com a determinacgdo exata
(latitude e longitude) das propriedades selecionadas, por meio de um Sistema de Posicionamento Global
(GPS e-Trex 10 Garmin®) para confeccdo de um mapa com a distribuicdo dos animais reagentes
conforme a area.

A regido estudada foi estratificada e avaliada de acordo com os recursos disponiveis, como presenca
de rios e foram rotuladas quanto a compatibilidade para o desenvolvimento da bovinocultura leiteira.
As éreas que apresentavam caracteristicas mais propicias, consequentemente ficaram com maior parte
da amostragem. As propriedades foram selecionadas por de sorteio aleatério de forma que a amostra
fosse representativa do municipio.

O rebanho de bovinos no municipio de Tiros é de cerca 80310 cabecas, sendo 21415 cabegas acima
de 24 meses, independente da raga e sexo, distribuido em 1.110 propriedades destinadas & producéo de
leite e corte. Para se determinar o tamanho amostral considerou-se frequéncia esperada de 18,4%
bovinos reagentes ao N. caninum, conforme estudo realizado em bovinos leiteiros, no municipio de
Uberlandia, MG (Nasciutti et al., 2018). Foi estabelecido um nivel de confianga de 95% e com erro
estimado de 5% (o = 0,05), totalizando uma amostra representativa de 100 animais.

No municipio de Tiros atualmente no perimetro rural existem cerca de 1110 fazendas cadastradas no
Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA) sendo essas, destinadas a bovinocultura de leite e corte. As
propriedades foram selecionadas aleatoriamente, de acordo com o0 zoneamento disponibilizado pela
prefeitura. Selecionaram-se cinco animais por fazenda, perfazendo 20 propriedades amostradas.

Caracterizagdo da populacao e critérios de sele¢ao

Foram incluidas no estudo 100 fémeas adultas da espécie Bos taurus, independentemente da idade,
do padréo racial e do sistema de producdo destinadas a producdo leiteira, exclusivamente pertencente a
propriedade do municipio de Tiros, Minas Gerais.
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Propriedades que ndo possuiam registros dos animais, quanto aos fatores de risco estudados, como
histérico reprodutivo, identificacdo dos animais e desautorizagdo do responsavel durante o
procedimento de colheita foi retirada do estudo e substituida, em busca da manutencdo do n amostral
calculado.

Questionario epidemioldgico

Foi realizado um inquérito epidemioldgico com aplicacdo de um questionério, a fim de se avaliar
fatores de risco inerentes a ocorréncia da doenca. As varidveis consideradas como possiveis fatores de
risco para a neosporose relacionaram-se as caracteristicas individuais inerentes aos animais e de cada
propriedade.

Os fatores analisados foram idade, raca, sistema de producdo (extensivo, semi-intensivo ou
intensivo), tipo de ordenha (manual ou mecénica), se ocorre compra frequente de animais, historico de
problema reprodutivo (retencdo de placenta, repeticdo de cio e aborto); presenca de aborto (sim, néo,
raramente); época do aborto (terco inicial, médio ou final da gestacdo); manejo dos fetos abortados e
destino das vacas que abortaram; presenca de assisténcia veterinaria, introducdo frequente de novo
animais no rebanho; historico de vacinagéo e vermifugacdo dos animais.

Coleta de material

A coleta de sangue foi realizada com o animal em estacdo, contido fisicamente em um brete, por
meio da puncdo da veia coccigea na cauda, utilizando-se seringas descartaveis de 10 mL e agulhas 25 x
8 estéreis, apos antissepsia com alcool em tubos a vacuo sem anticoagulante, devidamente identificados.
As amostras foram adequadamente mantidas refrigeradas apds a coleta, em um compartimento
isotérmico com gelo reciclavel, e posteriormente encaminhadas ao Laboratdrio de Patologia Clinica do
Centro Clinico Veterinario, do UNIPAM. Apo6s as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por cinco
minutos para extracdo do soro, aliquotadas em tubos de polietileno de fundo cénico e armazenadas -20
°C para serem enviadas ao laboratério para analise.

Teste soroldgico

O exame para determinagdo de anticorpos anti-Neospora caninum foi realizado em laboratorio
comercial particular consolidado no mercado, Tecsa®, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Utilizou-se 0
método ELISA previamente validado para a determinacao de neosporose para a espécie bovina (Guedes
et al., 2008), o qual, utilizou anticorpos especificos para N. caninum, com a utilizacdo de amostras em
duplicata.

Analise estatistica

Para célculo da frequéncia foi dividido o nimero de animais soro reagentes pelo nimero de animais
amostrados, utilizando-se andlise estatistica descritiva por meio de frequéncias absoluta e relativa. O
programa utilizado para a analise estatistica foi o Graphpad versdo 5.0 para Windows (San Diego,
California, USA), utilizando-se um teste ndo paramétrico Odds Ratio para duas amostras independentes
para determinacdo de fatores de risco, considerando um nivel de significancia de 5%.

Resultados

Determinou-se uma ocorréncia de 36% (36/100) de fémeas bovinas que apresentaram anticorpos
anti-N. caninum na regido de Tiros, Minas Gerais.

A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum nesse percentual relevante aponta que o agente pode
estar presente em muitas propriedades da regido estudada. Observou-se que 85% (17/20) das fazendas
avaliadas apresentaram pelo menos um animal reagente. Fato esse que alerta a regido, uma vez que, a
neosporose pode ser a causa de disturbios reprodutivos presentes no rebanho da regido e pode estar
sendo subestimada, por cursar com parte significante de animais assintomaticos, embora, estejam
cronicamente afetados (Vianna et al., 2008). A distribuicdo dos bovinos soro reagentes no municipio de
Tiros encontra-se detalhada na figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo dos 36 animais soro reagentes a Neospora caninum em regides
do municipio de Tiros, MG. *Fonte: Dados da pesquisa, 2019. *A escala
utilizada foi de 1: 100.000

Detectou-se um maior percentual de animais regentes (61,1%; 22/36) nas regides Norte e Leste do
municipio (Figural). Essa maior ocorréncia pode ser justificada pelo fato de que a maioria das
propriedades dessa regido eram menos tecnificadas. A maioria dessas adotava o sistema de criacdo
extensivo ou semi-intensivo, com aquisicdo frequente de animais, e algumas ndo tinham assisténcia do
médico veterinario.

A regido sul do municipio apresentou 0 menor nimero de animais soro reagentes (8,3%; 3/36). Esse
numero inferior pode ser devido a maior concentracdo de propriedades de sistema intensivo nessa area,
nas quais, o controle sanitario dos animais é mais rigido, com assisténcia frequente do médico
veterinario, e uma menor rotatividade de animais nas propriedades, dificultando assim, a disseminacdo
do agente.

Comparando os resultados os obtidos com outros estudos que também utilizaram o método ELISA
para a deteccdo dos anticorpos, os valores foram semelhantes aos apresentados por Dittrich et al. (2008),
Justo et al. (2013) e Sartor et al. (2005) os quais encontraram uma ocorréncia de 35,5% (145/408), 33,0%
(423/1.263) e 37,6%, respectivamente. Frequéncias inferiores foram encontradas por Nasciutti et al.
(2018) que identificaram 18,4% (136/740) de animais soro reagentes para o N. caninum e Langoni et al.
(2013) de 24,0%.

O aumento de animais soro reagentes pode estar relacionado a falta de conhecimento dos produtores
rurais a respeito da Neosporose e seus métodos de profilaxia, levando a acreditar que essa doenca esteja
sendo subdiagnosticada nas propriedades. Este aumento também pode estar relacionado ao sistema de
criacdo, pois, 85% das propriedades adotavam regime semi-intensivo ou extensivo, no qual os animais
ficam na maior parte do tempo em piquetes a pasto, o que facilita acesso de cées as fontes de alimentacao
dos bovinos e também, aos anexos placentarios e fetais. Outro fator que pode ter contribuido para esse
aumento é o manejo inadequado dos fetos abortados. Como demonstrado (Tabela 1), 70,0% das
propriedades ndo faziam nenhum manejo de descarte com os fetos abortados, apesar de néo ter sido um
fator de risco relevante nesse estudo, esses fatores contribuem para a manutengdo do coccideo no
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ambiente, uma vez que, a ingestdo de fetos abortados e anexos placentarios contaminados € a principal
fonte de infe¢do para os canideos.

A assisténcia do médico veterinario demonstrou ser um fator de risco relevante (P=0,0451, OR: 1,27,
IC: 0,13-7,09) na deteccdo de anticorpos anti-N. caninum. Resultado semelhante foi apresentado em um
estudo feito por Silva et al. (2008). A auséncia de assisténcia veterinaria nas propriedades rurais implica
diretamente no aumento dos animais soro reagentes, pois, sem a orientacdo profissional ndo séo
implementadas medidas efetivas de controle e profilaxia, ou a identificacdo de outras doencas e que
podem causar disturbios semelhantes & neosporose. Os fatores de risco avaliados encontram-se
detalhados na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo das fémeas bovinas com anticorpos anti-N. caninum conforme os fatores de risco avaliados, no
municipio de Tiros, MG em 2019.

L Fémeas
Variaveis — OR* IC 95% P
Total Reagentes  Frequéncia (%)
Idade
< 60 meses 50 16 32
0,7 0,31-1,64 0,5323
> 60 meses 50 20 40
Raca
Cruzamento H+GIR 60 21 35
- 0,7 0,39-2,6 0,8339
Com raga definida 40 15 375
Sistema de producéo
Extensivo 10 2 20
Semi-intensivo 75 27 36 0,22** 0,28-1,8 0,2857
Intensivo 15 7 46,66
Tipo ordenha
Manual 5 1 20
. 0,42 0,04-3,99 0,6514
Mecanica 95 35 36,84
Evol. do rebanho***
Sim 75 27 36
. 1,00 0,38-2,56 1,0000
N&o 25 9 36
Histdrico de aborto
Raro 20 6 30
14 0,48-4,03 0,6100
Frequente 80 30 37,5
Destino vacas abortam
Investigacdo aborto 10 5 50
19 0,51-7,08 0,4866
Descartadas 90 31 34,44
Assisténcia veterinaria
Sim 95 32 33,68
. 1,27 0,13-7,09 0,0451
Néo 5 4 80
Manejo fetos abortados
Permanecem no local 70 28 40
1,83 0,71-4,69 0,2581
Enterrados 30 8 26,66

*Qdds Ratio; **OR realizado para a maior diferenga entre as proporg¢des; *** Evolucao do rebanho introdugdo frequente de
novos animais no rebanho: H: raga holandés; GIR: raga girolando; raca definida (Holandés ou Girolando).

As variaveis idade, raca, repeticao de cio, sistema de producéo, tipo de ordenha, evolucédo do rebanho,
historico de aborto, destino dos fetos abortados e das vacas, ndo foram fatores de risco significativos no
presente estudo. Resultado esse, que difere dos estudos apresentados por Lorenzett et al. (2016),
Nasciutti et al. (2018) e Silva et al. (2008), os quais apontaram esses fatores como relevantes na
ocorréncia da neosporose bovina. Silva et al. (2008) relataram associagdo significativa com manuseio
do feto (P < 0,001); destino das vacas que abortaram (P = 0,004) e com alguns fatores relacionados aos
distdrbios reprodutivos como histérico de aborto (P = 0,042) e época do aborto (P = 0,014). Nasciutti et
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al. (2018) verificaram que a compra frequente de animais aumenta 3,8 vezes o risco de os animais
adquirirem a neosporose, e gque propriedades que tenham cem vacas com mais de 24 meses tiveram
riscos trés vezes maior de terem a infeccdo. Lorenzett et al. (2016) observaram que com a introducéo de
fémeas primiparas na propriedade ocorre um aumento de 1,89 vezes do risco de terem animais positivos.
Essa diferenca nos fatores de risco em diferentes estudos pode ser explicada pela epidemiologia
polimorfica envolvida no ciclo da neosporose em bovinos que dependem das caracteristicas ambientais,
individuais e do comportamento do agente em cada regido estudada.

Os possiveis fatores de risco histérico de alteracdes reprodutivas, presenca de cées e possivel contato
com canideos silvestres, vacinagdo e vermifugacdo ndo foram consideradas na andlise estatistica desse
estudo, uma vez que, nao sofreram variabilidade, pois em todas as propriedades vacinavam e
vermifugavam seus rebanhos na sua totalidade e possuiam contato direto e/ou indireto com canideos.

Dos animais avaliados, cerca de 20,0% apresentavam raro histdrico de aborto e 80% das propriedades
alegaram ter abortos frequentes. Cerca de 50% alegaram que os abortos acorreram no ter¢co medio e
final da gestacdo, enquanto que, 25% das propriedades avaliadas apontaram ter abortos frequentes no
terco inicial e médio do periodo gestacional.

Além da neosporose, existem outras doencas de origem bacteriana (Brucelose e Leptospirose) e viral
(Diarreia Viral Bovina e Rinotraqueite Infecciosa Bovina) que podem ocasionar perdas gestacionais. A
principal manifestagéo clinica da neosporose é caracterizada pelo aborto entre o quinto e o sexto més
(terco médio) de gestacéo, o que pode variar de acordo com 0 momento da parasitemia da vaca, podendo
ocorrer em qualquer momento da gestacao (Teixeira et al., 2010).

Quando se trata de brucelose o aborto geralmente ocorre no tergo final da gestagdo, e no primeiro
parto apos a infecgdo (Megid et al., 2016; Sola et al., 2014). O aborto na leptospirose pode ocorrer em
qualquer fase gestacional, dependendo do momento em que o animal vai adquirir a infeccdo (Megid et
al., 2016). A diarreia viral bovina é geralmente assintomética. Contudo, ha cepas de alta viruléncia que,
na infecgdo transplacentaria pode causar morte embrionéria e fetal causando aborto na maioria das vezes
até o quinto més de gestacdo (Fino et al., 2012). A rinotraqueite infecciosa bovina também é uma doenca
de origem viral caracterizada por aborto, que geralmente acontece com seis a oito meses de gestacdo
(Meqid et al., 2016). O periodo em que ocorre 0 aborto na rinotraqueite e na diarreia viral bovina (terco
médio da gestacgdo), se assemelham ao que é observado na neosporose (Megid et al., 2016).

Dessa forma, vale salientar a importancia em se realizar o diagnostico diferencial das doencas
reprodutivas em bovinos que causam aborto, incluindo nessa triagem a neosporose, que se encontra
difundida no territério brasileiro (Bruhn et al., 2012; Lorenzett et al., 2016; Nasciutti et al., 2018)
gerando impactos relevantes na bovinocultura nacional.

Concluséao

Detectou-se a presenca de 36% (36/100) fémeas bovinas com anticorpos anti- N. caninum, no
municipio de Tiros, MG. O principal fator de risco identificado foi a auséncia de assisténcia do médico
veterinario. Todas as propriedades avaliadas apresentavam historico recente de alteracdes reprodutivas,
como aborto, repeticdo de cio e/ou retencdo de anexos fetais, fazem-se necessarios estudos
epidemioldgicos que visem identificar os possiveis agentes etiolgicos envolvidos para minimizar
possiveis impactos econdmicos, bem como, a atua¢do permanente e vigorosa do médico veterinario nas
propriedades rurais do municipio.
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