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SOROEPIDEMIOLOGIA DE Neospora caninum EM CAPRINOS (Capra hircus)
DO ESTADO DA PARAIBA.

RESUMO GERAL - A neosporose, reconhecida como protozoose causada por
Neospora caninum, esta principalmente associada a casos de abortamentos e
mortalidade neonatal em bovinos. No Brasil diferentes estudos enfocando este
agente tém sido desenvolvidos, no entanto no Nordeste ha pouca informacao sobre
esta enfermidade e seus impactos em rebanhos caprinos. O objetivo deste estudo
foi pesquisar a soroprevaléncia de anticorpos anti- N. caninum em caprinos no
estado da Paraiba. Foram coletadas 406 amostras de sangue de caprinos (35
machos e 371 fémeas) provenientes de areas rurais pertencentes a 8 propriedades
distribuidas em sete Municipios do estado da Paraiba. Um total de 106/406 (26,11%;
IC 95%: 21,96-30,72%) amostras foram soropositivas pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta- RIFI, sendo considerados positivos soros com titulo =
1:50. Nao houve associacéo significativa entre localidade, idade, sexo, presenca de
cdes na propriedade, ocorréncia de aborto e soropositividade para N. caninum
(p>0,05). Assim, em decorréncia desta alta prevaléncia, sugere-se que é comum a
infeccdo em caprinos no estado da Paraiba, sendo de suma importancia estudos
frequentes enfocando este protozoario, buscando estratégias de controle eficientes a

partir da avaliagéo dos fatores de risco.

Palavras-chave: Ruminantes, Aborto, Neosporose, Rifi



SEROEPIDEMIOLOGY OF Neospora caninum IN GOATS (Capra hircus) FROM
PARAIBA STATE.

ABSTRACT - The neosporosis is recognized as a protozoan infection caused by
Neospora caninum. It is primarily associated with cases of abortion and neonatal
mortality in cattle. In Brazil, several studies focusing on this agent have been
developed, however in the Northeast there are few studies about this disease and its
impact on goat herds. The aim of this study was to investigate the prevalence of anti
N. caninum antibodies in goats from Paraiba state. It was collected 406 goat blood
samples (35 males and 371 females) from 8 different farms belonging to rural areas
from Paraiba state. A total of 106/406 (26.11%; 95% CIl 21.96 to 30.72%) were
seropositive for indirect immunofluorescence antibody assay (IFA). It was considered
positive Titers= 1:50. There was no significant association between location, age,
gender, presence of dogs on the property, occurrence of abortion and seropositivity
for N. caninum (p> 0.05). Thus, due to this high prevalence, it is suggested that this
infection is common in goats in the State of Paraiba. Therefore studies about this
protozoan are extremely important, seeking effective control strategies based on the

assessment of risk factors.

Keywords: Ruminants, Abortion, Neosporosis, Ifat.



CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

Os caprinos desempenham um importante papel econdmico em paises em
desenvolvimento, fornecendo importantes fontes de carne e leite (SOUZA NETO,
1996). Entre os paises que mais produzem, a China destaca-se em termos de
guantidade de carne de ovinos e caprinos, chegando a gerar 2 milhdes de toneladas
em 2004 (CONTINI e GASQUES, 2006).

Em 2011 a China manteve o mesmo percentual, seguido da india, Nigéria e
Paquistdo com aproximadamente 596, 292 e 285 mil toneladas respectivamente.
Inferior a esses paises encontra-se o Brasil na 282 posicdo, produzindo 29.150
toneladas e a Argentina ocupando a 552 posicdo no ranking dos paises produtores
de carne caprina, produzindo 9.900 toneladas (FAO, 2011).

O Brasil detém 1,3% do rebanho mundial, sendo o total de caprinos no Brasil
de 8.779 milhdes, demonstrando crescimento de 1,5% em relacdo ao numero de
cabecas em 2012. Cerca de 91,4% do efetivo localizado na Regido Nordeste, 3,6%
na Regido Sul, 2,4%, no Sudeste, 1,6% no Norte, e apenas 1,0% na regido Centro-
Oeste do pais. O estado da Bahia destaca-se como tendo maior rebanho (28,0%),
seguido por Pernambuco (22,5%), Piaui (14,1%), Ceara (11,7%) e o estado da
Paraiba (5,4%), que registrou um total de 478.083 cabecas de caprinos nesse
mesmo ano (IBGE, 2013).

No entanto, o desenvolvimento da caprinocultura no Nordeste € severamente
afetado por inimeros fatores, dentre eles, a alta freqiéncia de problemas sanitarios,
decorrentes principalmente do desenvolvimento de praticas de manejo inadequadas
(PINHEIRO et al., 2000), além da utilizacdo de baixos niveis de tecnologia, sendo na
maioria das vezes desenvolvida de forma empirica e extensiva. A produtividade nas
criagbes esta ligada diretamente a eficacia reprodutiva desses animais, sendo o
aborto e a mortalidade neonatal os maiores causadores de prejuizos econdémicos
nesta atividade (NOGUEIRA FILHO e KASPRZYKOWSK, 2006).



Entre as causas de distlrbios reprodutivos destacam-se as enfermidades
causadas por microorganismos, dentre eles as bactérias e os virus, e, por
conseguinte os protozoarios, destacando-se Toxoplasma gondii causador da
toxoplasmose e Neospora caninum da neosporose, uma protozoose. Esse agente €
um importante parasito intracelular obrigatorio que até o ano de 1988 foi
diagnosticado equivocadamente como sendo Toxoplasma gondii, reconhecido
primeiramente em 1984 em caes na Noruega, mas descrito apenas em 1988 por
Dubey e colaboradores (DUBEY et al.,2002).

A doenca é descrita principalmente associada a casos de abortos e
mortalidade neonatal em bovinos. O agente causador € considerado um dos
patdogenos mais eficientemente transmitidos pela via transplacentaria nessa espécie
(DUBEY, 2003).

Possui uma gama de hospedeiros e € muito semelhante em estrutura e ciclo
de vida ao T. gondii, com duas diferencas importantes: a toxoplasmose € uma
zoonose, causando doenca em humanos também, e os felideos desempenham o
papel de hospedeiros definitivos, jA a neosporose € uma doengca que acomete
principalmente bovinos, e os canideos atuam como hospedeiros definitivos(DUBEY
et al.,2007).

Devido a poucos estudos enfocando esse agente nas criagcdes de caprinos no
Estado da Paraiba, este que é responsavel por causar problemas reprodutivos que
desencadeiam aborto e infertilidade gerando grandes perdas econdmicas neste
setor, objetivou-se realizar um estudo soroepidemiol6gico de Neospora caninum em

caprinos (Capra hircus) do Estado da Paraiba.

1. AGENTE ETIOLOGICO E MORFOLOGIA

Neospora caninum é um protozoario, pertencente ao Filo Apicomplexa e
familia Sarcocystidae, igualmente aos géneros Toxoplasma, Sarcocystis,
Hammondia e Besnoitia (DUBEY et al., 2007; DUBEY e SCHARES, 2011). Segundo
Dubey (2003) N. caninum ganhou importancia por ser um protozoario causador de
doenca reprodutiva em bovinos e caes em todo o mundo, bem como sendo relatado

como causador da doenca também em ovelhas, cabras, veados, rinocerontes e



cavalos, e anticorpos para este agente foram encontrados no soro de bufalos,
raposas vermelha e cinza, coiotes, camelos e felideos.

O agente apresenta trés formas infectantes: taquizoitos, cistos teciduais, e
oocistos. Os taquizoitos assim como 0s cistos teciduais sdo encontrados nos
hospedeiros intermediarios e ocorrem no meio intracelular (DUBEY et al., 2002),
podendo estar presente em varios tipos de células (INNES et al.,, 2001). Os trés
estagios infecciosos de N. caninum podem estar envolvidos na transmissao do
parasita (DUBEY, et al., 2007). Os taquizoitos medem cerca de 3-7 x 1-5um e
dependendo da fase em que se encontrem, podem ser ovéides, lunares ou
globulares (GONDIM et al., 2001; LINDSAY et al., 1999; MCALLISTER et al.,1998).

De acordo com Innes et al. (2001) essa forma infectante multiplica-se
rapidamente, e se divide por endodiogenia, provocando lise celular e infectando
novas células. Os taquizoitos podem ser encontrados em diferentes tecidos
infectados, células do sistema nervoso central, macréfagos, fibroblastos, células
endoteliais, miécitos, células tubulares renais, e hepatocitos (DUBEY; LINDSAY,
1996). Quando taquizoitos sdo encontrados no hospedeiro, a infeccdo é
caracterizada como aguda ou proliferativa, apés o hospedeiro desenvolver a
resposta imune, estes se transformam em bradizoitos, que podem ser reativados
quando h& queda na imunidade do hospedeiro (WOUDA et al., 1999).

Os bradizoitos se multiplicam lentamente, e tanto eles quanto taquizoitos séao
resultantes da fase assexuada do parasita, medem aproximadamente 8 x 2um e
apresentam as mesmas organelas encontradas nos taquizoitos, porém com
vesiculas menores, sendo também capazes de formar cistos no interior dos tecidos
(GONDIM et al., 2001).

Os cistos teciduais podem apresentar uma membrana cistica que 0sS
protegem das reacdes do hospedeiro, tanto imunolégicas quanto fisioldgicas Sao
arredondados ou ovais, com parede de até 4um de espessura (FUCHS et al., 1998).

Outra forma de apresentacédo do parasita SA0 0S 0ocistos que representam o
estagio de resisténcia no ambiente, sdo excretados ndo esporulados nas fezes de
caes e coiotes (GONDIM et al., 2001) e apresentam de 0,6 a 0,8um de espessura e
11,7 x 11,3uym de tamanho (DUBEY et al., 2002). Esporulam fora do hospedeiro em

aproximadamente 24 as 72hs, e quando esporulados, a forma infectante possui dois



esporocistos com quatro esporozoitos em cada um (LINDSAY et al., 1999). Os
esporozoitos sdo alongados, possuem geralmente 6,5 x 2,0um de tamanho e séo
resultantes da multiplicacdo sexuada que ocorre no epitélio intestinal dos
hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 2002),

Os oocistos de N. caninum tém morfologia semelhante aos de outros
coccideos, como T. gondii e Hammondia hammondi encontrados em fezes de gato,
bem como assemelham-se a oocistos de H. heydorni presentes nas fezes de cées
infectados (DUBEY et al., 2002), por isso é epidemiologicamente importante
identifica-los corretamente (SOARES et al., 2011). Segundo Dubey (2004), devido
as semelhancas de N. caninum com T. gondii, é provavel que o tempo de resisténcia
de oocistos de ambos seja também semelhante quando eliminado no meio

ambiente.

2. CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

O ciclo biolégico ocorre mediante a participacdo de dois hospedeiros, um
hospedeiro definitivo onde ocorre a fase sexuada e um hospedeiro intermediario em
que ocorre a fase assexuada da infeccdo, caracterizando um ciclo heteroxeno
(DUBEY et al., 2002).

Os hospedeiros definitivos sdo os canideos, sendo até entdo comprovadas
quatro espécies, caes (Canis familiaris) (MacALLISTER et al., 1998), coiotes (Canis
latrans) (GONDIM et al. 2004), o dingo australiano (Canis lupus dingo) (KING et
al.,2010) e o lobo cinzento (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011).

A confirmacdo de que o cdo atua como hospedeiro definitivo veio depois de
alimentacdo experimental com cistos contidos em cérebro de camundongo
infectado, seguida da eliminacdo de oocistos nas fezes (MCALLISTER et al., 1998).
Basso et al. (2001) confirmaram posteriormente infeccdo natural de cées. Segundo
Gondim et al. (2004), bovinos, caes, ovinos, caprinos, equideos e cervideos atuam

como hospedeiros intermediarios.
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Figura I: Ciclo de vida de Neospora caninum.
Fonte: DUBEY, 1999.

O hospedeiro definitivo adquire a infeccdo apdés a ingestdo dos cistos
taquizoitos ou bradizoitos de placentas, membranas fetais ou tecidos de fetos
abortados, presentes no hospedeiro intermediario, caracterizando a fase sexuada do
ciclo do parasita no intestino desses animais, também chamado de ciclo entero-
epitelial, e conseqientemente eliminam oocistos ndo esporulados ou néo infectantes
nas fezes, que no meio ambiente tornam-se esporulados apdés algumas horas
(DUBEY et al., 2002).

Os hospedeiros intermediarios adquirem a infeccdo quando ingerem oocistos
esporulados presentes em agua ou alimento, a este modo de transmisséo deu-se o
nome de horizontal ou pés-natal. Quando ingeridos 0s oocistos esporulados, 0s
esporozoitos presentes em seu interior desencistam e migram para os tecidos,
provocando infeccdo sistémica, principalmente no tecido cerebral, e mesmo em
estado de laténcia apds formacéo dos bradizoitos, se ingerido pelo cdo ainda pode
tornar-se infectante (DUBEY et al.,2002).



A gestacdo é tida como outra forma do hospedeiro intermediario adquirir
infecgdo, esse tipo de transmissdo foi comprovado em bovinos, ovinos, caprinos,
felinos e macacos (DAVIDSON et a., 1999), e é considerada a principal maneira de
N. caninum se disseminar e ser mantido em rebanhos bovinos (ANDERSON et al.,
1997), o que segundo Dubey et al. (1992), traz como consequéncia animais
clinicamente saudaveis mas cronicamente infectados .

Trees e Willians (2005) defendem o uso da denominacdo infeccao
transplacentaria endogena e infeccdo transplacentaria exdgena, para descrever
respectivamente a infeccéo transplacentéria crénica e pré-existente reativada numa
fémea prenhe, causando abortos esporadicos ou endémicos, e a forma primaria
resultante da infeccdo da fémea durante a prenhez, causando abortos epidémicos; e
apesar de ambos os modos de transmissdo provocar 0os mesmos danos, as

consequéncias epidemioldgicas, imunoldgicas e de controle séo distintas

3. EPIDEMIOLOGIA

Sao poucos os estudos de prevaléncia de N. caninum em caprinos no Brasil,
mas nos ultimos dez anos, foram realizados inquéritos investigando-o nessa espécie
na regido sudeste, sul e nordeste.

Em Séo Paulo, um estudo revelou 6,4% (25/394) de animais positivos através
da RIFI numa diluicdo de 1:50, ndo encontrando associacdo entre prevaléncia e
idade, mesmo sendo o percentual de infectados maior em animais mais velhos
levando a considerar que a transmissdo vertical € mais freqlente em caprinos
(FIGLIUOLO et al., 2004).

Também em Sao Paulo, com o objetivo de se avaliar a freqiéncia em
caprinos leiteiros acima de trés meses, através do Teste de aglutinagcdo para
Neospora, verificou-se uma prevaléncia de 17,44% (161/923), encontrando
associacOes entre idade, sexo, problemas reprodutivos e presenca de cdes. Em 10
dos 17 capris estudados, cdes coabitavam com os caprinos, reforcando a
importancia epidemiolégica desses na transmissdo de N. caninum. Ainda nesse
Estado, em estudo feito em fazendas de caprinos leiteiros verificaram 17,23%

(159/923) de animais positivos através do mesmo teste, mas ndo foi encontrada



associacado com esse resultado e falhas reprodutivas (MODOLO et al., 2008; COSTA
et al., 2012).

Em Minas Gerais, 11,4% (76/667) dos caprinos de criacfes leiteiras foram
positivos utilizando a RIFI num cut off de 1:50. Além disso, 70,7% das criacbes
apresentavam pastejo continuo e 77,5% dos rebanhos utilizavam a monta natural,
sugerindo que a néo utilizagdo de rotacdo de pastejo e de manejo reprodutivo
adequado sado importantes fatores de risco para a ocorréncia da infeccao
(ANDRADE et al., 2013).

Em Santa Catarina, em estudo realizado em criacbes de caprinos leiteiros e
de corte, 4,59% (30/654) dos animais foram soropositivos, utilizando a mesma
técnica e ponto de corte. A maioria das fazendas era de tamanho pequeno,
favorecendo a disseminacéo de oocistos em todo o ambiente, e havia intimo contato
com caes. Nao houve investigacdo do local de armazenagem de alimentos neste
estudo, o que configuraria um importante fator de risco (TOPAZIO et al., 2014).

No Nordeste foram desenvolvidos trabalhos em Alagoas, revelando 5,3%
(24/454) de positividade em animais de aptiddes mistas, também utilizando a técnica
ja citada, onde o sistema de manejo extensivo apresentou maior prevaléncia
(16,7%), quando comparado aos manejos intensivo (5%) e semi-intensivo (2,9%)
(ANDERLINI et al.,2011).

Em estudo feito em caprinos de matadouros do municipio de Patos na
Paraiba utilizando RIFI com ponto de corte de 1:50, confirmou-se 3,3% (10/306) de
soropositivos, provavelmente devido ao clima quente e seco dessa regido, ja que 0s
oocistos dependem de umidade favoravel para se manter viaveis no solo, ndo
havendo associacdo entre prevaléncia e idade. No entanto, em Pernambuco
registraram 26,6% (85/319), através da mesma técnica, demonstrando a ocorréncia
dessa associagéo, havendo maior prevaléncia em animais mais velhos e a presenca
de cdes em 81,3% das fazendas (FARIA et al., 2007; TEMBUE et al.,2011).

No Rio Grande do Norte, utilizando RIFI com ponto de corte na diluicdo de
1:50, revelou-se uma prevaléncia de 1,05% (4 /381), ndo havendo associagao entre
sexo, prevaléncia e problemas reprodutivos. Em 50% das propriedades foi
observada a ingestdo de placenta pelos caes, favorecendo a manutencao do agente

na propriedade através da infec¢do do hospedeiro definitivo. Na Bahia, 15% (58/384)



dos caprinos leiteiros analisados foram positivos para esse teste, as condi¢cdes
ambientais dos rebanhos pareciam propiciar a transmissdao, e em todas as
propriedades os cées tinham livre acesso a fontes de alimentos dos caprinos (LIMA
et al., 2008; UZEDA et al., 2007).

Nesse mesmo estado, 1,9% (2/102) de caprinos de abatedouros foi positivo,
utiizando nested PCR. A baixa prevaléncia pode estar relacionada a fatores
climaticos que interferiram negativamente na sobrevivéncia de oocistos no solo,
além da alta especificidade do teste utilizado. No Maranhdo 17,39% (8/46) de
caprinos destinados a producdo de carne apresentaram anticorpos contra N.
caninum, utilizando RIFI com um ponto de corte de 1:25, ndo havendo associagcao
entre a prevaléncia encontrada e a presenca de cédes. Os animais desse estudo
eram restrito a areas menores e consequente maior densidade, facilitando o acesso
de cades a carcagcas de animais infectados, fetos abortados, placentas e restos
placentarios (SILVA et al., 2009; MORAES et al., 2011).

4. PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Mesmo sendo muito estudada em bovinos, a neosporose ndo tem sua
patogenia totalmente elucidada, de acordo com Hemphill et al. (1996) o parasita
reconhece a célula hospedeira através das proteinas receptoras, e ao entrarem
nesta sdo englobados pelo vacuolo parasitéfago. Em seguida, os taquizoitos se
multiplicam por endodiogenia, produzindo novos parasitas (HEMPHILL et al., 1999).

Segundo Fuchs et al. (1998) o vacuolo se desintegra apos o desenvolvimento
do parasita, ocorre a lise celular, onde os taquizoitos voltam a infectar novas células
e se transformam em bradizoitos, caracterizando a infecgéo latente, formando cistos
teciduais e persistindo por anos sem provocar sinais clinicos.

O principal e mais evidente sinal clinico da neosporose em vacas adultas é o
aborto, principalmente no segundo terco da gestacdo, entre 0 quinto e sexto més,
podendo ocorrer em qualquer fase gestacional (DUBEY, 2003). A partir do terceiro
més; o feto pode morrer ser reabsorvido, mumificado, autolisado, natimorto, nascer
vivo, mas doente, ou nascer clinicamente normal, mas cronicamente infectado
(DUBEY, 1999).



As lesBes mais caracteristicas sao a encefalite focal, necrose e inflamacao
ndo supurativa. Sao determinadas pelo periodo de infeccdo placentaria e fetal
durante a gestacdo, sendo evidenciado em estudos experimentais que quanto mais
cedo ocorrer a parasitemia durante a gestacdo, mais graves serdo as consequéncias
para o feto (BARR et al., 1991).

Segundo Dubey (1999), bezerros infectados podem nascer abaixo do peso e
com sinais neurologicos diversos. Membros anteriores e/ou posteriores podem ser
flexionados ou hiper-estendidos e o exame neurolégico pode revelar ataxia,
diminuicdo dos reflexos patelares e perda de consciéncia de propriocepcéo,
exoftalmia ou uma aparéncia assimétrica dos olhos.

De acordo com um estudo feito por Dubey et al. (2003) até 95% dos bezerros
nascidos infectados congenitamente permanecem clinicamente normais. A taxa de
infeccdo congénita ndo é influenciada pela idade da fémea, niumero de lactagbes ou
histérico de aborto, mas alguns estudos afirmam que a transmisséo vertical € mais

eficiente em vacas mais jovens do que em vacas mais velhas (DUBEY et al., 2003).

5. DIAGNOSTICO

Segundo Dubey e Schares (2006), o diagnéstico de neosporose pode ser
realizado utilizando métodos diretos, como as técnicas histologicas, imuno-
histoquimica, e métodos indiretos como diversas técnicas soroldgicas e provas
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Gottstain et al. (1998)
confirmaram que a técnica de PCR associada a sorologia diferencia com preciséo a
infecgao por N. caninum e T. gondii

De acordo com Anderson et al. (1995) os métodos indiretos referem-se a
resposta imune humoral do hospedeiro contra anticorpos especificos de
determinado parasita, presentes no soro ou em outros fluidos corporais. Entre estes
métodos estdo a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), Imunoblotting, teste de aglutinagdo direta (DAT),
aglutinac@o em latex, e aglutinacdo direta modificada (MAD) (PARE et al., 1995).

Esses testes tém grande importancia, pois distinguem as diferentes espécies

pertencentes ao filo Apicomplexa (DUBEY e LINDSAY, 1996), além de serem
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utilizados para determinar epidemias de abortos em casos de Neosporose induzida
em vacas, bem como para estudar a transmissdo pré e poés-natal (THURMOND,
1997).

Atkinson et al. (2000) afirmam que a técnica de Immunoblotting &
preferencialmente utilizada como teste confirmatério. O teste de aglutinacdo direta
possui sensibilidade e especificidade semelhantes ao teste de aglutinacdo em latex,
sendo este de facil e rapida aplicacdo a campo (GHALMI et al., 2014).

Segundo Dubey et al. (1988), a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi
0 primeiro teste soroldgico utilizado para detectar anticorpos contra N. caninum, e ja
foi usado em diversas espécies animais. E realizado a partir da fixacdo de
taquizoitos de N. caninum em placa, que séo incubados com o soro teste diluidos, e
em seguida esses anticorpos recebem o marcador fluoresceina e um anticorpo
secundario (conjugado espécie-especifico) que agira contra imunoglobulinas do soro
investigado, a reacdo é avaliada em microscopio de fluorescéncia, onde resultados
positivos sdo observados quando ha fluorescéncia total e ininterrupta dos taquizoitos
(BJORKMAN e UGGLA, 1999).

De acordo com Dubey e Lindsay (1996), varios inquéritos soroldgicos utilizando a
RIFI para pesquisar anticorpos anti-N. caninum revelaram poucas reacfes cruzadas
com outros parasitas coccideos; e por isso este € considerado um teste de
referéncia na pesquisa deste agente. Pode ser usada tanto na fase aguda (pesquisa
de IgM) quanto na fase crbnica (pesquisa de 19gG) ((BJORKMAN e UGGLA, 1999;
DUBEY, 2011), e sao relativamente poucas a desvantagens da técnica; requer
sensibilidade e experiéncia para diferenciar amostras negativas e positivas, além de

microscoépio de epifluorescéncia e cultivo celular (GHALMI et al., 2014).

6. PREVENCAO E CONTROLE

A prevencgdo de N. caninum em rebanhos deve ser feita através de medidas de
biosseguranga, com o intuito de evitar a propagacao do agente e diminuir oS riscos
de novas infecgoes.

Ja em rebanhos sabidamente infectados o controle da transmisséo vertical é a

principal medida, a partir da reducdo do numero de animais soropositivos, e da
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transmissdo horizontal, controlando o acesso da populacdo de hospedeiros
definitivos a areas de armazenagem de alimentos, a comedouros, bebedouros e a
tecidos infectados de hospedeiros intermediarios, como restos placentarios, abortos,
entre outros (HADDAD et al., 2005).

Outra forma de controle do agente é a substituicdo de animais infectados por
animais com no minimo dois resultados negativos para este agente, ter
conhecimento do histérico reprodutivo do rebanho, além de realizar analise
soroepidemioldgica e confirmacdo sorolégica em duas coletas em datas distintas
(DUBEY, 2003), ja que a transmissao vertical de N. caninum principalmente em
bovinos é a forma mais importante de manutencdo do agente infeccioso dentro do
rebanho, e consequlente transmissao para o hospedeiro definitivo através do habito
do carnivorismo (DUBEY et al.,, 2007). Andrade (2013) afirma que ndo ha uma
vacina eficaz que atue na prevencdo da neosporose, e que as vacinas inativadas
criadas previnem a transmissdo vertical, no entanto ndo é sabida a eficiéncia em

prevenir abortos.
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CAPITULO | — SOROEPIDEMIOLOGIA DE Neospora caninum EM CAPRINOS
(Capra hircus) DO ESTADO DA PARAIBA.

ARTIGO A SER SUBMETIDO PARA A REVISTA BRASILEIRA DE

PARASITOLOGIA VETERINARIA

Seroepidemiology of Neospora caninum in goats (Capra hircus) from Paraiba State,

Northeastern Brazil

Soroepidemiologia de Neospora caninum em caprinos (Capra hircus) do Estado da Paraiba,

Nordeste do Brasil

ABSTRACT

Although Neospora caninum has been reportedly implicated in worldwide livestock losses,
seroepidemiology and reproductive impact on goat production remains to be fully established
in Brazil. Accordingly, this study has aimed to establish the seroprevalence and potential risk
factors of N. caninum in 406 blood samples from five beef and three dairy goat farms from
Paraiba State, Northeastern Brazil. Anti-N. caninum antibodies detection was performed by
indirect immunofluorescence antibody assay (IFA), resulting in 106/406 (26.11%; 95% CI:
21.96-30.72%) seroreactive goats, ranging from 2/61 (3.28%), 10/45 (22.22%), 13/50
(26.00%), 17/51 (33.33%) to 29/46 (63.04%) in dairy farms and from 3/54 (5.56%), 12/50
(24.00%) to 20/49 (40.82%) in beef farms. No significant associations were found between
age, gender, dairy versus beef farms, and occurrence of abortions or mummified fetuses and
seroreactivity for N. caninum (p>0.05). However, some goat farms were significantly
different among each other. In conclusion, local factors and other in-farm conditions may play
an important role on N. caninum seropositivity of goat farms. Moreover, goat farms of
Paraiba State have shown the highest seroprevalence of N. caninum to date in Brazil and
worldwide.

Keywords: Neosporosis, small ruminants, IFA, seroprevalence.
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RESUMO

Embora Neospora caninum tenha sido implicado em perdas na criacdo de animais de
producdo em todo 0 mundo, o impacto reprodutivo na producdo de caprinos ainda nao esta
completamente estabelecido no Brasil. Desta forma, este estudo teve por objetivo estabelecer
a soroprevaléncia de N. caninum e seus fatores de risco em 406 amostras de sangue de cinco
fazendas de corte e trés de leite provenientes do Estado da Paraiba, Regido Nordeste do
Brasil. A deteccdo de anticorpos anti-N. caninum foi realizada utilizando a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) resultando num total de 106/406 (26,11%; IC 95%: 21,96-
30,72%) caprinos sororeagentes, variando de 2/61 (3,28%), 10/45 (22,22%), 13/50 (26,00%),
17/51 (33,33%) a 29/46 (63,04%) em fazendas de leite e de 3/54 (5,56%), 12/50 (24,00%) a
20/49 (40,82%) em fazendas de corte. Nao foram observadas associa¢des significativas entre
idade, sexo, criacdo de leite e carne, ocorréncia de abortamentos ou fetos mumificados e
sororeatividade para N. caninum (p>0,05). Entretanto, as fazendas de caprinos foram
individual e significativamente diferentes entre si. Em conclusdo, condi¢des sanitarias intra-
fazenda podem ter papel importante na soropositividade para N. caninum na producdo de
caprinos. Além disso, fazendas de caprinos da Paraiba mostraram as mais altas prevaléncias
de N. caninum até o0 momento no Brasil e no mundo.

Palavras-chave: Neosporose, pequenos ruminantes, RIFI, soroprevaléncia.

Introduction

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite which infection has been
reportedly implicated in worldwide livestock losses, causing reproductive problems such as
abortion and infertility in several species, including goats (DUBEY et al., 1996; MOORE,
2005). Since Brazilian goat farms have been mostly (90.10%) located on Northeastern Brazil
(IBGE, 2013), which has historically reported sanitary problems due to inappropriate
management practices (PINHEIRO et al., 2000), identification of causative agents of
reproductive losses may be crucial for beef and dairy goat production.

A series of reports have been published worldwide on the presence of infected goats
with N. caninum, with the highest prevalence found in Argentina 5/25 (20.0%) from aborted
tissues (UNZANGA et al., 2014) and Slovakia with 18/116 (15.5%) by serology and PCR
(COBADIOVA et al., 2013). Spain came next with 3/26 (11.5%) by PCR (MORENO et al.,
2012) and 30/531 (5.6%) by serology (GARCIA-BOCANEGRA, 2012) from aborted fetuses,
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followed by Poland with 95/1060 (9.0%) by ELISA and IFA (CZOPOWICZ at al., 2011), and
Pakistan with 12/142 (8,6%) by ELISA (NASIR et al., 2012), China with 47/650 (7.23%) by
IFA and ELISA (LIU et al, 2015), and in Greece dairy herd with 26/375 (6.9%) (DIAKOUA
et al., 2013). Finally, the lowest prevalence values by ELISA were found in Romania with
12/512 (2.3%) (IOVU et al., 2012) and in Jordan with 2.0% (ABO-SHEHADA, ABU-
HALAWEH, 2010).

In Brazil, several States have reported anti-N. caninum antibodies in goats.
Seroprevalence data ranged from 4/381 (1.05%) in Rio Grande do Norte (LIMA et al., 2008),
2/102 (1.96%) in beef farms of Bahia (SILVA et al., 2009), 10/306 (3.30%) in beef farms of
Paraiba (FARIA et al. 2007), 30/654 (4.59%) in beef-dairy farms of Santa Catarina
(TOPAZIO et al., 2014), 24/454 (5.30%) in Alagoas (ANDERLINI et al., 2011), 25/394
(6.40%) in Sao Paulo (FIGLIUOLO et al., 2004), 43/401 (10.70%) (VARASCHIN et al.,
2011) and 71/667 (10.70%) in dairy farms of Minas Gerais (ANDRADE et al., 2013), 58/384
(15.10%) in dairy farms of Bahia (UZEDA et al., 2007), 161/923 (17.44%) in dairy farms of
Sdo Paulo (MODOLO et al., 2008; COSTA et al., 2012), 8/46 (17.39%) in beef farms of
Maranhdo (MORAES et al., 2011) and 85/319 (26.60%) in Pernambuco (TEMBUE et al.,
2011) (Figure 1).

Interestingly, with exception of Maranh&o State, dairy farms in Brazil may have more
likelihood to infection when compared to beef farms, probably due to the longer lifetime of
dairy herds into the farm. Despite seroprevalence data, risk factors evaluation on a
representative population remains to be fully established in Brazil. Accordingly, this study has
aimed to evaluate the seroprevalence and potential risk factors associated with anti-N.
caninum antibodies in beef and dairy goats from Paraiba State, Northeastern Brazil.

Materials and Methods

Ethical principles

This study has been approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation
and Animal Welfare at the Universidade Federal da Paraiba, Northeastern Brazil (protocol
3305/14).
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Samples

The sample size was calculated as previously described (THRUSFIELD, 1995), with
total number of goats in Paraiba State estimated at 478.000 (IBGE, 2013) and assumed an
expected prevalence of 50%. The minimum sample size required for detecting a difference
with 95% confidence level at 5% was estimated as n = 384. A total of 406 goat blood samples
(35 males and 371 females) were collected from five dairy and three beef farms of Paraiba
State. Dairy farms were located at the following cities Algodao de Jandaira (6° 53.531° S 35°
59.096° W), Caturit¢ 1 (7° 24.562° S 36° 0.096> W), Caturit¢ II (07° 23.261’S 036°
03.878°W), Gurjdo (7° 14.747" S 36° 33.084” W), and Serra Branca (7° 29.259' S 36° 42.335'
W), while the beef farms were located at Cuité (6° 38.356” S 36° 09.733” W), Juarez Tavora
(7° 09.437° S 35° 36.051 W), and Olivedos (06° 53.039 S 36° 13.923* W) (Figure 2).

Sampling

Blood samples were collected using commercial tubes containing separating gel clots
(BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ USA), kept in room temperature (25°C) until the visible
clot retraction. The samples were centrifuged at 1500g per 5min, the serum was separated,
appropriately aliquoted, identified and stored at -20°C.

Farm owners answered to an epidemiological questionnaire, which included goat
gender and age, abortions and mummified fetuses and presence of dogs. Goat ages were
stratified into groups of < 1 year and > 1 year. The beef farm at Juarez Tavora presented high
quality management practices and was considered as reference farm for statistical

comparison.

Detection of anti-N. caninum antibodies

The indirect immunofluorescence antibody assay (IFA) was applied to detect
antibodies anti-N. caninum using a commercial kit (Imunoteste Neospora (RIFI) - caprino,
Imunodot®, Jaboticabal, Sd0 Paulo, Brasil), according to manufacturer’s instructions, except
for using rabbit anti-Goat 1gG-FITC conjugated as secondary antibody. Samples were
considered positive when the tachyzoites showed total peripheral fluorescence at 1:50 dilution
(DUBEY etal., 1988).
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Statistical analysis

The Chi-square or Fisher’s exact test was used to determine whether evaluated factors
were associated with seropositivity to N. caninum. Odds ratio (OR), 95% confidence interval,
and P values were calculated separately for each variable. Results were considered
significantly different when p<0.05. Data was generated and analyzed in a freely available
software (Epi Info™ 7.5.1.0, CDC, Atlanta, USA).

Results

A total of 106/406 (26.11%; 95% CI. 21.96-30.72%) goats were seroreactive for N.
caninum. All farms had at least one N. caninum seropositive animal. With exception of the
dairy farm at Serra Branca, goats from all remaining farms were more likely to be
seroreactive for N. caninum than those from beef farm at Juarez Tévora. No association
between seropositivity to N. caninum and gender (p=0.12), age (p=0.5881), the occurrence of
abortions (p=0.2090) or mummified fetuses (p=0.9851) was observed. All farms reported the
presence of dogs. The seroprevalence of N. caninum within each variable evaluated are

summarized in Table 1.

Discussion

In the present study, an overall seroprevalence of 26.11% (from 3.28% to 63.04%) for
N. caninum was found in goats from Paraiba State, within previous Brazilian studies in goats
ranging from 1.05% to 26.6% (FARIA et al. 2007; UZEDA et al., 2007; LIMA et al., 2008;
ANDERLINI et al., 2011; TEMBUE et al., 2011; MORAES et al., 2011). Differences may be
mainly due to the type of population and sample size, management system, diagnostic method
and the respective cut-off used, and climatic variances. However, to the author’s knowledge,
some goat farms individually surveyed herein at Paraiba State have presented the highest
prevalence when compared to previous studies in Brazil and worldwide.

Although previous studies have described that age (TEMBUE et al., 2011) and gender
(UZEDA et al., 2007) were associated to seropositivity for N. caninum, neither age nor gender
were associated with seroreactivity in the present study. Despite approximately 25% of goats

presenting aborted or mummified fetuses, no association with seroreactivity to N. caninum
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was observed. Thus, other infectious (and non-infectious) agents may lead to similar
reproductive problems, particularly Toxoplasma gondii, and should be further investigated.

Interestingly, two different dairy farms in the same area (Caturité | and Il) have shown
similar serology for N. caninum, 33.33% and 26.00% respectively, with no statistical
differences (p=0.42002). In addition, the two farms with the highest prevalence, a beef farm
from Cuité (40.82%) and a dairy farm from Algodao (63.04%) were located in nearby cities,
far 31 miles to each other (Figure 2). No statistical differences were observed between dairy
and beef farms (p=0.32725), however the intra-group variation between dairy (3.28%,
22.22%, 26.00%, 33.33% and 63.04%) and beef (5.56%, 24.00% and 40.82%) farms may
have impaired statistical comparisons. Therefore, other risk factors not covered in the present
study may have accounted for such seropositivity discrepancy. To the author’s knowledge, no
study to date has been focused on comparisons between dairy and beef farms and should be
further addressed.

In conclusion, local factors and other in-farm conditions may play an important role on
N. caninum seropositivity of goat farms. Regardless, goat farms of Paraiba State have shown

the highest seroprevalence of N. caninum to date in Brazil and worldwide.
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Figure 1. Geographical illustration of serologic occurrence of Neospora caninum in goats

from Brazil based referenced data. Geographic Information System, Quantum GIS, Version

2.8 WIEN.

Figure 2. Geographical locations of farms (dairy and beef) used in the study and limits of the

climate in Paraiba, Northeast, Brazil.

Table 1. Seroprevalence of Neospora caninum in eight different goat farms from Paraiba State, Northeastern
Brasil and correspondent testing of risk factors.

N. caninum (IFA)

Farm Purpose +/n (%) OR 95% ClI p-value
Algodao Dairy 29/46 63.04 29.0000 7.83-107.40 0.00000
Caturité | Dairy 17/51 33.33 8.5000 2.31-31.24 0.00030
Caturité I Dairy 13/50 26.00 5.9730 1.59-22.47 0.00390
Gurjao Dairy 10/45 22.22 4.8571 1.25-18.92 0.01450
Serra Dairy 2/61 3.28 1.7353 0.28-10.79 0.55010
Branca
Cuité Beef 20/49 40.82 11.7241 3.21-42.86 0.00002
Olivedos Beef 12/50 24.00 5.3684 1.41-20.36 0.00740
Juarez* Beef* 3/54 5.56

Age >1 87/340 25.59 1.17 0.65-2.11 0.58810
<1 19/66 28.79

Gender Female 93/371 25.07 0.5661 0.27-1.16 0.12000
Male 13/35 37.14

Abortion Yes 89/355 25.07 0.6692 0.35-1.25 0.20900
No 17/51 33.33

Mummified Yes 13/50 26.00 0.9936 0.51-1.95 0.98510
fetuses No 93/356 26.12

+, Number of positive animals; n, number of samples; 95% CI, 95% confidence interval.* Reference goat farm
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Figure 1. Geographical illustration of serologic occurrence of Neospora caninum in goats from Brazil
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo promoveu a investigacao da soroprevaléncia de Neospora
caninum em caprinos de propriedades rurais situadas em sete municipios do
Estado da Paraiba, através da técnica sorolégica de Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta a partir de amostras de sangue.

Levando em consideracdo o carater reprodutivo desta enfermidade,
capaz de causar grandes perdas econbmicas, a prevaléncia de 26,11%
verificada neste estudo demonstra a necessidade de mais pesquisas
envolvendo esse agente e seus fatores de risco, bem como de
aprofundamento na dindmica da doenca nessa espécie, jA que se mostra
capaz de apresentar 0s mesmos sinais clinicos que os bovinos e uma alta
prevaléncia, além de informacdo e conscientizacdo aos produtores de
caprinos acerca da importancia de se desenvolverem estratégias de

prevencao e controle eficientes.
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