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RESUMO

A bovinocultura de leite € uma das principais atividades econdmicas do Brasil. O protozoario
Neospora caninum acarreta grandes perdas econdmicas nessa atividade, as quais podem ser
reduzidas por métodos de controle. Para sanar a caréncia de informacdes a respeito do N.
caninum na microrregido de Francisco Beltrdo, o objetivo desse estudo foi analisar a
soroprevaléncia de N. caninum e salientar a importancia do diagnéstico e da adocdo de
medidas adequadas de manejo. Para isso, foram analisadas 367 amostras de soro de vacas da
raca holandesa localizadas na microrregiao de Francisco Beltrdo no estado do Parand, Brasil,
com idade entre dois e quatro anos pela reacdo de imunofluorescéncia indireta, apresentando
frequéncia de IgG anti N. caninum de 35,1%. Isso revela que vacas de leite da microrregiao
de Francisco Beltrdo apresentam frequéncia de IgG anti-N. caninum elevadas e independente
do método a ser realizado, € de suma importancia o diagnéstico dessa enfermidade para que
medidas de controle sejam implementadas e as perdas minimizadas.
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SEROLOGICAL SURVEY OF Neospora caninun IN HOLSTEIN COWS IN THE
FRANCISCO BELTRAO REGION OF PARANA, BRAZIL

ABSTRACT

Dairy cattle is one of the main economic activities of Brazil. The protozoa Neospora caninum
causes great economic losses in this activity, which can be reduced through control methods.
To minimize the lack of information about the N. caninum in the Francisco Beltrdo region of
Parand, Brazil, the aim of this study was to analyze the seroprevalence of N. caninum and
emphasize the importance of diagnosis and the adoption of appropriate management
measures. For this 367 serum samples from Holstein cows located in the Francisco Beltran
region of Parand, Brazil, aged from two to four years were analyzed by indirect
immunofluorescence. It was obtained a prevalence of 35.1%. This reveals that the dairy cattle
in the region present high frequency of IgG anti-N. caninum and independent of the method to
be performed, is of highlight realize the diagnosis of this disease so that control measures may
be implemented to minimize the losses.
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EVALUACION SEROLOGICA DE Neospora caninum EN VACAS DE LA RAZA
HOLSTEIN EN LA MICROREGION DE FRANCISCO BELTRAN, PARANA,
BRASIL

RESUMEN

El ganado lechero es una de las principales actividades econdmicas de Brasil con el
protozoario Neospora caninum que causan grandes pérdidas econdmicas en esta actividad,
que se pueden reducir a través de métodos de control. Para remediar la falta de informacién
sobre la N. caninum en la microregion de Francisco Beltrao, el objetivo de este estudio fue
analizar la seroprevalencia de N. caninum y hacer saber sobre la importancia del diagndstico y
la adopcion de medidas de gestion adecuadas. Para esto 367 muestras de suero de vacas
Holstein ubicadas en la microregién de Francisco Beltrao, Parand, Brasil, entre dos y cuatro
aflos, fueron analizados por inmunofluorescencia indirecta, mostrando la frecuencia de IgG
anti-N. caninum de 35,1 %. Esto revela que la leche de vacas de esta microregién de
Francisco Beltrdo frecuencia actual de IgG anti-N. caninum elevadas e independiente del
método a realizar, es de suma importancia realizar el diagndstico de esta enfermedad para que
medidas de control sean aplicadas y con eso pérdidas minimizadas.

Palabras clave: vacas lecheras, control, epidemiologia, protozoario.

A bovinocultura de leite € uma das principais atividades econdmicas do Brasil com
rebanho de aproximadamente 16 milhdes de vacas leiteiras. Nessa atividade, destacam-se os
estados de Minas Gerais, Goids e Parand como os principais produtores de leite. Somente no
Parand, € mais de 1,5 milhdes de vacas leiteiras com producao média de 5,8 litros animal dia,
0 que torna a bovinocultura de leite a principal fonte de renda de intimeras familias. Os
bovinos, assim como outras espécies, estdo expostos a inumeras enfermidades as quais
reduzem a lucratividade e dificultam o manejo animal, como € o caso da neosporose bovina
responsavel por perdas econdmicas na faixa de 51 mil délares por ano no Brasil (1).

O Neospora caninum, agente etioldgico da neosporose bovina, dissemina-se pela via
horizontal onde os hospedeiros definitivos (Canideos) contaminam o ambiente com oocistos e
as vacas, hospedeiros intermedidrios, infectam-se ao ingerir esses oocistos. Ou ainda pela via
vertical, quando vacas infectadas transmitem o N. caninum a sua prole por via
transplacentdria, dando origem a neonatos infectados ou persistentemente infectados (2).

O diagnéstico da neosporose bovina € realizado principalmente por meio de métodos de
deteccao de anticorpos, com destaque para a Rea¢do de Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
o ensaio imunoenzimdtico (ELISA) os quais permitem quantificar os niveis de anticorpos
presentes no hospedeiro, ou ainda por métodos mais especificos como a Reag¢do em Cadeia de
Polimerase, porém os dois primeiros sao os métodos de elei¢do para o diagndstico da doencga.

Para sanar a caréncia de informagdes a respeito do N. caninum na microrregidao de
Francisco Beltrdo, o objetivo desse estudo foi analisar a soroprevaléncia de N. caninum na
microrregido de Francisco Beltrdo e salientar a importancia do diagnéstico e da adocdo de
medidas adequadas de manejo.

Amostras de sangue de 367 vacas da raca Holandesa de propriedades localizadas na
microrregido de Francisco Beltrdo no estado do Parand, Brasil, com idade entre dois e quatro
anos, foram coletadas por meio de punc¢ao de veia coccigea por sistema vacuoteiner em tubos
sem anticoagulante. O sangue total obtido foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos para
obtenc@o do soro, os quais foram estocados a -20°C até serem analisados pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) buscando detectar a presenca de imunoglobulinas da
classe G (IgG) anti-Neospora spp. (3).
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Como antigenos primdrios, foram utilizados taquizoitas de N. caninum da cepa NC-1
cultivados em células da linhagem VERO, e como anticorpo secunddrio, anti-IgG® bovina,
conjugado 2 fluoresceina'. Amostras de soro bovino sabidamente positiva e negativa quanto 2
presenca de anticorpos anti-Neospora spp. foram utilizadas como controle positivo e
negativo, respectivamente. As amostras foram diluidas na titulagdo de 50 e consideradas
positivas quando a fluorescéncia ocorreu em toda a superficie dos taquizoitas de N. caninum e
negativas quando a fluorescéncia foi apical ou ausente (4).

Os dados para quantificagdo do nimero de amostras a serem analisadas foi calculado
seguindo a formula n= p(1-p) * (Z/E)2

Sendo: p = A proporcao estimada baseada em estudos prévios

Z = O valor de t de Student para diferentes intervalos de confianga
E = O erro maximo aceito

Admitindo-se um erro de 5% e intervalo de confianca de 95%, com frequéncia estimada
de 16% de acordo com Reichel et al. (1), os resultados da sorologia foram analisados por
distribuicdo de frequéncia relativa com auxilio do programa GraphPad® Prism 5°..

A frequéncia de anticorpos IgG anti-N.caninum na microrregido de Francisco Beltrao
foi de 35,1% (129/367), valor superior a média nacional em vacas de leite que estd relatada
em 16,1% (1). Este fato pode ter ocorrido em virtude de que todas as amostras analisadas
foram oriundas de animais com idade superior a 24 meses, sendo que segundo o estudo de
Guimardes et al. (5) estes apresentam 3,1 vezes mais chance de serem infectados do que
animais mais jovens. Além disso, foram utilizadas vacas da raca holandesa, sendo estas mais
vulneraveis a infec¢do por N. caninum (odds ratio (OR) = 2,13) que racgas zebuinas e/ou
mestigas (5).

Nessa mesma linha de pensamento, o que pode justificar a presenca de 129 animais
soropositivos dos 367 analisados em nosso estudo € o fato que todas as propriedades visitadas
apresentavam relatos de aborto e presenca de cdes, sendo esses fatores de risco para a
ocorréncia de infec¢do pelo protozodrio estudado, com valores de OR de 4,52 e 2,62,
respectivamente, segundo estudo realizado na Argélia, onde foram coletados soro de 799
vacas de 87 propriedades (6).

O N. caninum estd relatado em mais de 10 paises como causas de problemas
reprodutivos em bovinos, sendo um importante agente causador de perdas econdmicas (1),
ndo somente pelo aborto que a neosporose pode causar, como também pela reducdo na
producdo de leite (7).

Para adotar medidas para a redu¢do de perdas ocasionadas por esse protozodrio, é de
suma importancia a realizacdo do diagnéstico na propriedade, seja pela coleta de sangue do
animal (3) ou ainda por andlise individual de leite, que tem como principal vantagem ser de
facil coleta, além de ocasionar menor estresse ao animal se comparado com a coleta de sangue
(8).

Com a frequéncia de anticorpos anti N. caninum encontrados nesse estudo (35,1%), é
possivel adotar estratégias de controle do agente como os descritos por Hasler et al. (9): (i)
descarte de animais soropositivos, (ii) tratamento quimioterdpico dos neonatos nascidos de
vacas soropositivas e (iii) vacina¢do de todos o rebanho ou ainda (iv) utilizagdo de
reprodutores de racas com aptiddo a carne.

Todas essas estratégias de controle apresentando vantagens e desvantagens, onde no (i)
o fator positivo € eliminar animais que apresentam maior probabilidade de apresentar
problemas reprodutivos, tal como aborto, retencao de placenta e metrite (10) e como negativo
o descarte, muitas vezes, de animais com bom potencial produtivo e/ou valor agregado. No

! Anti-IgG bovina conjugada com a fluoresceina (FITC): Affinity Purified Antibody Fluorescein. Clopper Road 910,
Gaithersburg, MD 20878 USA. www.kpl.com.
% GraphPad Software, San Diego, USA.
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(i1) e (iii), o principal fator que torna invidvel a utilizacao € a baixa eficdcia desses controles, e
que atualmente ndo ha vacina comercial anti-N. caninum (2). E o (iv) que, em estudos
anteriores, apresentou melhores resultados quando comparados a outros sistemas de controle,
com indices de custo beneficio na faixa de 1,29 (9). Isso em virtude de que o principal
mecanismo de disseminagdo do N. caninum em vacas de leite € a via vertical, onde neonatos
filhos de vacas soropositivas nascem persistentemente infectados (PI), com possivel
reativacdo do protozodrio no momento da gestacdo desses animais PI, e consequentemente
casos de aborto (2).

Por fim, fica evidente que vacas de leite da microrregido de Francisco Beltrao
apresentam frequéncias de IgG anti-N. caninum elevadas e independente do método a ser
realizado, € de suma importancia o diagndstico dessa enfermidade para que medidas de
controle sejam implementadas e as perdas minimizadas.
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