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RESUMO

Parasitos sdo seres que se beneficiam de um hospedeiro para sobreviver, podendo
causar danos a saude do animal. Em bovinos, os parasitos que acometem o sistema
reprodutor possuem grande importancia, principalmente pelos prejuizos econémicos
que geram. O objetivo desse trabalho foi pesquisar a prevaléncia de Neospora
caninum e Trypanosoma vivax em bovinos; N. caninum e parasitos grastrintestinais
em caes; N. caninum em fetos bovinos, além de determinar os principais fatores de
risco associados com o0s patdgenos pesquisados em propriedades rurais de
bovinocultura de leite da regido Oeste do Parana. Apds a realizacao do calculo de
amostragem foram coletadas 600 amostras de sangue e 17 fetos bovinos, 163
amostras de sangue e 120 amostras de fezes de cées de propriedades rurais das
cidades de Cascavel, Toledo, Marechal Candido Rondon e Palotina, e aplicado um
questionario epidemioldgico. Para a deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum
em cédes e bovinos foi realizada a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).
Para o diagndstico de T. vivax em bovinos foi realizada a RIFI e esfregaco
sanguineo da capa leucocitéria. Os Métodos de Willis-Mollay, Hoffman, Pons e Janer
e Sheather foram utilizados para a deteccdo de ovos e/ou 00 (cistos) de parasitos
em amostras de fezes dos caes. Amostras do cérebro, coracdo e placenta dos fetos
bovinos foram submetidas a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para o diagnéstico de Neospora caninum. Os resultados e os dados coletados a
partir do questionario epidemioldgico foram analisados através do programa Epilnfo.
Das amostras de bovinos, 23,67% foram positivas para N. caninum e todas
apresentaram resultado negativo para T. vivax. Em nove (52,94%) fetos foi possivel
amplificar material genético do N. caninum. As principais variaveis associadas com a
infeccdo foram histérico de aborto, baixa producao de leite, criacdo extensiva e raca
Jersey. Das 163 amostras de sangue de cdes, 11,66% foram positivas para o
N.caninum, ndo havendo correlacdo significativa entre os resultados da sorologia
dos cades e dos bovinos. Das amostras fecais, 71,67% foram positivas para ao
menos um parasito. Os mais encontrados foram Ancylostoma spp. (80,23%),
Trichuris vulpis (20,93%), Cystoisospora spp. (17,44%) e Giardia spp. (8,14%).
Também foram encontrados Sarcocystis spp., Toxocara spp., Hymenolepis diminuta
e Capillaria spp. em um percentual menor. Pseudoparasitos como oocistos da
familia Adeleidae e Eimeria spp., e ovos da familia Ascaridiidae também foram
encontrados. De acordo com o género/espécie de parasito, associacao foi verificada
entre fezes pastosas e parasitismo por Cystoisospora spp. € Sarcocystis spp.,
histérico de verminose e Trichuris vulpis, e condi¢cdes de vida, ou seja, se vivem
soltos ou presos, para e Ancylostoma spp., Cystoisospora spp., Giardia spp. e
Trichuris vulpis.

Palavras-chave: aborto, coproparasitolégico, enteroparasitos, PCR, RIFI



ABSTRACT

Parasites are beings that benefit from a host to survive, and can cause harm to the
health of the animal. In cattle, the parasites that affect the reproductive system are of
great importance, mainly for the economic damages that they cause. The objective of
this study was to investigate the prevalence of Neospora caninum and Trypanosoma
vivax in cattle; N. caninum and gastrointestinal parasites in dogs; N. caninum in
bovine fetuses, in addition to the main risk factors associated with the pathogens
researched in rural dairy cattle in the western region of Parana. After the sampling
calculation was performed, 600 blood samples and 17 bovine fetuses, 163 blood
samples and 120 faecal samples of rural dogs were collected from the cities of
Cascavel, Toledo, Marechal Céandido Rondon and Palotina, and also an
epidemiological questionnaire was applied. For the detection of anti-Neospora
caninum antibodies in dogs and cattle, an Indirect Immunofluorescence Reaction
(IFAT) was performed. For the diagnosis of T. vivax in cattle, an IFAT and blood
smear of the leukocyte layer was performed. The methods of Willis-Mollay, Hoffman,
Pons and Janer and Sheather were used to detect eggs and/or oo(cysts) of parasites
in samples of feces from dogs. Brain, heart and placenta samples from bovine
fetuses were submitted to the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique for the
diagnosis of Neospora caninum. The results and data collected from the
epidemiological questionnaire were analyzed through the Epilnfo program. Of the
bovine samples, 23.67% were positive for N. caninum and all showed negative
results for T. vivax. In nine (52.94%) fetuses it was possible to amplify genetic
material of N. caninum. The main variables associated with the infection were
abortion history, low milk yield, extensive breeding and Jersey breed. Of the 163 dog
blood samples, 11.66% were positive for N. caninum, with no significant correlation
between the serology results of dogs and cattle. Of the fecal samples, 71.67% were
positive for at least one parasite. The most sought after were Ancylostoma spp.
(80.23%), Trichuris vulpis (20.93%), Cystoisospora spp. (17.44%) and Giardia spp.
(8.14%). Sarcocystis spp., Toxocara spp., Hymenolepis diminuta and Capillaria spp.
were also found In a lower percentage. Pseudoparasites such as oocysts of the
family Adeleidae and Eimeria spp., and eggs of the Ascaridiidae family were found
too. According to the genus/species of parasite, the association was verified between
pasty faeces and parasitism by Cystoisospora spp. and Sarcocystis spp., history of
verminosis and Trichuris vulpis, and living conditions, that is, if they live loose or
trapped, for Ancylostoma spp., Cystoisospora spp., Giardia spp. and Trichuris vulpis.

Key words: abortion, coproparasitological, enteroparasites, IFAT, PCR
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1 INTRODUCAO GERAL

A pecuaria leiteira esta distribuida por todo o territério brasileiro, porém nao
existe um padréo de producéo, ou seja, ha propriedades muito tecnificadas com alta
producédo de leite diaria e propriedades de subsisténcia onde a producgéo é pequena.
A maioria das propriedades produtoras de leite no Brasil sédo caracterizadas como
familiares de pequena e média producao (ZOCCAL et al., 2008).

A bovinocultura de leite vem crescendo cada vez mais, atualmente o Brasil é
0 quinto maior produtor de leite do mundo, atras somente da Unido Europeia, india,
Estados Unidos e China. Os principais Estados produtores de leite sdo Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Parand, respectivamente, sendo a regido sul a maior
produtora de leite do pais (IBGE, 2016).

No Estado do Parana a regido Oeste se destaca como a maior produtora do
Estado, nessa regido trés cidades (Marechal Candido Rondon, Cascavel e Toledo)
possuem uma importancia maior, pois estdo entre as 15 cidades com maior
producao de leite do pais (IBGE, 2016).

Apesar do Brasil ser um grande produtor de leite, a producéo € baixa quando
comparada com o numero de bovinos, ou seja, cada bovino produz uma quantidade
muito pequena de leite (IBGE, 2016). Um dos principais fatores que contribuem para
essa baixa producdo, além dos genéticos, sdo os reprodutivos. A incidéncia de
abortos, natimortos, reabsor¢cdo embrionaria e repeticdo de cio contribuem
significativamente para a diminuicdo da producao de leite por vaca durante um ano
(DE VRIES, 2006).

Héa diversas causas para 0s problemas reprodutivos em bovinos, podendo
ser resultantes da infeccdo por patdégenos ou causas nao infecciosas. As principais
sdo: estresse térmico, deficiéncia nutricional, micotoxinas, Neospora caninum,
Leptospira spp., Campylobacter spp., Brucella abortus, Tritrichomonas foetus,
Trypanosoma vivax, Herpesvirus Bovino Tipo 1, Virus da Diarreia Viral Bovina, entre
outros (HURTADO et al., 2016).

A maioria das propriedades rurais de bovinocultura de leite no Brasil,
também possui cdes, esses sendo de guarda, pastoreio ou companhia. Eles podem

transmitir diversas doencas, principalmente através das fezes, para o ser humano e



21

para 0os animais, como o0s bovinos (ROBERTSON et al., 2000; GOODSWEN et al.,
2013; CURI et al., 2016).

Os caes sdo os principais responsaveis pela transmissdo horizontal do
Neospora caninum para os bovinos, patégeno que € responsavel por inumeros
prejuizos para a bovinocultura de leite e de corte no pais, pois o principal sinal
clinico é o aborto (GOODSWEN et al., 2013). Ja para os humanos, os cédes podem
transmitir através das fezes uma série de agentes zoonaoticos, como 0s protozoarios
Giardia spp. e Crypstosporidium spp. e os helmintos Ancylostoma spp. (conhecida
como larva migrans cutanea) e Toxocara spp. (conhecida como larva migrans
visceral) (CURI et al., 2016).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neospora caninum

Neospora caninum é um protozoario do Filo Apicomplexa (DUBEY et al.,
1988a), seu primeiro relato foi em 1984, quando Bjerkas et al., na Noruega,
descreveram casos de cdes com sinais neurolégicos e com presenca de cistos
teciduais no sistema nervoso central com morfologia distinta dos cistos do
Toxoplasma gondii. Até entdo o Neospora caninum era confundido com o T. gondii.
Em 1988, o Neospora caninum foi reconhecido como nova espécie com sinais
clinicos mais graves que o T. gondii para cdes (DUBEY et al., 1988Db).

Em bovinos, o protozoario foi diagnosticado primeiramente por Parish et al.
(1987) e O'Toole e Jeffrey (1987) em tecidos do sistema nervoso central de um
bezerro, porém o diagndstico definitivo s6 ocorreu em 1989 quando Lindsay e Dubey
desenvolveram um teste imunoistoquimico (IHQ) para identificar o N. caninum em
tecidos, confirmando a infec¢do pelo protozoario nos cortes histolégicos do estudo
de Parish et al. (1987).

Ainda em 1989, foi relatado o primeiro surto de abortamento em rebanho de
bovinos associado a neosporose, através da identificagdo do protozoario utilizando a
IHQ no sistema nervoso central dos fetos (THILSTED e DUBEY, 1989). Logo apos,
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em 1992, foi demonstrado que a vaca transmite o protozoério para o feto através da
transmissao transplacentéria, gerando o aborto (DUBEY et al., 1992).

Em 1998 os cédes foram identificados como hospedeiro definitivos, sendo
comprovado com a realizagdo de um experimento onde os cdes eliminaram oocistos
do protozoério apds se alimentarem com tecidos de camundongos contendo cistos
de N. caninum (MCALLISTER et al., 1998). A transmissao horizontal do protozoario
s6 foi compreendida em 1999 quando Marez et al. demostraram que os bovinos
podiam se infectar ingerindo oocistos de N. caninum e em 2001, quando Dijkastra et
al. demonstraram que os cédes eliminavam oocistos do protozoario ap6s ingerirem
placenta de vacas soropositivas.

Além de infectar cdes e bovinos, esse protozoario pode infectar diversas
espécies de animais como felinos, suinos, ovinos, equinos, bufalos, raposas,
coiotes, lobos, veados, camelos, psitacideos, entre outros, porém ainda ndo esta
totalmente clara a importancia dessas espécies no ciclo do protozoario (DONAHOE
et al., 2015).

2.1.1 Estrutura e ciclo bioldgico

Neospora caninum € um protozodrio heteroxeno, ou seja, precisa de dois
hospedeiros para completar o ciclo. Os hospedeiros definitivos séo os cdes/canideos
silvestres, onde ocorre a reproducdo sexuada do parasito, e os hospedeiros
intermediarios, onde ocorre a reproducao assexuada, os bovinos sdo considerados
os de maior importancia, porém destacam-se outros como ovinos, caprinos, aves e
herbivoros silvestres (DUBEY e SCHARES, 2011; GOODSWEN et al., 2013).

O ciclo de vida possui trés estagios infecciosos, 0s taquizoitos, 0s
bradizoitos que estédo localizados dentro dos cistos e 0s esporozoitos que estdo no
interior dos oocistos (FIGURA 1) (DUBEY et al., 2002). Essas estruturas ja foram
estudadas por diversos autores e todas estdo relacionadas com a transmissao do
parasito (GOODSWEN et al., 2013; DONAHOE et al., 2015).
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FIGURA 1 - ESTRUTURAS DO Neospora caninum; (A) TAQUIZOITO, (B) BRADIZOITO, (C) CISTO,
(D) OOCISTO NAO ESPORULADO, E (E) OOCISTO ESPORULADO COM DOIS
ESPOROCISTOS (SETA) E QUATRO ESPOROZOITOS.

FONTE: Goodswen et al. (2013).

Oocistos ndo esporulados séo eliminados nas fezes dos canideos, e medem
cerca de 11,7 x 11,3um. A eliminacao acontece cerca de cinco ou mais dias apos a
ingestdo de tecido contendo cistos do protozoério. O oocisto sO se torna infectante
apO0s a esporulacdo, que acontece por esporogonia, quando ha temperatura,
umidade e oxigenacao adequada (cerca de 24-48h). O oocisto esporulado possui
dois esporocistos e oito esporozoitos (quatro em cada esporocisto) (DUBEY et al.,
2007).

Apl6s a ingestdo dos oocistos pelos hospedeiros intermediarios, o0s
esporozoitos sao liberados no trato gastrointestinal, esses invadem as células do
epitélio intestinal, leucécitos e fibroblastos, transformam-se em taquizoitos e
multiplicam-se, espalhando-se por todo o organismo do hospedeiro (GOODSWEN et
al., 2013)

Os taquizoitos medem cerca de 3-7 x 1-5um, dependendo do estagio de
divisdo, eles sdo ovoides, lunares ou globulares. Invadem células formando um
vacuolo parasitoforo no citoplasma, onde véo replicar por endodiogenia (um
processo de desenvolvimento assexuado) e podem ser encontrados em macroéfagos,
endotélio vascular, hepatdcitos, células musculares, células neurais e fibroblastos
(DUBEY et al., 2002). Estdo relacionados principalmente com os sinais clinicos da
doenca, pois causam destruicdo de tecido e resposta inflamatéria. Cada taquizoito
invade cerca de 20 células antes de se transformar em um bradizoito, apés formam-
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se os cistos e inicia outra fase do desenvolvimento assexuado do protozoério
(GOODSWEN et al., 2013; MONNEY e HEMPHILL, 2014).

Os bradizoitos possuem cerca de 6-8 x 1-1,8um de tamanho e se
multiplicam lentamente por endodiogenia, estdo envoltos por um cisto geralmente
circular com até 107um de parede lisa com 4um de espessura. Esses sédo
encontrados principalmente no sistema nervoso central e na musculatura do
hospedeiro intermediario, podendo persistir por toda a vida sem causar
manifestagdes clinicas (MONNEY e HEMPHILL, 2014; MCALLISTER, 2016).

O ciclo de vida do parasito é completado quando o hospedeiro definitivo
ingere tecido contendo os cistos do protozoario, entdo os bradizoitos séo liberados
no intestino delgado, invadindo células epiteliais e iniciando a fase sexuada com a
formacao de oocistos ndo esporulados, que séao eliminados nas fezes (FIGURA 2)
(MONNEY e HEMPHILL, 2014).

Outra forma de transmissdo € a vertical, onde a mée infectada acaba
transmitindo o protozoario para o feto. Ha duas formas de transmissao para o feto, a
forma exdgena e a forma enddgena. A primeira acontece quando o hospedeiro se
infecta durante a gestacdo, e os taquizoitos acabam migrando através da corrente
circulatoria para a placenta, atingindo o feto, podendo gerar aborto ou 0 nascimento
de um bezerro congenitamente infectado. Ja a forma enddgena é devido a
reativacdo e reconversao de bradizoitos em taquizoitos durante a gestacao,
geralmente acontece devido as altera¢des imunologicas e hormonais que ocorrem
durante essa fase no hospedeiro intermediario. Essa € a forma mais comum de
transmissao e esta associada com a manutencdo da doenca na propriedade, visto
que cerca de 95% das vacas soropositivas irdo gerar abortos ou bezerros
soropositivos (MCALLISTER, 2016).
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FIGURA 2 - CICLO DE VIDA DO Neospora caninum
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FONTE: Guido et al. (2016).

2.1.2 Patogenia e sinais clinicos

A replicacdo dos taquizoitos produzem lesGes necréticas e morte celular,
isso pode gerar doenga neuromuscular nos hospedeiros intermediarios, devido a
destruicdo de um numero grande de células neurais (BUXTON et al., 2002).

A maioria dos canideos sao assintomaticos ou possuem diarreia
autolimitante ap6s a infeccdo, porém como eles podem ser hospedeiros
intermediarios além de definitivos, os sinais podem estar relacionados com lesées no
sistema nervoso central, como paresia dos membros posteriores que progride para
paralisia. Entretanto, devido a encefalomielite os sinais neuroldégicos podem ser
variaveis (LINDSAY et al., 1999; DONAHOE et al., 2015)

O aborto em bovinos geralmente ocorre entre o quinto e sétimo més de
gestacado, porém ele pode acontecer do quarto més até o fim da gestacao, podendo
ainda, nascerem bezerros fracos que vém a Obito logo apdés o nascimento ou
normais congenitamente infectados. S&o varios os motivos que podem desencadear
0 aborto, um deles € a lesdo causada pela replicacdo dos taquizoitos no sistema
nervoso central e coracao do feto, além da placenta, interferindo no fornecimento de

oxigénio e nutrientes ao feto. O aborto, também pode estar associado com a
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liberac@o de citocinas pro-inflamatorias e a resposta imune tipo Thl na interface
materno-fetal (CANTON et al., 2014; MCALLISTER, 2016).

2.1.3 Diagnostico laboratorial

O diagnostico pode ser feito através de técnicas soroldgicas, como a Reacgéo
de Imunofluorescencia Indireta (RIFI), Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimatico
(ELISA), Teste de Aglutinacdo do Neospora (NAT), Immunoblotting, Teste de
Imunocromatografia Rapida (RIT) e Teste de Aglutinacdo em Latex (LAT). Ainda
pode ser através de métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), métodos de histopatologia, Imunoistoquimica (IHQ) e isolamento, podendo
utilizar cultivo celular, camundongos ou gerbils (DUBEY, 2003; ORTEGA-MORA et
al., 2006; GUIDO et al., 2016).

O diagnostico sorologico é uma importante forma de investigacao,
principalmente epidemioldgica da infec¢éo, além de servir como método de triagem
e rastreamento da doenca na propriedade. Para o N. caninum é o principal método
de diagnéstico ante-mortem dos animais, porém os métodos existentes variam em
sensibilidade e especificidade (TABELA 1) (GUIDO et al., 2016).

No diagnéstico utilizando a histopatologia é importante ndo avaliar somente
a infecgdo fetal, mas também a extenséo e severidade das lesdes no feto (JENKINS
et al., 2002). As principais lesdes microscopicas encontradas no feto sdo: encefalite
necrosante multifocal ndo supurativa, miocardite ndo supurativa, inflamacdo nao
supurativa focal em 6érgdos como musculo esquelético, figado, pulmao e placenta
(GIBNEY et al., 2007; REITT et al., 2007; REGIDOR-CERRILLO et al., 2008). Junto
com a histopatologia pode ser utilizada a imunoistoquimica, facilitando a visualiza¢éo
do antigeno. O principal limitante, tanto da histopatologia como da imunoistoquimica,
€ o estado de decomposi¢do da maioria dos fetos. Esses geralmente chegam para
diagnostico em estado avancado de autdlise ou mumificados, o que dificulta a
realizagdo de algumas técnicas (MCALLISTER, 2016).
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TABELA 1 - TECNICAS SOROLOGICAS PARA DETECCAO DE N. caninum EM ANIMAIS

INFECTADOS
Técnica Formato e caracteristicas Comentérios

RIF] Taquizoitos fixados Método de Referéncia

A interpretagédo dos resultados é subjetiva
. . Especifico

NAT Taquizoitos fixados .
Execucéao simples

LAT Esferas de latex revestidas com | Sensibilidade e especificidade parecida com o

taquizoitos

NAT

Immunoblotting | Taquizoitos totalmente fixados

Demorado e nao aplicado para triagem

Recomendado para confirmacéo de
diagnéstico

Simples e rapido

RIT Antigeno recombinante . .
Aplicado a condicdes de campo
- ELISA indireto
Taquizoitos fixados
ISCOM (Complexo ) i o
imunoestimulante) incorporados Triagem de um numero grande de animais
ao antigeno Varios Kits disponiveis comercialmente
ELISA - ELISA competitivo O ELISA avidez esta baseado no principio de

Anticorpos monoclonais

que os primeiros anticorpos produzidos apés a

infeccdo possuem menos afinidade pelo

Anticorpos policlonais antigeno

- ELISA avidez
Taquizoito lisado
Antigeno ISCOM

RIFI: Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta; NAT: Teste de Aglutinacdo do Neospora; LAT: Teste de
Aglutinacdo em Latex; RIT: Teste de Imunocromatografia rapida; ELISA: Ensaio de Imunoadsorcao
Enzimético

FONTE: Guido et al. (2016) modificado.

Ainda, como diagnéstico direto pode ser realizado a PCR, essa com alta
sensibilidade e especificidade, podendo variar de acordo com o primer utilizado, com
o tipo de extracdo de DNA e com os protocolos utilizados dos reagentes e
termociclador. Atualmente existem diversos oligonucleotideos iniciadores (primers)
que podem ser utilizados, os principais estdo relacionados com os genes pNc5,
ITS1, 18S e 28S. A PCR pode ser utilizada também para quantificar o DNA do
agente, muito importante para o desenvolvimento de vacinas e estimar a carga
parasitaria em estudos epidemioldgicos (DUBEY e SCHARES, 2006). A PCR ainda
torna-se um importante método para a confirmacdo da eliminacdo de oocistos por
canideos, visto que os oocistos de N. caninum sao morfologicamente similares aos
oocistos de Hammondia spp., que também podem ser eliminados por essa espécie

animal (DUBEY et al., 2002).
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O isolamento do parasito pode ser realizado através de cultivo celular ou
inoculacdo em camundongos e gerbils, porém essa € uma técnica dificil e com

custos altos, sendo utilizada geralmente para fins de pesquisa (DUBEY, 2003).

2.1.4 Distribuicao

Casos de Neospora caninum em cées e bovinos ja foram relatados em cinco
continentes no mundo, Asia, Africa, Europa, Oceania e América (DUBEY et al.,
2007; SPILOVSKA et al., 2009; YU et al., 2009; PANADERO et al., 2010, REICHEL
et al., 2013). A ocorréncia em diversos paises, assim como no Brasil, varia de
acordo com a regido estudada e com o tipo de producdo, leite ou corte
(GOODSWEN et al., 2013).

No Brasil, atualmente, a ocorréncia do protozoario varia de 10,9% a 50,74%,
essa variagao ocorre principalmente de acordo com a regido estudada e o ponto de
corte utilizado no teste empregado (TABELA 2) (TEIXEIRA et al., 2010; AGUIAR et

al., 2011).
TABELA 2 - OCORRENCIA DE Neospora CANINUM EM BOVINOS DE DIFERENTES REGIOES DO
BRASIL
Referéncia UF N° N° a_nimais Aptidéo Teste Ponto de %
rebanho |examinados empregado corte Positivos

Guimaraes Jr et al. . .
(2004) PR 23 623 leite RIFI 1:50 14,3
Locatelli-Dittrich et
al. (2008) PR 77 1263 NI ELISA NI 33
Teixeira et al. . i
(2010) MA 27 812 leite RIFI 1:200 50,74
Aguiar et al : i
(2011) SP 118 1104 leite RIFI 1:100 10,9
Amaral et al. e NI 306 corte RIF| 1:200 12,6
(2012) ' '
Moura et al. (2012) SC 19 373 leite RIFI 1:200 23,1
Bruhn et al. (2013) MG 40 1204 leite RIFI 1:200 21,6

NI — ndo informado

FONTE: A autora (2017).
Além das diferencas de regido e do teste empregado, outra condi¢cdo que

interfere na ocorréncia da doenca sdo os fatores de risco, e esses variam de acordo
com a regido estudada e a propriedade. Os principais fatores de risco associados

com a neosporose sao: numero de gestacdes, presenca de hospedeiro definitivo na
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propriedade, idade dos animais e a presenca de problemas reprodutivos, como
abortos, distocias e repeticdo de cio (GOODSWEN et al., 2013).

2.2 Trypanosoma (Duttonella) vivax

Trypanosoma (Duttonella) vivax é um protozoario flagelado, heteroxeno, do
Filo Euglenozoa e da Familia Trypanosomatidae. Parasita diversas espécies de
animais domeésticos e silvestres, porém os bovinos possuem uma maior importancia
(GIORDANI et al., 2016). Séo transmitidao principalmente por insetos hematofagos.
No Brasil est4 associado principalmente com os Tabanidae e Stomoxys calcitrans
(BIRHANU et al., 2015), porém podem ser transmitidos também por outros insetos
hemato6fagos ou por agulhas contaminadas (ZAPATA et al., 2009).

Os primeiros relatos de T. vivax ha América foram em 1930 quando houve a
importagdo de bovinos do Senegal para a Guiana Francesa, llhas de Martinica e
Guadalupe (CURASSON, 1943), a partir deste momento a doenca se disseminou
para diversos paises. No Brasil, o primeiro relato da doenca foi em 1946 no Estado
do Pard (BOULHOSA, 1946) e em seguida foi diagnosticada em bufalos na regido
amazonica (SHAW e LAISON, 1972).

A doenca esta se disseminando nas diversas regides do pais trazendo
inlmeros prejuizos na producdo, porém em alguns Estados ela ainda ndo foi
diagnosticada. Por ser uma doenca exética em algumas regides, o impacto causado
por ela atinge grandes proporcfes, preocupando os médicos veterinarios e
pecuaristas, principalmente pela grande queda na producdo e perda de varios
animais (PAIVA et al., 2000; CARVALHO et al., 2008).

2.2.1 Estrutura e ciclo biolégico

T. vivax € um hemoparasito flagelado, cuja forma tripomastigota é
encontrada na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado.O corpo é alongado e
achatado, possui 18 a 31um de comprimento (incluindo o flagelo, que possui de 3 a
6um), porém o comprimento médio varia de 21 a 25,4um, apresenta um grande
dimorfismo, com a extremidade posterior variando de forma, podendo ser larga,

terminando em forma rombuda, afilando abruptamente ou apresentando a ponta
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arredondada. As principais estruturas do parasito sédo o nucleo, o cinetoplasto, uma
membrana ondulante e o flagelo (FIGURA 3) (HOARE, 1972; DAGNACHEW e
BEZIE, 2015).

As formas epimastigotas podem ser encontradas em moscas tsé-tsé, que
pertencem ao género Glossina, esses sao os Unicos hospedeiros invertebrados em
gque ha a multiplicacdo do parasito, permanecendo infeccioso durante a vida do
inseto. No Brasil, como ndo ha a presenca da Glossina a transmissdo se da por
outros insetos hematofagos, principalmente os Tabanidae e os Stomoxys calcitrans
ou por agulhas contaminadas, porém esses insetos sdo apenas vetores mecanicos,
pois ndo ha a multiplicacéo do parasito (DESQUESNES e DIA, 2004; OSORIO et al.,

2008).

FIGURA 3 - Trypanosoma vivax EM ESFREGACO SANGUINEO CORADO COM PANOTICO,
AUMENTO DE 1000X.

Membrana ondulante Cinetoplasto

Flagelo

FONTE: Osério et al. (2009) modificado.

Diferentemente dos outros Tripanosomas, o T. vivax hdo possui a forma pro-
ciclico, ou seja, ndo migra para o intestino do inseto, permanecendo somente na
probdscide, alguns autores acreditam que seja esse 0 motivo do parasito poder ser
transmitido por outras espécies de insetos, além da Glossina (OSORIO et al., 2008;
JACKSON et al., 2015).

Apos a infeccdo, no hospedeiro vertebrado os tripomastigotas se multiplicam
através de fissdo binaria, eles sdo revestidos por glicoproteinas variaveis de
superficie que induzem uma rapida resposta imune no animal, eliminando os
parasitos rapidamente, porém alguns protozoarios que sobrevivem substituem essas

glicoproteinas de superficie levando a um novo Tipo Antigénico Variavel (VAT),
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esses novos tripomastigotas se multiplicam, gerando a doenga. Por fim, novos
insetos hematéfagos se contaminam e transmitem para outros animais (FIGURA 4)

(NANTULYA et al., 1986; DAGNACHEW e BEZIE, 2015).
FIGURA 4 - CICLO Trypanosoma vivax
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FONTE: Silva et al. (2002).

2.2.2 Patogenia e sinais clinicos

A tripanosomose em bovinos possui alta morbidade e letalidade,
principalmente quando ha o primeiro contato entre o parasito e o hospedeiro
vertebrado. A letalidade é explicada pela anemia severa, causada por hemolise intra
e extravascular, diminuicdo da eritropoiese, hemorragias, secre¢cdo de neuramidase,
gue atua hidrolisando o acido sialico, componente da superficie das hemécias e pela
acdo das fosfolipases que sédo liberadas pelos parasitos mortos, gerando lipideos
que alteram as hemécias. Ainda, a anemia pode ocorrer por mecanismos
autoimunes que depositam complexos imunes na superficie das hemécias (ESIEVO
et al., 1982; ANDRIANARIVO et al., 1995; OSORIO et al., 2008).

Além das alteracGes causadas pelas fosfolipases, neuramidases e proteases
na superficie das hemacias, que vao gerar epitopos reconhecidos como estranhos,
com producdo de anticorpos, o proprio T. vivax também gera anticorpos que
reconhecem epitopos das hemécias de bovinos, levando a destruicdo dessas

hemacias, gerando a anemia (OKECK et al., 1996).
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A anemia junto com o aborto séo sinais caracteristicos da tripanosomose em
bovinos (SILVA et al.,, 1999). O processo patolégico do aborto ainda ndo esta
totalmente esclarecido, alguns estudos recentes demonstram que ele esta associado
com a fase aguda da doenca (DAGNACHEW e BEZIE, 2015), podendo ser causado
pela inducdo do estresse, pela hipertermia persistente, por lesdes do protozoario na
placenta e no feto levando a reacdes inflamatérias e a diminuicdo dos niveis de
progesterona (SILVIA et al., 2013; HURTADO et al., 2016).

Além de anemia e abortos, os animais também podem apresentar anorexia,
leucopenia, hipoglicemia, alta atividade sérica de AST, aumento da frequéncia
cardiaca e respiratoria, edema, sinais neuroldgicos, repeticdo de cio, retencdo de
placenta e os filhotes podem nascer fracos e debilitados. Em machos podem ocorrer
casos de infertilidade e esterilidade (BATISTA et al., 2007; DAGNACHEW e BEZIE,
2015; HURTADO et al., 2016).

2.2.3 Diagnéstico laboratorial

A tripanossomose pode ser confundida com diversas doencas que causam
aborto e/ou anemia nos bovinos. Para o diagndstico definitivo da doenca € preciso a
utilizacéo de testes diagndésticos, sendo os principais métodos diretos para a doenca
o esfregaco sanguineo, o método de Woo, o método de Buffy Coat, a PCR, a
inoculagcdo em camundongos, o método de aspirado do linfonodo e a histopatologia.
Também podem ser utilizados os métodos indiretos, como a imunofluorescéncia
indireta, o teste de aglutinacéo direto, o ELISA e o teste de tripandlise (SILVA et al.,
2002; DAGNACHEW e BEZIE, 2015).

Os Métodos de esfregaco sanguineo, método de Woo, método de Buffy Coat
e o aspirado de linfonodo sdo os mais utilizados no Brasil, porém apesar de serem
métodos de facil execucdo e baratos eles possuem baixa sensibilidade e
especificidade, principalmente quando a doenca esta na fase crénica (MADRUGA,
2004). Estudos realizados por Robson e Askar (1972) demonstraram uma
sensibilidade de 33,3% e 31,5 para o esfregaco e aspirado de linfonodo,
respectivamente, quando os dois métodos foram associados a sensibilidade
aumentou para 35,3%.

A inoculagdo em camundongos possui uma sensibilidade maior do que os

métodos de esfregacos, cerca de 88,2%, contudo essa técnica é mais utilizada para
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fins de pesquisa por ser um método demorado e com custos mais elevados (SILVA
et al., 2002).

As lesbes observadas na histopatologia ndo sdo especificas da
tripanossomose. Podem ser observadas hiperplasia dos foliculos linfoides e areas
multifocais de necrose e infiltrado inflamatério em diversos tecidos, como hepético,
cardiaco e esplénico (BATISTA et al., 2008).

Dos métodos diretos, a PCR € a técnica mais sensivel e especifica, e sua
principal vantagem é detectar pequenas quantidades do DNA do parasito no sangue.
Nocaso do T. vivax esse método consegue detectar a partir de um tripomastigota por
mililitro de sangue. Os principais genes pesquisados sdo 24S-a e ITS (DESQUENES
e DAVILA, 2002).

As andlises soroldgicas geralmente sao utilizadas somente para estudos
epidemiologicos ou para triagem do rebanho. Atualmente, o uso desses métodos
vem aumentando no Brasil, pois como os métodos parasitolégicos possuem baixa
sensibilidade para deteccdo de infeccdo crébnica em rebanhos assintoméaticos as
técnicas sorologicas acabam sendo uma Gtima alternativa (VENTURA et al., 2001).
Os testes mais utilizados sdo a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta e o ELISA,
os dois possuem sensibilidade e especificidade altas (MADRUGA et al., 2006;
GARCIA et al., 2006; OSORIO et al., 2008).

2.2.4 Distribuicao

Na América do Sul o T.vivax é enzodtico, apresentando incidéncia variavel
na populacdo bovina, espalhando-se por diversas areas. No Brasil, ja foi relatada a
presenca do parasito em diversos Estados, como no Para, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Pernambuco, entre outros. A
prevaléncia nesses Estados varia de acordo com a regido estudada e com a
presenca dos principais fatores de risco (TABELA 3) (SILVA et al., 2002; BATISTA et
al., 2007; BARBIERI et al., 2016).
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TABELA 3 - OCORRENCIA Trypanosoma vivax EM BOVINOS DE DIFERENTES REGIOES DO

BRASIL
Referéncia UF rebl:\;ho eﬁzﬂz:‘lﬁ;gi:s em-pr)(raggt]ido % Positivos

Guedes et al. (2008) PA NI 246 ELISA 93,1
Martins et al. (2008) MS NI 150 ELISA 52,6
Cadioli et al. (2012) SP 1 609 ELISA 98,36
Guerra et al. (2013) PE NI 2053 RIFI 13,93
Costa et al. (2013) PB 37 509 RIFI 0

Barbieri et al. (2016) MG 40 400 RIFI 49,6

NI: Nao informado
FONTE: A autora (2017).

Os principais fatores de risco da tripanossomose em bovinos estédo
relacionados com a presenca dos insetos hematéfagos, entdo a doenca tem uma
maior incidéncia no verdo pelo aumento do numero de insetos e acomete
principalmente regides tropicais. O compartilhamento de agulhas também favorece o
aparecimento da doenca nos animais. Outro fator que facilita a disseminacdo do T.
vivax por diversas regides € o transporte de animais, pois animais infectados vao
para regiées onde ndo ha doenca ocasionando os surtos (SILVA, 2006; ZAPATA et
al., 2009).

2.3 PARASITOS GASTROINTESTINAIS EM CAES

Os cédes podem ser hospedeiros de diversas espécies de endoparasitos e
ectoparasitos, algumas apresentam elevado potencial patogénico e podem infectar
outras espécies de animais, inclusive o ser humano (ANDERSON e MAY, 1979).

Os endoparasitos mais comumente encontrados sdo os parasitos do trato
gastrointestinal, que podem ser trematddeos, cestoides, nematoides, acantocéfalos
ou protozoarios (EGUIAR-AGUIAR et al.,, 2005). Os que infectam com maior
frequéncia os caes sdo 0os nematoides Ancylostoma spp., Toxocara canis e Trichuris
vulpis, o cestoda Dipylidium caninum e os protozoarios Cystoisospora spp. e Giardia
spp. (FIGURA 5) (LABRUNA et al., 2006; CURI et al., 2016).

Ancylostoma spp. € um endoparasito hematéfago do intestino delgado,
sendo as principais espécies encontradas em caes o Ancylostoma caninum e o A.

braziliense. Algumas espécies podem ser encontradas parasitando o0s seres
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humanos, como no caso do A. duodenale que é um parasito habitual do homem
(DIAS et al., 2013). A infeccdo dos cades acontece de forma passiva (via oral) ou
ativa (via cutanea), os filhotes também podem se infectar através da transmissao
transmamaria ou transplacentaria (OLIVEIRA et al., 2008). Em humanos, esse
parasito causa a doenca conhecida como larva migrans cutanea, onde as larvas
migram através da epiderme formando corddes eritematosos e pruriginosos

(TELLERIA et al., 2015).

FIGURA 5 - OVOS/OOCISTOS/TROFOZOITO DE PARASITOS GASTRINTESTINAIS
ENCONTRADOS EM FEZES DE CAES. A) CAPSULA OVIGENA DE Dipylidium caninum
(AUMENTO DE 400X); B) SETA PRETA, OVO DE Ancylostoma spp., SETA
VERMELHA, OVO DE Trichuris vulpis (AUMENTO DE 400X); C) SETA PRETA, OVO DE
Ancylostoma spp., SETA VERMELHA, OOCISTO DE Cystoisospora spp., SETA AZUL,
OVO DE Toxocara spp. (AUMENTO DE 400X); D) TROFOZOITO DE Giardia sp.
(AUMENTO 1000X); E) SETA PRETA, OVO DE Ancylostoma spp., SETA VERMELHA,
OOCISTO DE Cystoisospora spp., SETA AZUL, OOCISTO CARACTERISTICO DE

Neospora caninum/Hammondia spp. (AUMENTO DE 400X

FONTE: A autora (2016).
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O Toxocara canis € um parasito comumente encontrado em filhotes de caes,
a transmissdo acontece pela ingestdo de ovos embrionados, via transplacentaria ou
transmamaria. Os vermes adultos estédo localizados no intestino delgado, porém as
larvas migram para diversos 6rgdos até completar o ciclo, como pulmao, figado e
coragcao (NICOLETTI, 2013). Quando os seres humanos ingerem ovos embrionados
do parasito, as larvas penetram no intestino delgado, migram para diversos 0rgaos e
nao conseguem completar o seu ciclo, ocasionando diversas lesdes em diferentes
tecidos, essa doenca é conhecida como larva migrans visceral (NICOLETTI, 2013;
CARVALHO e ROCHA, 2014).

Parasito do intestino grosso de cées, o Trichuris vulpis & popularmente
conhecido como “verme chicote”. Os cées eliminam os ovos nas fezes,
contaminando o ambiente e se infectam quando ingerem os ovos embrionados,
esses precisam de temperatura e umidade adequada para embrionarem e se
tornarem infectantes (KIRKOVA e DINEV, 2005). Esse parasito também pode
infectar os humanos, porém sao raros os casos (STEINMANNA et al., 2015).

O Dipylidium caninum € um parasito do intestino delgado dos caes e gatos,
ocasionalmente pode causar infeccdo humana (KATAGIRI e OLIVEIRA-SEQUEIRA,
2007). Seus hospedeiros intermediarios sdo as pulgas dos géneros Ctenocephalides
felis e Ctenocephalides canis, sendo que a infec¢cdo nos caes ocorre pela ingestéo
acidental da pulga (MEHLHORN, 2015).

Cystoisosposa spp. € um protozoario intracelular do intestino delgado e/ou
grosso e parasito diversas espécies de animais. Ha quatro espécies que infectam os
cées: Cystoisospora canis, C. ohioensis, C. neorivolta e C. burrowsi. Os animais se
infectam quando ingerem acidentalmente oocistos esporulados, esses sao
eliminados nas fezes na forma néo esporulada (HOUK e LINDSAY, 2013).

A Giardia spp. é um protozoario flagelado entérico, ndo possui a capacidade
de invadir células, infecta diversas espécies de animais e € uma importante zoonose
gque causa diarreia por ma absorcdo em criancas, idosos e individuos
imunossuprimidos (KATAGIRI e OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; CAMA e MATHISON,
2015). A principal forma de transmisséo para os cées e para humanos é através da
ingestdo de agua contaminada com cistos do protozoario (CAMA e MATHISON,
2015).

Além desses parasitos, Cryptosporidium spp., Sarcocystis spp., Neospora

caninum, Hymenolepis diminuta, H. nana, Capillaria spp., entre outros, também
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parasitam os caes, porém sdo encontrados em um percentual menor (LABRUNA et
al., 2006; CURI et al., 2016).

2.1.2 Sinais clinicos

O principal sinal clinico resultante da infeccdo por parasitos gastrintestinais é
a diarreia, causada principalmente por ma absorcao, podendo ser aguda ou crénica
e possuir muco e/ou sangue, dependendo do parasito envolvido (KATAGIRI e
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; SANTOS et al., 2007).

Ainda, os animais podem apresentar vomitos, anorexia, apatia e perda de
peso. Os sinais variam de acordo com a carga parasitaria, com a idade dos animais
e costuma acometer com maior frequéncia animais imunossuprimidos e debilitados.
Caes sadios, com baixa carga parasitaria sdo geralmente assintomaticos, porém
eliminam ovos e oo (cistos) no ambiente facilitando a contaminagdo de outros
animais (KATAGIRI e OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007).

2.1.3 Diagnastico laboratorial

O diagnodstico das parasitoses gastrintestinais geralmente é realizado
através de técnicas coproparasitolégicas. Ha diversos métodos que podem ser
utilizados (TAPARO et al., 2006).

O Método de Willis-Mollay (1921) tem como principal objetivo a procura de
ovos leves de parasitos, como Ancylostoma spp., Trichuris vulpis e Toxocara spp.,
ele se baseia na utilizacdo de uma solucao hipersaturada que faz com que os ovos
flutuem. Outro método muito utilizado é o de Hoffman, Pons e Janer (1934) que
possui uma maior sensibilidade para ovos pesados e larvas, como Dipylidium
caninum e Taenia spp., € um meétodo simples e barato, pois a Unica solugéo utilizada
€ a agua. Ainda pode ser utilizado o método de Sheather (1923), mais utilizado
guando ha suspeita de protozoarios, esse método utiliza solucdo de sacarose e 0s
ovos, oocistos e cistos flutuam apds centrifugagdo. Além do método de Sheather,

podem ser utilizados outros dois métodos para a procura de protozoarios, o método
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de Faust et al. (1938) que utiliza sulfato de zinco e o0 método de Ritchie (1948) em
que é utilizado o formol e éter.

Pode ser utilizado também o exame direto, onde é feito um esfregaco de
fezes frescas em uma lamina e realizado a leitura em microscopio, porém esse
método € menos sensivel do que os métodos descritos acima (TAPARO et al.,
2006).

Os métodos moleculares e sorolégicos também sao utilizados, porém,
devido aos custos elevados os métodos coproparasitolégicos sdo mais utilizados na
rotina veterinaria (UECKER et al., 2007).

2.1.4 Distribuicao

Os parasitos gastrintestinais em caes possuem distribuicdo mundial. A
prevaléncia varia de acordo com a regiao, com o método de diagnostico empregado
e com o0s principais fatores de risco envolvidos. No Brasil, as parasitoses estao
presentes em todos os Estados, com ocorréncia variando entre 21% e 100%
(TABELA 4) (LABRUNA et al., 2006; PEREIRA JUNIOR e BARBOSA, 2013;
BERNARDES et al., 2015).

TABELA 4 - FREQUENCIA DE PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM CAES NO BRASIL

Referéncia UF e':‘(;g{;::;ggss % Positivos
Pereira Junior e Barbosa (2013) AM 80 100
Farias et al. (2013) Pl 195 54,9
Stalliviere et al. (2013) SC 523 38,2
Ferreira et al. (2013) PR 2290 37,16
Ribeiro et al. (2015) PR 123 60,1
Bernardes et al. (2015) PA 150 21
Frizzo et al. (2016) SC 50 56
Curi et al. (2016) MG 129 58

FONTE: A autora (2017).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Obter dados de prevaléncia e ocorréncia de patdbgenos em bovinos e caes
da regido Oeste do Parana, Brasil e determinar os principais fatores de risco

associados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia de Neospora caninum em bovinos da regiao Oeste
do Parana, Brasil, correlacionar os resultados com a sorologia dos cdes das mesmas
propriedades e definir os principais fatores de risco associados.

Pesquisar a presenca de Neospora caninum em fetos de bovinos leiteiros da
regido Oeste do Parana, Brasil.

Determinar a prevaléncia de Trypanosoma vivax em bovinos da regiao
Oeste do Paran4, Brasil e os possiveis fatores de risco.

Determinar a ocorréncia de enteroparasitas em caes de propriedades rurais

da regido Oeste do Parand, Brasil e os principais fatores de risco associados.
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CAPITULO I: Neospora caninum EM FEMEAS DE BOVINOS LEITEIROS E EM
CAES DE PROPRIEDADES RURAIS DO OESTE DO PARANA, BRASIL:
PREVALENCIA E ESTUDO DOS FATORES DE RISCO

RESUMO

Neospora caninum € um protozoario heteroxeno, cujos hospedeiros definitivos sdo
os canideos e 0s hospedeiros intermediarios sdo os herbivoros, apresentando maior
importancia em bovinos. O principal sinal clinico nos bovinos é o aborto, que gera
inumeros prejuizos. O objetivo desse trabalho foi determinar a prevaléncia de N.
caninum em bovinos leiteiros e caes, detectar o protozoario em fetos abortados e
identificar os fatores de risco associados a infeccdo em propriedades da regido
Oeste do Parana. Para isso foram coletadas 600 amostras de soro de bovinos
provenientes de 60 propriedades, 163 amostras de soro de cées de 52 propriedades
e 17 fetos de nove propriedades da regido Oeste do Parand. Por fim foram coletados
dados em um questionario epidemiologico para verificar os fatores de risco. As
amostras de soro foram analisadas por meio da RIFI e os tecidos fetais foram
analisados utilizando a PCR e posterior sequenciamento de DNA. Os resultados da
sorologia foram analisados através do programa Epilnfo. Das amostras de bovinos,
23,67% foram positivas para N. caninum. Entre os caes, 11,66% foram positivas. As
variaveis associadas com a infeccdo nos bovinos foram histérico de aborto, baixa
producdo de leite, criacdo extensiva e ragca Jersey. A presenca de cées positivos
nas propriedades nao foi um fator de risco para a neosporose bovina. Dos 17 fetos
analisados, em 52,94% foi possivel detectar DNA do protozoario. Os resultados
demonstram uma ampla distribuicdo do protozoario em bovinos e cdes na regido
Oeste do Parana.

Palavras-chave: abortos, neosporose, PCR, RIFI

ABSTRACT

Neospora caninum is a heteroxene protozoan, whose definitive hosts are the canids
and the intermediate hosts are the herbivores, presenting greater importance in
cattle. The main clinical sign in cattle is abortion, which generates numerous
damages. The objective of this study was to determine the prevalence of N. caninum
in dairy cattle and dogs, to detect the protozoan in aborted fetuses and to identify the
risk factors associated with infection in properties in the western region of Parana.
For this purpose, 600 bovine serum samples from 60 properties, 163 serum samples
from 52 farms and 17 fetuses from nine properties from the western region of Parana
were collected. Finally, data were collected in an epidemiological questionnaire to
verify the risk factors. The serum samples were analyzed by IFAT and the fetal
tissues were analyzed using PCR and subsequent DNA sequencing. The results of
the serology were analyzed through the Epilnfo program. Of the bovine samples,
23.67% were positive for N. caninum. Among the dogs, 11.66% were positive. The
variables associated with infection in cattle were history of abortion, low milk
production, extensive breeding and Jersey breed. The presence of positive dogs on
the properties was not a risk factor for bovine neosporosis. Of the 17 fetuses
analyzed, in 52.94% it was possible to detect protozoan DNA. The results



51

demonstrate a wide distribution of the protozoan in cattle and dogs in the western
region of Parana.
Key words: abortions, IFAT, neosporosis, PCR

1. INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario intracelular obrigatério que necessita de
dois hospedeiros para completar o seu ciclo. Os canideos sdo o0s hospedeiros
definitivos e os bovinos sé@o os principais hospedeiros intermediarios, porém esse
parasito pode acometer também ovinos, caprinos, equinos, aves, além de animais
silvestres (DUBEY e SCHARES, 2011; GOODSWEN et al., 2013).

Os canideos se infectam quando ingerem tecidos contaminados com
bradizoitos do protozoario, geralmente placenta ou restos fetais. S&o raros os caes
que apresentam sinais clinicos, sendo 0s mais comuns diarreia, geralmente
associada com a eliminacdo dos oocistos, e sinais neurolégicos (LINDSAY et al.,
1999; MONNEY e HEMPHILL, 2014; DONAHOE et al., 2015). Ja os hospedeiros
intermediarios adquirem a doenca quando ingerem 0s oocistos esporulados
presente na agua ou alimentos contaminados (GOODSWEN et al., 2013).

A infeccdo por esse protozoario é considerada uma das principais causas de
aborto em bovinos e responsavel por inidmeros prejuizos em propriedades rurais,
pois além da transmissdo horizontal ha também a transmissdo vertical do
protozoario que € a mais importante forma de manutencdo do parasito nas
propriedades, e essa pode levar ao aborto ou ao nascimento de bezerras(os)
congenitamente infectados, podendo transmitir também nas futuras gestacfes
(MCALLISTER, 2016).

N. caninum possui uma ampla distribuicdo, sendo ja descritos casos em
cinco continentes, Asia, Africa, América, Europa e Oceania (DUBEY et al., 2007;
SPILOVSKA et al., 2009; YU et al., 2009; PANADERO et al., 2010, REICHEL et al.,
2013). A ocorréncia em diversos paises, assim como no Brasil, varia de acordo com
a regido estudada, com os fatores de risco e com a técnica de diagndstico
empregada (GOODSWEN et al., 2013).

O Estado do Parana é terceiro maior produtor de leite do Brasil, sendo a

regido Oeste do Estado a de maior destaque, pois além de ser a regido que mais
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produz no Estado, trés cidades (Marechal Candido Rondon, Toledo e Cascavel) se
destacam por estarem entre as 15 maiores produtoras do pais (IBGE, 2016).

Raros sdo os trabalhos epidemiolégicos envolvendo agentes patogénicos
gue acometem bovinos de leite nessa regido, portanto o objetivo desse trabalho foi
determinar a prevaléncia de N. caninum em bovinos leiteiros e cées, detectar o
protozoario em fetos abortados e identificar os fatores de risco associados a infeccao

em propriedades da regido Oeste do Parana.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Esse estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentac&o
Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Parana-Setor Palotina, com protocolo nimero 50/2014.

2.2. AREA DE ESTUDO E CALCULO DE AMOSTRAGEM

A regido Oeste € a principal bacia leiteira do Estado do Parana, sendo as
cidades de Marechal Candido Rondon, Toledo e Cascavel as maiores produtoras da
regido (IBGE, 2016), portanto essa regido foi escolhida para o estudo de prevaléncia
de N. caninum.

Para a definicdo do tamanho da amostra foi realizado o célculo de
amostragem utilizando o programa Epilnfo (versdo 7.2.0.1), onde foi utilizada uma
prevaléncia esperada de 35%, de acordo com outros trabalhos no Estado do
Parana, como Locatelli-Dittrich et al. (2008), erro maximo esperado de 5%, intervalo
de confianca de 95% e DEFF (Design Effect) 1,5, que deve ser utilizado quando nao
h& coleta de amostras aleatoriamente, diminuindo o erro; tendo como resultado 525
amostras como ndmero minimo a ser coletado. Contudo, foi utilizado um namero de
600 animais, distribuidos em quatro cidades da Regido Oeste do Parana: Cascavel,
Marechal Candido Rondon, Palotina e Toledo.

O numero de propriedades rurais de bovinocultura de cada cidade foi
fornecido pela Agéncia de Defesa Agropecuéria do Parana (ADAPAR), em seguida
foi realizado um calculo de propriedades a serem coletadas, sendo a distribuicdo
proporcional (TABELA 1).
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As propriedades, em cada cidade, foram selecionadas aleatoriamente,
abrangendo desde a pequena producdo até a producdo em grande escala. Foi
estipulado que seriam coletadas amostras de 10 animais em cada propriedade,

totalizando 60 propriedades.

TABELA 1: DISTRIBUICAO DAS PROPRIEDADES E BOVINOS COLETADOS EM DIFERENTES
CIDADES DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL

S . P —

Cidade N propriedades* N° propriedades N° animais

coletadas coletados
Cascavel 1902 18 180
Toledo 2000 19 190
Marechal Candido Rondon 1862 17 170
Palotina 591 6 60
Total 6355 60 600

*Fonte: ADAPAR (2015).

23. COLETA DE AMOSTRAS E APLICACAO DO QUESTIONARIO
EPIDEMIOLOGICO

Foram coletadas amostras de sangue da veia caudal de 600 vacas,
provenientes de 60 propriedades de quatro cidades da Regido Oeste do Parana. As
amostras foram coletadas com agulhas 40X1,2mm e seringas de 10mL. ApoOs a
coleta, o sangue foi armazenado em tubos de ensaio devidamente identificados e
mantidos sob refrigeracdo até o processamento. Durante a coleta foram coletadas
informacdes como idade, raca e histérico de aborto de cada animal coletado.

Durante o periodo de coleta ocorreram 17 abortos bovinos em nove
propriedades, sendo cinco propriedades localizadas em Palotina, duas em Cascavel,
uma em Toledo e uma em Marechal Candido Rondon. Fragmentos de coragéo,
cérebro e placenta desses fetos foram coletados, acondicionados em microtubos e
armazenados a 20°C negativos. Apés a coleta dos fetos foi realizada outra visita na
propriedade para coletar o sangue da vaca que havia abortado, caso essa nao
tivesse sido uma das 10 selecionadas da respectiva propriedade, portanto, além das
600 amostras, foram coletadas mais oito amostras de sangue.

Ainda, foram coletadas amostras de 163 caes residentes em 52
propriedades (TABELA 2). Algumas propriedades nédo permitiram a coleta de sangue
dos cées. As amostras dos caes foram coletadas através da puncao da veia cefélica
ou da veia jugular com agulhas 20X0,55mm e seringas de 5mL. Apés a coleta o

sangue foi armazenado em tubos de ensaio identificados e mantidos sob
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refrigeracdo até o processamento. Durante a coleta foram obtidos dados dos animais

como idade, sexo e raca.

TABELA 2: DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE COLETADAS DE CAES RESIDENTES
EM PROPRIEDADES RURAIS DE CRIACAO DE BOVINOS DE LEITE DO OESTE DO
PARANA, BRASIL

. . N° propriedades N° animais
[o]

Cidade N° propriedades coletadas coletados
Cascavel 18 17 68
Toledo 19 19 53
Marechal Candido Rondon 17 11 27
Palotina 6 5 15
Total 60 52 163

Fonte: A autora (2017).
No laboratério as amostras foram centrifugadas a 1500rpm por 10min para a

separacdo do soro, apos, esses foram armazenados em microtubos a 20°C
negativos até o processamento.

Foram coletados dados em um questionario epidemiolégico das 60
propriedades para avaliar os principais fatores de risco associados com a
neosporose, as principais informacdes coletadas foram: presenca de cdes nas
propriedades, contato dos cdes com o0s bovinos, tamanho do rebanho, manejo

reprodutivo e do rebanho, producéao leiteira, entre outros (ANEXO I).

2.4. ANALISE DAS AMOSTRAS

Para analise sorolégica das amostras foi realizada a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tanto para as amostras dos bovinos como para as
amostras dos céaes.

As laminas de RIFI foram adsorvidas com taquizoitos de N. caninum cepa
Nc-1, fixadas com metanol e armazenadas a 20°C negativos.

Cada amostra de soro foi diluida com a solucdo de diluicdo (0,0084M
Na2HPOa4, 0,0018M NaH2PO4, 0,146M NaCl e 1% BSA) em série de razdo 2 (1:50,
1:100, 1:200, 1:400...), em seguida 20uL foram adicionados em cada poco da lamina
de imunofluorescéncia e incubado por 30min a 37°C, ap0s foram realizadas trés
lavagens com uma solucdo de lavagem (0,0268M Na2COs, 0,0975M NaHCOs e
0,036M NaCl), a lamina foi seca em estufa a 37°C e entdo foram adicionados 20puL
do conjugado anti-lgG bovino e canino Sigma (diluicdo 1:1000 para bovinos e 1:300

para cées, a solucao de diluicido utilizada foi o Azul de Evans 0,02mg/ml) e incubado
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durante 30min a 37°C, em seguida foram realizadas trés lavagens com a solucéo de
lavagem e a lamina foi seca em estufa a 37°C. Apds, foi colocada uma laminula com
duas gotas de glicerina tamponada (90%) e realizada a leitura em microscopio de
epifluorescéncia em um aumento de 400X (PARE et al., 1995).

Foram consideradas amostras positivas aquelas que tiveram total
fluorescéncia dos taquizoitos a partir da diluicdo 1:100 para bovinos e 1:50 para
cdes, sendo negativas as amostras que apresentavam apenas reacdo apical

(ACOSTA et al., 2016; CAMILLO et al., 2010) (FIGURA 1).
FIGURA 1: REAGAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA Neospora caninum POSITIVA

Fonte: A autora (2016).
Para a analise dos fetos foi realizada a Reacdo em Cadeia pela Polimerase

(PCR). Para isso, cerca de cinco gramas dos 6rgaos coletados (coragdo, cérebro e
placenta) foram macerados individualmente e em seguida foi realizada a extragéo de
DNA utilizando o kit comercial DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). Para a PCR, a
regido Nc5 (5,10) foi selecionada como sequéncia alvo para a amplificacdo de DNA.
Para iSso foram utilizados 0s primer’s Np21/Np6 (5-
CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3)/(5-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3’)
(MULLER et al.,, 1996). A reacdo foi realizada com um volume final de 50uL,
contendo tampéo 10X, 200uM DNTP, 1,5mM MgClz, 20uM de cada primer, 1,25U
Tag, com desnaturacéo inicial a 95°C-5min, 40 ciclos a 94°C-1min/63°C-1min/74°C-
3,5min e extensao final a 74°C-10min. As amostras amplificadas foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (1,5%) para visualizacdo. Os controles positivos
utilizados foram taquizoitos da cepa Nc-Bahia, e como controle negativo foi utilizada
agua ultrapura autoclavada.

Para o sequenciamenento foi selecionada uma amostra positiva de cada

propriedade e enviada para a empresa ACTGene Andlises Moleculares Ltda. (Centro
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de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS). Foi utilizado o sequenciador
automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50cm e polimero
POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes foram marcados utilizando-se 2,5pmol
dos primers Np21/Np6 (5-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3)/(5-
CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3’) e 0,5uL do reagente BigDye Terminator
v3. 1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em um volume final de 10puL.
As reacbes de marcacdo foram realizadas em termociclador LGC XP Cycler com
uma etapa de desnaturacao inicial a 96°C por 3 min seguida de 25 ciclos de 96°C
por 10 seg, 55°C por 5 seg e 60°C por 4min. Uma vez marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%.
Os produtos precipitados foram diluidos em 10uL de formamida Hi-Fi (Applied
Biosystems), desnaturados a 95°C por 5min, resfriados em gelo por 5min e
eletroinjetados no sequenciador automéatico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection 2 (Applied Biosystems) com o0s
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “KB_3500 POP7_BDTv3.mob”; BioLIMS
Project “3500 Project1”; Run Module 1 “FastSeq50 POP7_50cm_cfv_100"; e
Analysis Module 1 “BC- 3500SR_Seq_FASTA.saz”.

2.5. PESQUISA DE FATORES DE RISCO

Os resultados encontrados e os dados do questionario epidemioldgico foram
analisados no programa Epilnfo (versdo 7.2.0.1), através do qui-quadrado tabelado
na ordem 2x2 e corre¢cédo de Yates, com o objetivo de avaliar os principais fatores de
risco relacionados com a neosporose em bovinos leiteiros e cdes de propriedades

rurais do Oeste do Parana.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO

A soroprevaléncia, com base na Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta, do
N. caninum em bovinos leiteiros da regido Oeste do Estado do Parana foi de 23,67%
(142/600) (ponto de corte 1:100). A cidade que apresentou maior prevaléncia foi

Palotina, seguida de Cascavel, Toledo e Marechal Candido Rondon (Tabela 3).
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Das 60 propriedades pesquisadas, 80% (48) possuiam pelo menos um
bovino que apresentou sorologia positiva para o protozoario N. caninum. Todas as
propriedades pesquisadas da cidade de Palotina foram positivas, ja as cidades de
Cascavel, Toledo e Marechal Candido Rondon apresentaram percentuais de

positividade proximos a 77% (TABELA 3).

TABELA 3: PREVALENCIA DE Neospora caninum EM BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO OESTE
DO PARANA, BRASIL

Animais Propriedades
Cidade
Positivos ‘ Negativos ‘ % Positivas Negativas %
Cascavel 45 135 25,00 14 4 77,78
Toledo 40 150 21,05 15 4 78,95
Marechal Candido Rondon 34 136 20,00 13 4 76,45
Palotina 23 37 38,33 6 0 100,00
Total 142 458 23,67 48 12 80,00

Fonte: A autora (2017).
No Brasil, nos estudos realizados nos ultimos anos, a ocorréncia do parasito

em bovinos de leite varia de 10,9 a 50,74% dependendo do Estado, método de
diagnéstico, ponto de corte utilizado e os principais fatores de risco que podem
influenciar a doenca na regido, ainda o numero de amostras analisadas também
pode intervir nos resultados das pesquisas (TEIXEIRA et al., 2010; AGUIAR et al.,
2011; AMARAL et al., 2012; BRUHN et al., 2013).

Raros séo os trabalhos de prevaléncia de N. caninum em bovinos de leite no
Parana. Um dos motivos é o numero de amostras coletadas, que na maioria das
vezes permite somente a deteccdo de ocorréncia e nao de prevaléncia. Os ultimos
trabalhos realizados foram por Locatelli-Dittrich et al. em 2008, que encontraram
uma prevaléncia de 33% quando analisaram 1263 amostras de todo o Estado do
Parana, pelo método de ELISA. Rocha et al. (2015) avaliaram amostras de 367
animais na regido de Francisco Beltrdo (Sudoeste do Parana) e encontraram 35,1%
das amostras positivas, percentual maior do que o encontrado na regido Oeste,
podendo ser justificado pelo ponto de corte, que foi de 1:50.

Camillo et al. em 2010 analisaram amostras somente da Regidao Sudoeste
do Parana, pela RIFI com ponto de corte 1:100, e encontraram uma prevaléncia de
24,2%. As prevaléncias semelhantes nas regibes Sudoeste e Oeste pode ser
explicada pela proximidade, além de haver compra/venda de bovinos constante

entre as duas regides.
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Quando analisadas as propriedades, Locatelli-Dittrich et al. em 2008 apos
coletar amostras de 77 propriedades no Estado do Parana encontraram 77% das
propriedades com pelo menos um animal positivo para o protozoario, resultado
similar a esse estudo na regidao Oeste do Parana. J& no Estado do Rio Grande do
Sul, Corbellini et al. (2005) encontraram 93,3% de 60 propriedades com pelo menos
um animal positivo.

A titulacdo dos bovinos variou de 100 a 12800, com um maior numero de
animais apresentando titulacdo de 800, seguida de 1600 e 400. Apenas um animal

apresentou titulacdo 6400, assim como 12800 (FIGURA 2).

FIGURA 2: RESULTADO DAS TITULAGCOES DA REAGAO DE IMUNOFLUQRESCENCIA INDIRETA
PARA Neospora caninum EM BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO OESTE DO PARANA
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Fonte: A autora (2017).
Koiwai et al. (2006) analisaram 2420 soros de bovinos através da Reagédo de

Imunofluoréscencia Indireta para N. caninum e também encontraram um maior
namero de animais com titulacdo de 800, seguido de 1600 e 400. Porém outros
autores encontraram uma maior frequéncia de titulacbes abaixo de 800
(KASHIWAZAKI et al., 2004; AGUIAR et al., 2006).

Titulos de anticorpos IgG igual ou acima de 800 geralmente estao
associados com sinais clinicos da doenca em bovinos (DUBEY, 1999; LINDSAY,
1999), contudo assim como verificado por Teixeira et al. (2010) nem todos os
animais com titulagbes altas apresentaram historico de aborto, entretanto esses
podem estar gerando bezerros normais congenitamente infectados.

Niveis altos de anticorpos estdo associados com a reativacao e reconversao
do bradizoito em taquizoito, que através da corrente circulatéria ira atingir a placenta

e o feto, essa fase geralmente ocorre do quarto ao quinto més de gestacéo, porém
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pode acontecer durante todo o periodo da prenhez, resultando em abortos ou
nascimento de bezerros congenitamente infectados. Apés o aborto os niveis de
anticorpos tendem a diminuir (CONRAD et al., 1993; MCALLISTER, 2016).

Das 163 amostras de caes, provenientes das propriedades de bovinocultura
de leite, 19 foram positivos para N. caninum através da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (ponto de corte 1:50). A cidade que apresentou uma
maior ocorréncia foi Palotina, ja os percentuais nas cidades de Cascavel, Toledo e
Marechal Candido Rondon ficaram préximos entre si (TABELA 4).

Quando analisadas as propriedades, 28,84% (15:52) apresentaram pelo
menos um CAao Soropositivo para o protozoario. Palotina também apresentou um

percentual maior comparado com as outras trés cidades (TABELA 4).

TABELA 4: OCORBENCIA DE Neospora caninum EM C~AES DE PROPRIEDADES RURAIS DE
CRIACAO DE BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL

Animais Propriedades
Cidade
Positivos Negativos % Positivas | Negativas %
Cascavel 8 60 11,76 5 12 29,41
Toledo 5 48 9,43 5 14 26,31
Marechal Candido Rondon 3 24 11,11 2 9 18,18
Palotina 3 12 20,00 3 2 60,00
Total 19 144 11,66 15 37 28,84

Fonte: A autora (2017).

Em alguns experimentos, caes apos ingerirem tecido animal com cistos de
N. caninum ndo soro converteram apos eliminarem oocistos nas fezes (LINDSAY et
al., 1999; DIJKSTRA et al., 2001; SCHARES et al., 2005). Em outro estudo realizado
por Barber e Trees (1998) cdes com titulos baixos de anticorpos contra o protozoario
se tornaram soronegativos com o0 passar do tempo. Acredita-se que esses fatores
podem levar a soroprevaléncia do N. caninum em caes ser baixa.

Diversos autores comparam a prevaléncia de N. caninum em cées de area
urbana com os de caes de area rural, e essa geralmente é maior nos caes errantes
ou domiciliados em fazendas, fato que esté relacionado com o ciclo do parasito.
Como a transmissao para os carnivoros se da pelo consumo de carne crua ou restos
fetais com cistos do protozoario, a chance de um cédo se infectar na area rural é
maior do que os cades da area urbana (FERNANDES et al., 2004; LASRI et al., 2004;
KING et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2013).



60

A ocorréncia do protozoario em caes encontrada por Locatelli-Dittrich et al.
em 2008, em todo o Estado do Parana, quando analisaram amostras de 129 animais
de 35 propriedades, através da RIFI, foi de 25%, resultado considerado alto
comparado com os encontrados nesse estudo.

Similar aos resultados encontrados nesse trabalho, no Oeste do Parana,
Acosta et al. (2016), no Espirito Santo, analisaram amostras de 187 cédes de 30
propriedades e encontram uma ocorréncia de 11,76%. E Nogueira et al. (2013)
quando avaliaram a prevaléncia do protozoario em cades da area urbana e da éarea
rural no Estado de Minas Gerais encontraram 11,4% das amostras positivas, sendo
13,78% em cées da area rural e 8,24% em cées da area urbana.

A titulacdo dos caes pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta variou de
50 até 800, com um maior nimero de animais apresentando titulos de 100, seguido
de 50 e 200. Somente dois animais apresentaram titulos de 400 e um animal
apresentou 800 (FIGURA 3). Porém, Nogueira et al. (2013) encontraram titulos de
anticorpos anti-Neospora caninum em caes variando de 50 a 6400, com um maior
namero de animais apresentando titulacbes de 50, ja Acosta et al. (2016)

encontraram um ndmero maior de caes com titulos variando entre 800 e 1600.

FIGURA 3: RESULTADO DAS TITULACOES DA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
PARA Neospora caninum EM CAES DE PROPRIEDADES RURAIS DE CRIACAO DE
BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO OESTE DO PARANA

=
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Fonte: A autora (2017).
Quando correlacionadas as propriedades com cées soropositivos e com

bovinos soropositivos percebeu-se que a maioria das propriedades que possuiam

cées positivos também possuiam bovinos positivos (11/15) (FIGURA 4), porém a
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presenca de cées soropositivos para N. caninum néo foi considerado um fator de
risco, pois nao apresentou significancia estatistica.

Outros trabalhos também avaliaram a soropositividade dos cdes como fator
de risco para a neosporose bovina e nao encontraram diferenca significativa
(AGUIAR et al., 2006; GUIMARAES et al., 2004; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2008;
BENETTI et al., 2009). Entretanto, alguns autores ressaltam uma maior prevaléncia
de N. caninum em bovinos quando esses possuiam contato com caes,
principalmente se esses fossem soropositivos, podendo os caes estarem envolvidos
na transmissdo da neosporose (PARE et al., 1998; WOUDA et al., 1999; SANCHEZ
et al., 2003).

A nao ocorréncia de diferenca significativa, pode ser um indicativo de que o
protozoario se mantém no rebanho por transmissdo vertical, ndo precisando,
necessariamente, de um hospedeiro definitivo (PARE et al., 1997; MCALLISTER,
2016). Outro fator que se deve levar em consideracdo € a possibilidade da doenca
ser transmitida por caes errantes ou canideos silvestres, que podem se alimentar de
restos fetais com os bradizoitos do N. caninum e, apds, disseminar 0os oocistos pelo
pasto ou dgua (BENETTI et al.,, 2009; MCALLISTER, 2016). Ainda, pode estar
relacionado com a soroconversao, pois alguns cades podem nao soroconverterem ou
soronegativarem, o que influenciaria nos resultados de ocorréncia do protozoario em
cédes e a sua correlacdo com a soroprevaléncia em bovinos (BARBER e TREES,

1998; LINDSAY et al., 1999; DIJKSTRA et al., 2001; SCHARES et al., 2005).

FIGURA 4. CORRELACAO DOS RESULTADOS DAS PROPRIEDADES COM CAES E BOVINOS
SOROPOSITIVOS, PROPRIEDADES COM CAES SOROPOSITIVOS, PROPRIEDADES
COM BOVINOS SOROPOSITIVOS E O TOTAL DE PROPRIEDADES COLETADAS DO
OESTE DO PARANA, BRASIL

60
50
40
30
20
10
0
Cascavel Toledo | Marechal | Palotina Total
Candido
Rondon
M Propriedades com cdes e bovinos
i 4 2 2 3 11
positivos
B Propriedades com cdes positivos 5 5 2 3 15
W Propriedades com bovinos positivos 14 15 13 6 48
M Total de propriedades 18 19 17 6 60

Fonte: A autora (2017).
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Os fatores de risco relacionados com a infec¢do por N. caninum em bovinos
leiteiros na regido Oeste do Parana foram: producdo de leite: propriedades que
produzem de 100 a 200 litros possuem 1,96 vezes mais chance de ter N. caninum
do que outras propriedades; manejo reprodutivo: propriedades que utilizam
inseminacao artificial e touro tem 2,02 vezes mais chance de ter o protozoario do
que propriedades que utilizam outro manejo reprodutivo, como somente touro, ou a
associacdo de touro e inseminacao artificial em tempo fixo; o tipo de producéo:
bovinos criados em producdo extensiva possuem 1,76 vezes mais chance de ter
neosporose; histérico de aborto: animais com histérico de aborto tem cerca de 3,81
vezes mais chance de ter o N. caninum; e raca: as Jerseys tem 2,18 vezes mais
chance de ter Neospora caninum que outras ragas (TABELA 5).

Os principais fatores de risco estdo associados com o perfil de producédo, em
geral propriedades de produgao familiar, com baixa produgéo de leite, criagdes
extensivas, onde animais criados principalmente a pasto apresentam maior chance
de contato com o protozoario.

Embora a raca Jersey, nesse estudo, tenha sido identificada como fator de
risco para a infeccdo por N. caninum, este resultado reflete a amostragem, pois,
foram coletadas amostras de sangue de uma pequena quantidade de animais dessa
raca, duas propriedades possuiam apenas Jerseys e a maioria desses foram
positivos.

Producéo semi-intensiva e ra¢a holandesa apresentaram-se como fatores de
protecdo. esses resultados podem ter sido influenciados pelo nimero de amostras
coletadas que ndo se engquadravam nessas condicdes, como raca Jersey e
producado extensiva que sao fatores de risco.

Outros fatores analisados através do questionario epidemiolégico como
presenca de cdes na propriedade, contato com os caes, numero de cdes na
propriedade, idade dos bovinos, reposicdo dos bovinos, entre outros, nao

apresentaram diferenca significativa.
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TABELA 5: FATORES DE RISCO RELACIONADOS COM Neospora caninum EM BOVINOS
LEITEIROS DE PROPRIEDADES RURAIS DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL

Variaveis Positivo Negativo ‘ % | OR | P
Propriedade
1-100L 7 23 23,33 Ns 1,000
100-200L 25 45 35,71 1,96 (1,15-3,33) 0,017
|F; Etoed“‘?ao de 500-500L 55 185 22,92 Ns 0,799
500-1000L 32 118 21,33 Ns 0,507
>1000L 23 87 20,91 Ns 0,529
Touro 44 126 25,88 Ns 0,486
IATF 12 51 19,05 Ns 0,450
Manejo 1A 37 111 25,00 Ns 0,742
reprodutivo |z e IATF 24 105 18,6 Ns 0,158
IA e touro 22 38 36,67 2,02 (1,15-3,55) 0,019
IA, touro e IATF 3 27 10,00 Ns 0,112
Extensiva 47 102 3154 1,76 (1,14-2,60) 0,012
ngugao 9 |hrtensiva 29 90 24,37 Ns 0,935
Semi-intensiva 66 266 19,88 0,62 (0,42-0,91) 0,019
Animal/Individual
gggstato com 115 377 2337 Ns 0,814
gf)? pos. na 41 109 27,33 Ns 0,267
Histonco - de g 59 72 4504 3,81 (2,50-5,78) <0,00
Holandesa 121 422 22,28 0,49 (0,27-0,87) 0,021
Raca Jersey 20 32 38,46 2,18 (1,20-3,95) 0,014
Pardo Suico 0 5 0 Ns 0,598

ns: ndo significativo; OR: Odds Ratio; p: probabilidade de significAncia; 1A: inseminacao artificial;
IATF: inseminacdo artificial em tempo fixo
Fonte: A autora (2017).

Quarenta e um por cento dos bovinos soropositivos (59/142) apresentaram

histérico de aborto, sendo este um importante fator de risco (p<0,000) e o principal

sinal clinico da neosporose em bovinos. Porém, quando correlacionado esse fator

com a titulagdo ndo houve diferenca significativa, embora numericamente a maioria

dos animais com historico de aborto apresentaram titulagbes de 400 e 1600
(TABELA 6).
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TABELA 6: CORRELACAO DA TITULAGCAO DOS BOVINOS POSITIVOS PARA Neospora caninum E
HISTORICO DE ABORTO EM PROPRIEDADES RURAIS DA REGIAO OESTE DO
PARANA, BRASIL

Titulacéo n° animais % Histérico de aborto %
100 14 9,86 3 21,42
200 25 17,60 9 36,00
400 29 20,42 14 48,27
800 41 28,90 18 43,90
1600 29 20,42 13 44,83
3200 2 1,40 1 50,00
6400 1 0,70 1 100,00

12800 1 0,70 0 0
Total 142 100 59 41,54

Fonte: A autora (2017).
Os principais fatores de risco da infeccdo do N. caninum em cées

encontrados por outros autores sdo idade: cdes mais velhos geralmente possuem
mais chances de ter o protozoario; alimentacdo: cdes que consumem comida e/ou
carne crua possuem mais chance de adquirir o parasito e contato com bovinos, pois
sdo os principais hospedeiros intermediarios do N.caninum (NOGUEIRA et al.,
2013).

Contudo, nesse estudo o0s cdes ndo apresentaram fatores de risco
associados com o N. caninum. Os principais fatores pesquisados foram idade do
animal, contato com bovinos, alimentacdo, sexo, se 0 cado fica preso ou solto,

vacinacao, raca, uso de vermifugo e historico de doengas (ANEXO I).

3.2. FETOS BOVINOS ABORTADOS

Foram coletados 17 fetos de bovinos leiteiros em nove propriedades da
regido Oeste do Parana, sendo quatro de propriedades da cidade de Cascavel, dois
de uma propriedade de Toledo, um de uma propriedade de Marechal Candido
Rondon e 10 de propriedades de Palotina. Desses, 52,94% (9:17) foram positivos
para N. caninum utilizando a técnica da PCR (FIGURA 5).
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FIGURA 5: GEL DE AGAROSE (1,5%) COM OS RESULTADOS DO MATERIAL AMPLIFICADO DE
TECIDO DE FETOS DE BOVINOS ABORTADOS, APRESENTANDO FRAGMENTOS DE
337PB, COMPATIVEL COM Neospora caninum. 1) MARCADOR MOLECULAR 1KB; 2),
5), 6), 8), 9), 11), 14) AMOSTRAS DE CAMPO POSITIVAS; 3), 4), 7), 10), 12), 13)
AMOSTRAS DE CAMPO NEGATIVAS; 15) CONTROLE POSITIVO; 16) CONTROLE
NEGATIVO

1 2 3 4

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

5
L .

337pb

Fonte: A autora (2016).
Para confirmar o resultado da PCR, uma amostra de cada propriedade foi

sequenciada, todas apresentando alta similaridade (99%) com o protozoario.

O percentual encontrado é considerado alto comparado com outros
trabalhos. Antoniassi et al. (2013) analisaram 490 fetos através da histopatologia e
encontraram 32,6% positivos para N. caninum. Corbellini et al. (2000) encontraram
10% dos fetos positivos quando analisaram tecidos de 30 fetos pela técnica de
imunoistoquimica, ja Orlando et al. (2013) apds analisar tecidos de 60 fetos atraves
da PCR e imunoistoquimica encontraram 23,33% das amostras positivas para o
protozoario. A alta positividade encontrada nesse trabalho pode ser devido a técnica
utilizada, pois a PCR é uma técnica mais sensivel e mais especifica do que a
histopalogia e a imunoistoquimica, principalmente quando os fetos j4 estdo em
autolise. Outro fator que pode ter influenciado no resultado € o numero de fetos
coletados. Ainda, duas propriedades localizadas em Palotina apresentaram um
grande numero de animais positivos para N. caninum com sintomatologia, ou seja,
com quadros de aborto, sendo esses fetos coletados.

Foram analisados cérebro e coracédo dos 17 fetos e placenta de apenas trés
fetos, esse numero sendo justificado pela dificuldade na coleta. Dos 17 fetos, nove
foram positivos, pela PCR, no cérebro, cinco no coragéo e trés na placenta. Todos
os fetos que apresentaram resultado positivo no coragdo e placenta também

apresentaram resultado positivo quando analisado o cérebro (TABELA 7).
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TABELA 7: RESULTADO DA REAGAO EM CADEIA PELA POLIMERASE PARA Neospora caninum
DE 17 FETOS BOVINOS COLETADOS DE PROPRIEDADES RURAIS NA REGIAO
OESTE DO PARANA, BRASIL.

Cidade Propriedade Titulriu;éo dade Sexo FCR PCR~ PCR
mae feto cérebro coracgéo placenta
PO1 Negativo 8 Macho Positivo Negativo NR
PO1 Negativo 8 Macho Negativo Negativo NR
Cascavel
PO1 Negativo 8 Fémea Negativo Negativo NR
P02 Negativo 5 Fémea Negativo Negativo NR
P03 Negativo 8 Fémea Negativo Negativo NR
Toledo
P03 Negativo 8 Fémea Negativo Negativo NR
M. C. P04 Negativo 7 Fémea Negativo Negativo NR
Rondon 9 9 9
PO5 3200 5 Fémea Positivo Positivo Positivo
P06 1600 4 NI Positivo Negativo Positivo
P06 Negativo 7 Fémea Negativo Negativo NR
P06 1600 8 Fémea Positivo Positivo NR
P07 800 7 Fémea Positivo Negativo NR
Palotina
PO7 1600 5 NI Positivo Positivo NR
P07 400 4 NI Positivo Positivo Positivo
P07 400 7 Macho Positivo Negativo NR
P08 800 5 Macho Positivo Positivo NR
P09 200 4 Macho Negativo Negativo NR

NI: ndo identificado; NR: ndo realizado
Fonte: A autora (2017).

O tecido animal mais afetado pelo N. caninum é o sistema nervoso central
(MCALLISTER, 2016), por esse motivo este é o tecido onde o parasito é mais
encontrado através de técnicas moleculares (SANTOS et al., 2011; ORLANDO et al.,
2013; BROM et al., 2014). O protozoario também pode ser encontrado no coracao,
pois € um dos tecidos musculares que o N. caninum tem predilecdo. Amaral et al.
(2012) encontraram, utilizando a PCR, uma maior positividade no coragdo do que no
cérebro em fetos provenientes de abatedouros. Portanto, para o diagnostico é
importante avaliar e associar os resultados encontrados nos dois Orgaos, para
diminuir o nimero de falsos-negativos.

A placenta, para diagnéstico de causas de aborto, € um importante 6rgao

que deve ser avaliado quando possivel. E essencial ressaltar a coleta de material
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adequada, pois sao nos cotilédones que se pode encontrar a maioria dos patdégenos
responsaveis pelo aborto (MCALLISTER, 2016).

A idade com maior ocorréncia (35,29%) dos abortos foi de oito meses,
porém quando analisada a idade com o maior numero de fetos positivos para N.
caninum foi de cinco meses (75%), seguida de quatro meses (66,66%), sete meses
(50%) e oito meses (33,33%). Esses resultados confirmam os encontrados por
outros autores, além de ter correlacdo com o tempo de gestacdo em que ha maior
chance de ocorrer a reativagdo e reconversdo do bradizoito em taquizoito no
organismo da mae, atingindo a placenta e em seguida o feto (ORLANDO et al.,
2013; MCALLISTER, 2016).

Quando analisado o sexo, trés fetos ndo foi possivel identificar, pois muitas
estruturas estavam degradadas. A maioria dos fetos coletados eram fémeas (9:14),
porém apenas 33,33% delas foram positivas para o protozoario estudado. Dos
machos, 60% (3:5) foram positivos para N. caninum.

Um animal apresentou sorologia negativa para N. caninum, porém quando
analisado o feto abortado, esse foi positivo, podendo ser explicado pelos falsos-
negativos que a técnica de sorologia pode gerar, essa menos sensivel que a técnica
da PCR. Outro animal apresentou sorologia positiva, porém o feto foi negativo para o
protozoario, podendo ser justificado pelo estado mumificado do feto, que pode ter
gerado degradagdo do DNA do N. caninum, gerando resultados falso-negativos,
outra justificativa € o resultado da sorologia ser um falso-positivo, pois esse € menos

especifico que a técnica da PCR.

4., CONCLUSAO

Neospora caninum esta amplamente distribuido pela regido Oeste do
Parand, tanto em bovinos como em caes.

N&o ha correlacdo entre a presenca de caes soropositivos para o protozoario
nas propriedades e a sorologia dos bovinos nas mesmas propriedades.

Os principais fatores de risco da neosporose em bovinos na regido Oeste do
Paranad estdo relacionados com a producdo familiar, ou seja, propriedades
pequenas, com baixa producgéo de leite e extensivas. Histérico de aborto também é

um importante fator de risco para a doenca.
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N&o foram identificados fatores de risco associados a infeccdo por N.
caninum em caes de propriedades rurais avaliadas.

O protozoario pode ser comumente encontrado em diversos tecidos fetais,
principalmente o cérebro. A idade de gestagdo com maior ocorréncia de abortos por
N. caninum foi entre quatro e cinco meses. E 0 agente foi encontrado mais em fetos

machos do que em fémeas.
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CAPITULO II: ESTUDO DA PREVALENCIA DE Trypanosoma vivax EM
BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO OESTE DO ESTADO DO PARANA, BRASIL

RESUMO

Hemoprotozoéario que parasita principalmente os bovinos, o Trypanosoma vivax é
transmitido por insetos hematofagos, principalmente os Tabanidae e Stomoxys
calcitrans, ou por agulhas contaminadas. Os principais sinais clinicos da doenca séo
anemia severa e aborto. No Brasil o parasito esta presente em diversos Estados. No
Pantanal, localizado no Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, e em Minas Gerais a
doenca é endémica. Também ja foi diagnosticado no Estado de S&o Paulo e no Rio
Grande do Sul. No Parana ainda nao ha relato do parasito, porém como o Estado
possui fronteiras com Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Paraguai e Argentina
acredita-se que o protozoario circula na regido sem diagnostico. O objetivo desse
trabalho foi pesquisar a prevaléncia do T. vivax em bovinos leiteiros da regido Oeste
do Parana e conhecer os fatores de risco relacionados a infeccéo. Para isso, foram
coletadas 600 amostras de sangue e 400 amostras de soro de bovinos leiteiros,
distribuidos em 60 e 40 propriedades, respectivamente, e aplicado um questionario
epidemiologico para avaliar os fatores de risco. Foi realizado esfregago de capa
leucocitaria das amostras de sangue e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta das
amostras de soro. Todas as amostras, em ambas as técnicas, apresentaram
resultado negativo para o T. vivax. Esses resultados indicam que o hemoprotozoario
pesquisado ndo esté circulando entre os bovinos de leite da regido Oeste do Parana.
Porém, novos trabalhos com bovinos de corte devem ser realizados e medidas
preventivas devem ser adotadas para evitar a entrada do parasito no Estado do
Parana.

Palavras-chave: esfregaco capa leucocitaria, hemoprotozoario, RIFI,
tripanossomose

ABSTRACT

Hemoprotozoal that mainly parasitize cattle, Trypanosoma vivax is transmitted by
hematophagous insects, mainly Tabanidae and Stomoxys calcitrans, or by
contaminated needles. The main clinical signs of the disease are severe anemia and
abortion. In Brazil the parasite is present in several states. In the Pantanal, located in
Mato Grosso and Mato Grosso do Sul, and in Minas Gerais, the disease is endemic.
It has also been diagnosed in the State of Sdo Paulo and Rio Grande do Sul. In
Parand there is still no report of the parasite, but due to the state borders with Mato
Grosso do Sul, Sdo Paulo, Paraguay and Argentina, it is believed that the protozoan
circulates In the region without diagnosis. The objective of this study was to
investigate the prevalence of T. vivax in dairy cattle in the western region of Parana
and to know the risk factors related to the infection. For this, 600 blood samples and
400 serum samples of dairy cattle, distributed in 60 and 40 properties, respectively,
were collected, and an epidemiological questionnaire was applied to evaluate the risk
factors. It was performed leukocyte coat smear on the blood samples and Indirect
Immunofluorescence Reaction of the serum samples. All samples, in both
techniques, presented negative results for T. vivax. These results indicate that the
hemoprotozoan researched is not circulating among the cattle of the western region
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of Parana. However, new work with beef cattle must be carried out and preventive
measures should be adopted to avoid the entry of the parasite in the State of Parana.
Key words: IFAT, leukocyte cover, hemoprotozoal, smear, trypanosomiasis

1. INTRODUCAO

Trypanosoma vivax € um hemoprotozoario flagelado, que infecta
principalmente bovinos, causando quadros graves de anemia e abortos. Além dessa
espécie animal, também pode infectar pequenos ruminantes, equinos e animais
silvestres (GIORDANI et al., 2016).

A transmissao para 0s bovinos acontece por insetos hematofagos. No Brasil
0S principais sdo os Tabanidae e os Stomoxys calcitrans, atuando somente como
vetores mecéanicos (BIRHANU et al., 2015), porém também podem ser transmitidos
por agulhas infectadas (ZAPATA et al., 2009).

Devido ao modo de transmissado, a disseminacdo do parasito acontece de
forma rapida, infectando diversos animais dentro de um rebanho e levando a casos
de surtos (SILVA, 2006).

A doenca possui alta morbidade e letalidade, principalmente quando ha o
primeiro contato entre o parasito e o hospedeiro. Os principais sinais clinicos
observados sdo anemia severa, aborto, anorexia, sinais neurolégicos, aumento das
frequéncias cardiaca e respiratoria, repeticdo de cio e retencdo de placenta (SILVA
et al., 1999; DAGNACHEW e BEZIE, 2015; HURTADO et al., 2016).

No Brasil ja foi relatada a presenca do protozoario em diversos Estados. A
regido do Pantanal, localizada no Mato Grosso do Sul, os Estados de Minas Gerais e
S&o Paulo sé@o os que apresentam um ndamero maior de casos da doenca (MARTINS
et al., 2008; CADIOLI et al., 2012; BARBIERI et al., 2016).

O Parana esta localizado na regido sul do Brasil, possuindo fronteiras com
trés Estados, Santa Catarina, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, e dois paises,
Paraguai e Argentina. E o terceiro maior produtor de leite do pais, atras apenas de
Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Além da producdo de leite, possui também
grande producéao de bovinos de corte, ocupando o nono lugar no ranking nacional
(IBGE, 2016).

Até o momento ndo foram registrados casos de tripanosomose em bovinos

no Estado do Parana, porém como ha grande transito de animais, principalmente do
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Estado do Mato Grosso do Sul para o Parana, supbe-se que a doenca possa
ocorrer, porém nunca foi relatada por falta de diagndstico laboratorial.

O objetivo desse trabalho foi pesquisar a prevaléncia de T. vivax em
bovinos leiteiros da regido Oeste do Estado do Parana, Brasil e associar a presenca
do parasito com fatores de risco.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COMITE DE ETICAEM EXPERIMENTA(;AO ANIMAL

Esse estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacéo
Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana-Setor
Palotina, com protocolo nimero 50/2014.

2.2. AREA DE ESTUDO E CALCULO DE AMOSTRAGEM

A regido Oeste é a principal bacia leiteira do Estado do Parana, sendo as
cidades de Marechal Candido Rondon, Toledo e Cascavel as maiores produtoras da
regido, além de estarem entre as 15 cidades com maior producdo de leite do pais
(IBGE, 2016). Além da importancia na producdo de leite, a regido fica proxima a
fronteira de dois paises, Argentina e Paraguai, e de um Estado, o Mato Grosso do
Sul, portanto essa regido foi a escolhida para o estudo de prevaléncia de T. vivax.

Para a definicho do tamanho da amostra foi realizado o calculo de
amostragem utilizando o programa Epilnfo (versdo 7.2.0.1), a prevaléncia esperada
adotada foi de 20%, erro maximo esperado de 5%, intervalo de confianca de 95% e
DEFF (Design Effect) 1,5, que deve ser utilizado quando ndo ha coleta de amostras
aleatoriamente, diminuindo o erro; tendo como resultado 369 amostras como namero
minimo a ser coletado, porém foi utilizado um numero de 400 animais para a
realizacdo da sorologia e 600 animais para o esfregaco de capa leucocitaria,
distribuidos em quatro cidades da Regido Oeste do Parana: Cascavel, Marechal
Candido Rondon, Palotina e Toledo.

As propriedades, em cada cidade, foram selecionadas aleatoriamente,
abrangendo desde a pequena producdo até a produgdo em grande escala. Foi

estipulado que seriam coletadas amostras de 10 animais em cada propriedade,
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totalizando 60 propriedades para a realizacao do esfregaco da capa leucocitaria e 40

propriedades para a realizacdo da sorologia (TABELA 1).

TABELA 1: DISTRIBUICAO DAS PROPRIEDADES E ANIMAIS COLETADOS EM DIFERENTES
CIDADES DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL

Capa leucocitaria Sorologia
Cidade N° animais N° prop N° animais
. .

N° prop. coletadas coletados coletadas coletados
%Sé‘(’j"’c‘)"e' 18 180 18 180
M. C 19 190 9 90
Rc.)nd.on 17 170 ! o
. 6 60 6 60

Palotina

Total 60 600 40 400

Fonte: A autora (2017).
2.3. COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue da veia caudal de 600 vacas,
provenientes de 60 propriedades de quatro cidades da Regido Oeste do Parana. As
amostras foram coletadas com agulhas 40X1,2mm e seringas de 10mL. Apos a
coleta, o sangue de cada animal foi armazenado em dois tubos de ensaio, um com
anticoagulante (EDTA 10%) e outro sem anticoagulante, eles foram devidamente
identificados e mantidos sob refrigeracéo até o processamento.

No laboratério as amostras foram centrifugadas a 1500rpm por 10min para
separacao do soro das amostras sem anticoagulante, e para a separacdo da capa
leucocitaria das amostras com EDTA. Em seguida, o soro foi armazenado em

microtubos a 20°C negativos até o processamento.

2.4. ANALISE DAS AMOSTRAS

Foram realizadas duas técnicas, uma para a procura do protozoario, ou seja,
um método direto e outra para a pesquisa de anticorpos, sendo um método indireto.
O método de direto foi realizado no Laboratério de Doencas Parasitarias da
Universidade Federal do Parana, ja o método indireto foi realizado no Laboratorio de
Doencas Parasitarias da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a procura do antigeno foi realizada a extracdo do Buffy Coat, termo
denominado para a camada leucoplaguetaria, pois apos a centrifugacdo, o
protozoario, por diferenca de densidade fica proximo a essa camada. Para isso foi
centrifugado o sangue com anticoagulante a 1500rpm por 10min, entéo foi possivel
observar a formacdo de trés camadas, uma contendo as hemacias, outra o0s

leucdcitos e plaquetas e a ultima era constituida pelo plasma. Em seguida foi
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retirado todo o plasma (camada superficial) e com o auxilio de uma micropipeta foi
colocada uma gota da capa leucocitéria (Buffy Coat) em uma lamina e realizando o
esfregaco por squash. A lamina foi seca em temperatura ambiente e corada com
Panotico (Laborclin), a leitura foi realizada em microscépio optico em aumento de
1000X.

O método soroldgico realizado foi a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI). As amostras de soro foram diluidas com PBS (tampé&o fosfato salino) na
proporcao 1:80, em seguida 20uL foram adicionados em cada poco da lamina de
imunofluorescéncia e incubado por 30min a 37°C em camara Umida, seguida de
lavagem por 5min com PBS e por 5min com agua destilada, a lamina foi seca e
entdo foram adicionados 20uL do conjugado anti-IlgG bovino marcado com
isotiocianato de fluoresceina (Sigma), diluido 1:200 com Azul de Evans (1:50 em
PBS Tween) e incubado durante 30min a 37°C, em seguida foram realizadas
novamente as lavagens como descrito acima e a lamina foi seca. Em seguida, foi
colocada uma laminula com duas gotas de glicerina tamponada (90%) e realizada a
leitura em microscopio de epifluorescéncia em um aumento de 400 vezes. Amostras
com total fluorescéncia em diluicdes = 1:80 sdo consideradas positivas (GARCIA et
al., 2006).

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Apés a andlise dos 600 esfregacos de capa leucocitaria e da sorologia das
400 amostras de soro de bovinos leiteiros da regido Oeste do Parana, todas as
amostras apresentaram resultado negativo, para os dois testes empregados.

Esse resultado demonstra que o protozoario ndo esta circulando entre os
bovinos leiteiros da regio.

T. vivax vem acometendo um maior numero de bovinos de leite,
principalmente fémeas do que bovinos de corte, principalmente pela transmisséo
iatrogénica, em que o homem interfere e influencia na transmissédo do protozoario,
sendo o uso de ocitocina injetavel durante a ordenha um dos principais responsaveis
pela disseminacdo, devido o uso de agulhas e seringas infectadas (CIEP, 2016).
Porém, o hemoprotozoario também pode acometer bovinos de corte, ja relatado em
diversos Estados (MARTINS et al.,, 2008), portanto estudos para a procura do
protozoario em bovinos de corte no Estado do Parana devem ser realizados, pois 0

transporte entre Estados desses animais € maior do que os bovinos de leite.



78

No Brasil, o primeiro relato da doenca foi em 1946 no Estado do Para
(BOULHOSA, 1946) e em seguida foi diagnosticada em bufalos na regido amazonica
(SHAW e LAISON, 1972). Em 1995 houve o primeiro relato de surto de T. vivax na
regido centro-oeste do pais, no Estado de Mato Grosso (SILVA et al., 1996). E logo
em seguida, em 1997, foi diagnosticada no Mato Grosso do Sul (PAIVA et al., 1997).
Até entdo se acreditava que a entrada do protozoario na regido era recente,
principalmente pela gravidade dos sinais clinicos, porém Wells et al. (1977)
realizaram um estudo soroldgico no Mato Grosso em 1975-1976 e mais da metade
dos animais apresentaram resultados positivos para o0 protozoéario. Portanto, € um
indicativo de que o protozoario ja circulava na regidao sem diagnéstico.

No Estado de Minas Gerais o primeiro relato foi em 2008 (CARVALHO et al.,
2008) e desde entdo a prevaléncia da doenca no Estado s6 vem aumentando
(BARBIERI et al., 2016). Nos Estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul o primeiro
registro da doenca foi em 2008 e 2009, respectivamente (SILVA et al.,, 2009;
CADIOLI et al., 2012). Apesar da doenca ser recente nesses Estados, 0s prejuizos
decorrente da doenca ja sdo grandes, principalmente em Minas Gerais, onde ha
uma ampla disseminacdo (ABRAO et al., 2009).

Atualmente h& casos de tripanosomose em diversos estados do Brasil,
principalmente na regido Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudoeste (GUEDES et al.,
2008; CADIOLI et al., 2012; COSTA et al., 2013; BARBIERI et al., 2016). Nos
Estados do Parana e de Santa Catarina ainda nao ha relatos do parasito, porém a
doenca pode atingir essas regides rapidamente, principalmente pelo transporte de
animais entre Estados que é frequente.

Além do transporte de animais, os insetos hematéfagos, como os Tabanidae
e 0s Stomoxys calcitrans, sdo um dos principais responsaveis pela transmissdo do
T. vivax e estdo distribuidos por todo o Estado do Parana, assim como nos Estados
vizinhos, a ocorréncia desse insetos aumenta significativamente no verao, devido as
condicBes climaticas favoraveis para reproducéo (BIRHANU et al., 2015; TURCATEL
et al., 2007).

Um dos principais problemas € que a tripanossomose é uma doencga exotica
no Estado, e o impacto causado por ela pode atingir grandes proporgoes,
preocupando os médicos veterinarios e pecuaristas, principalmente pela grande

gueda na producéo e perda de varios animais (PAIVA et al., 2000; CARVALHO et



79

al., 2008). Em 1999, as perdas no Pantanal brasileiro chegavam a 190 milhdes de
dolares devido ao protozoario (SEIDL et al., 1999).

Para evitar a entrada do protozoario no Estado € necessario adotar medidas
de prevencao e controle da doenca. Para isso deve-se evitar o transporte de animais
suspeitos ou de regides onde a doenca € endémica, como Pantanal e Minas Gerais;
€ necessario realizar o controle de insetos hematofagos, principalmente no verao
guando aumenta significativamente o numero insetos e utilizar agulhas estéreis e
descartaveis, evitando a reutilizagdo, tanto para a coleta de sangue quanto para a
vacinagao e medicacao dos animais (SILVA, 2006; ZAPATA et al., 2009; HURTADO
et al., 2016).

E importante ainda, o diagndstico correto e precoce da doenca, para evitar a
ampla disseminacdo do protozoario no rebanho e entre rebanhos e adotar o
tratamento adequado para os animais afetados, pois animais néo tratados podem se
tornar portadores clinicos assintoméaticos, facilitando ainda mais a disseminagéo
(HURTADO et al., 2016).

Para o diagndstico correto € importante associar os achados clinicos, o
histérico do rebanho e a epidemiologia da regido com os exames laboratoriais, que
podem ser o ELISA, a Imunofluorescéncia Indireta, a Fixacdo de Complemento, o
esfregaco sanguineo, o método de Woo, o método de Buffy Coat e o aspirado de
linfonodo. Ainda pode ser realizado o exame do feto através da PCR, caso haja
aborto, porém pode resultar em falso-negativo devido a autdlise (DAGNACHEW e
BEZIE, 2015; HURTADO et al., 2016).

Ainda, durante o diagnéstico deve-se lembrar dos diagndésticos diferenciais
gue podem confundir e atrasar as medidas de controle e tratamento dos animais
afetados, as principais sdo a babesiose, anaplasmose, a teileriose, raiva e
intoxicacao por plantas (OIE, 2013; HURTADO et al., 2016).

4. CONCLUSAO

O protozoario T. vivax ndo foi encontrado nos bovinos leiteiros da regido
Oeste do Estado do Parana, avaliados neste experimento,por dois métodos de
diagnostico, um indireto e outro direto, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta e o

esfregaco de capa leucocitaria, respectivamente.



80

Como ainda ndo h& a presenca do protozoario na regido, medidas
preventivas devem ser adotadas em todo o Estado para evitar a entrada do T. vivax

e diminuir os prejuizos caso essa ocorra.
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CAPITULO lll: OCORRENCIA DE PARASITOS GASTRINTESTINAIS EM CAES E
ESTUDO DE FATORES DE RISCO EM PROPRIEDADES RURAIS DA REGIAO
OESTE DO PARANA, BRASIL

RESUMO

Os cédes sdo susceptiveis a diversas espécies de endoparasitos que, além de
interferem no desenvolvimento do animal, podem propiciar o aparecimento de
infeccdes secundarias resultante da imunossupressdo. Parte desses parasitos sdo
zoonoses, como o Ancylostoma spp., Toxocara spp. e a Giardia spp.. O objetivo
desse trabalho foi verificar a ocorréncia de enteroparasitos em caes de propriedades
rurais do Oeste do Parana, Brasil. Foram coletadas 120 amostras de fezes de cées
de 46 propriedades rurais situadas nos municipios de Cascavel, Toledo, Marechal
Candido Rondon e Palotina. Foram realizados trés métodos para a pesquisa de
ovos, 00 (cistos) e/ou larvas de endoparasitos, 0 método de Sheather, o método de
Willis-Mollay e o Método de Hoffman, Pons e Janer. Ainda foram coletados dados
em um questionario epidemiolégico para detectar os principais fatores de risco
associados. Das amostras analisadas 71,67% (86/120) foram positivas para
endoparasitos, sendo os mais encontrados: Ancylostoma spp. (80,23%), Trichuris
vulpis (20,93%), Cystoisospora spp. (17,44%), Giardia spp. (8,14%). Além desses
parasitos também foram encontrados Sarcocystis spp., Toxocara spp., Hymenolepis
diminuta e Capillaria spp. em um percentual menor. Pseudoparasitos como oocistos
da familia Adeleidae e Eimeria spp., € ovos da familia Ascaridiidae também foram
encontrados nas amostras de fezes. 29,07% (25/86) dos animais apresentaram
infeccdo mista. Quando analisada a positividade no geral ndo foram encontrados
fatores de risco associados, porém quando analisados os parasitos individualmente
foi possivel detectar os principais fatores relacionados com as endoparasitoses. Os
resultados demonstram alta positividade de parasitos em cées, sendo alguns deles
zoonoses, trazendo risco para 0s humanos.

Palavras-chave: Caes, Hoffman, Pons e Janer, parasitos, Sheather, Willis-Mollay

ABSTRACT

Dogs are susceptible to several species of endoparasites which, in addition to
interfering with the development of the animal, may lead to the appearance of
secondary infections resulting from immunosuppression. Part of these parasites are
zoonosis, such as Ancylostoma spp., Toxocara spp. and Giardia spp.. The objective
of this study was to verify the occurrence of enteroparasites in dogs of rural
properties of the West of Parand, Brazil. A total of 120 faecal samples were collected
from 46 rural farms located in the municipalities of Cascavel, Toledo, Marechal
Candido Rondon and Palotina. Three methods were used to search for eggs,
oo(cysts) and/or endoparasite larvae, the Sheather method, the Willis-Mollay method
and the Hoffman, Pons and Janer method. Data were also collected in an
epidemiological questionnaire to detect the main associated risk factors. Of the
samples analyzed, 71.67% (86/120) were positive for endoparasites, being the most
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found: Ancylostoma spp. (80.23%), Trichuris vulpis (20.93%), Cystoisospora spp.
(17.44%), Giardia spp. (8.14%). In addition to these parasites, Sarcocystis spp.,
Toxocara spp., Hymenolepis diminuta and Capillaria spp. in a lower percentage were
also found. Pseudoparasites such as oocysts of the family Adeleidae and Eimeria
spp., and eggs of the Ascaridiidae family were also found in faeces samples. 29.07%
(25/86) of the animals presented mixed infection. When the positivity was analyzed in
general, no associated risk factors were found, however when analyzing the
individual parasites it was possible to detect the main factors related to
endoparasites. The results show high positivity of parasites in dogs, being some of
them zoonosis, posing a risk for humans.

Key words: dogs, Hoffman, Pons and Janer, parasites, Sheather, Willis-Mollay

1. INTRODUCAO

Os endoparasitos sdo encontrados em diversas espécies de animais, inclusive
o homem, sendo responsaveis por varias doencas de suma importancia na
atualidade e estéo distribuidas por todo mundo (CURI et al., 2016). Os sinais clinicos
variam de acordo com o parasito e com o estado geral do hospedeiro, sendo que
hospedeiros imunocomprometidos apresentam sinais mais graves do que O0s
hospedeiros saudaveis (LEAL et al., 2015).

Os cées sao susceptiveis a varias espécies de endoparasitos. Esses podem
interferir principalmente no desenvolvimento do animal. Geralmente a maioria dos
cées sdo assintomaticos, porém podem apresentar sinais clinicos quando ha uma
grande carga parasitiria ou quando o animal estd imunossuprimido. Os
endoparasitos podem ainda, predispor a varias infec¢cdes secundarias, prejudicando
ainda mais a saude do animal (LEAL et al., 2015).

Os principais parasitos gastrintestinais encontrados em cdes Ssd0 o0s
Ancylostoma spp., Trichuris spp., Toxocara spp., Cystoisospora spp., Giardia spp. e
Dipylidium caninum. Muitos desses possuem carater zoondtico, sendo o
Ancylostoma spp. responsavel por causar a doenca popularmente conhecida como
‘larva migrans cutanea” ou “bicho geografico”. Ja o Toxocara spp. causa a doenca
em humanos conhecida como “larva migrans visceral’. A Giardia spp. atinge
principalmente criangas, idosos e imunocomprometidos, sendo uma das principais
causas de surtos de diarreia em criancas que frequentam creches (MCCARTHY e
MOORE, 2000; LABRUNA et al., 2006; CURI et al., 2016).

As principais formas de contaminagdo por parasitos gastrintestinais sao pela

ingestdo de agua ou alimentos contaminados, porém o homem ainda pode se
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contaminar pelo contato direto com o parasito, onde larvas penetram pela pele,
podendo migrar para diversos 6rgaos ou formar tineis subcutaneos, como no caso
da larva migrans cutanea (CARVALHO e ROCHA, 2014; TELLERIA et al., 2015;
SOARES e TASCA, 2016).

Em propriedades rurais h4 um contato muito proximo de diversas espécies
animais, incluindo as silvestres, podendo, o0s parasitos se disseminarem
rapidamente, contaminando um grande numero de animais e 0 homem (CORREA e
PASSOS, 2001). Os cées, que na maioria das vezes viverem soltos, podem ser os
principais responsaveis por carregar e disseminar esses parasitos no pasto e na
agua, essa podendo servir para consumo humano (ROBERTSON et al., 2000;
LABRUNA et al., 2006).

O objetivo desse trabalho foi pesquisar a ocorréncia de parasitos
gastrintestinais em caes de propriedades rurais do Oeste do Parana e correlacionar
os resultados com um questionario epidemiol6gico, para avaliar os principais fatores

de risco associados a parasitose.

2. MATERIAL E METODOS

Esse estudo esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentac&o
Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana-Setor
Palotina, com protocolo nimero 50/2014.

Foram coletadas 120 amostras de fezes de cdes de 46 propriedades rurais da
regido Oeste do Parand, distribuidas nas cidades de Cascavel, Toledo, Marechal

Candido Rondon e Palotina (TABELA 1).

TABELA 1: DISTRIBUICAO DO NUMERO DE PROPRIEDADES E NUMERO DE ANIMAIS EM QUE
FORAM COLETADAS FEZES EM CADA CIDADE DA REGIAO OESTE DO PARANA

‘ N° de propriedades N° de animais
Cascavel 17 59
Marechal Candido Rondon 9 17
Palotina 5 9
Toledo 15 35
Total 46 120

Fonte: A autora (2017).
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As amostras de fezes coletadas foram armazenadas em recipientes com
tampa de rosca e refrigeradas até analise, que ocorria em até sete dias apés a
coleta.

Foram anotados referentes ao sexo, raga e idade dos animais durante a coleta
das amostras. Ainda, dados de um questionario epidemiolégico foram anotados,
como histérico da presenca de endoparasitos nas fezes, frequéncia do uso de
antiparasitarios, ambiente onde os cées residem, se 0s animais ja apresentaram
alguma doenca, entre outros (ANEXO 1).

As amostras de fezes foram submetidas a trés técnicas para a procura de ovos,
oocistos, cistos e larvas de parasitos gastrintestinais: a técnica de Willis-Mollay, a de
Hoffman, Pons e Janer e o método de Sheather.

A técnica de Willis-Mollay (1921) modificado tem como principal objetivo a
deteccdo de ovos leves, 0s principais encontrados em cdes sdo 0s ovos de
Ancylostoma spp., Trichuris spp. e Toxocara spp., ainda podem ser encontrados
oocistos de protozoérios, como de Cystoisospora spp.

Para realizar esse método, foram utilizados cerca de dois gramas de fezes,
diluidos com aproximadamente 60mL de solucdo hiperssaturada de cloreto de sédio
(300g de NaCl/1000mL de agua destilada), em seguida essa mistura foi filtrada, com
0 uso de peneira e gaze, e colocada em outro recipiente até formar um menisco,
entdo foi colocada uma lamina de microscopia sobre o menisco e esperado cerca de
15 minutos, para que 0s ovos e oocistos flutuassem. ApGs esse tempo, a lamina foi
invertida e entdo foi realizada a leitura de toda a lamina em miscroscopio 6ptico em
aumento de 100X.

A técnica de Hoffman, Pons e Janes (1934) modificado baseia-se na pesquisa
de ovos pesados e larvas, principalmente os cestddeos, como as capsulas ovigeras
do Dipylidium caninum. Para esse método, foram utilizados cerca de dois gramas de
fezes e diluidos com cerca de 100mL de agua destilada, essa mistura foi filtrada com
peneira e gaze, e transferida para um célice, onde ficou por 24 horas para que 0s
ovos e larvas pudessem sedimentar, entdo foi descartado o sobrenadante e
colocada uma gota do sedimento em uma lamina de microscopio, em seguida foi
acrescentado uma gota de lugol (2%), que tem como principal objetivo corar ovos e
larvas, colocado uma laminula e realizada a leitura em microscopio 6ptico em

aumento de 100X.
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O Método de Sheather (1923) modificado busca principalmente oocistos e
cistos de protozodarios como da Giardia spp., Cystoisospora spp., Neospora caninum
e Sarcocystis spp.. Para essa técnica foram utilizados cerca de dois gramas de
fezes e misturadas com aproximadamente 12mL de solucdo de sacarose
(d=1,203g/cm?), a mistura foi filtrada com peneira e gaze e transferida para um tubo
tipo falcon, foi centrifugado a 1600rpm por 10 minutos, e uma gota da superficie do
sobrenadante foi colocada sobre uma lamina, em seguida uma laminula foi colocada
na superficie da lamina e foi realizada a leitura em miscroscopio 6ptico no aumento
de 400X.

A analise estatistica e a correlacdo dos dados do questionario epidemioldgico
com os resultados das analises das fezes dos caes foi realizada no programa Epilnfo
(versdo 7.2.0.1), através do qui-quadrado tabelado na ordem 2x2 e correcdo de
Yates.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia de enteroparasitos em caes da regiao Oeste do Estado do Parana
foi de 71,67% (86:120). Quando analisadas as propriedades, 71,15% possuiam pelo
menos um cado eliminando ovos/oo(cistos) de parasitos nas fezes (TABELA 2). A
cidade de Palotina foi a que apresentou uma maior ocorréncia de cées parasitados,
ja a cidade de Toledo foi a que teve um maior numero de propriedades com cées

positivos.

TABELA 2: OCOR~RENCIA DE ENTEROPARASITOS EM CAES DE PROPRIEDADES RURAIS DA
REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL

Animais Propriedades
Cidade o ) o )

Positivos Negativos % Positivas Negativas %
Cascavel 43 16 72,88 13 4 76,47
Toledo 25 10 71,42 13 2 86,66
Marechal Candido 11 6 64.7 7 > 7778
Rondon
Palotina 7 2 77,78 4 1 80
Total 86 34 71,66 37 9 71,15

Fonte: A autora (2017).
O percentual de positividade encontrado nesse trabalho é alto quando

comparado com outros autores, como Frizzo et al. (2016) que encontraram 56% de
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positividade quando analisaram 50 amostras de fezes de cdes da é&rea rural de
Santa Catarina; Dubna et al. (2007) ao analisarem amostras de 540 cées da area
rural em Praga, Republica Checa, e encontraram 41,7% das amostras positivas, e
Curi et al. (2016) apos realizarem exames coproparasitologicos de 129 cdes da area
rural de Minas Gerais e encontraram 58% das amostras positivas.

Alguns autores relatam um maior niumero de cées parasitados na area rural
quando comparados com cées da area urbana (DUBNA et al., 2007). Porém, outros
trabalhos encontram um grande numero de cées domiciliados parasitados, como
Ribeiro et al. (2015) no Estado do Parana que encontraram 60,1% (74:123) dos cées
da area urbana positivos para pelo menos um endoparasito e Labruna et al. (2006)
no Estado de Rondbnia que encontraram 84% das amostras positivas de cées da
area urbana, positividades maiores do que as encontradas na area rural por diversos
autores (DUBNA et al., 2007; FRIZZO et al., 2016; CURI et al., 2016). Caes errantes
presentes na area urbana também apresentam alta positividade para parasitos,
como verificado por Pereira Junior e Barbosa (2013) quando avaliaram fezes de 80
cdes errantes no Municipio de Manaus e todos foram positivos para parasitos
gastrintestinais.

Os endoparasitos encontrados foram ovos de Ancylostoma spp., Trichuris
vulpis, Hymenolepis diminuta, Toxocara spp. e Capillaria spp., oocistos de

Cystoisospora spp. e Sarcocystis spp. e cistos de Giardia spp. (FIGURA 1).

FIGURA 1: OVOS E CISTOS DE ENTEROPARASITOS ENCONTRADOS EM FEZES DE CAES DE
PROPRIEDADES RURAIS DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL; A) SETA
CLARA: OVO DE Ancylostoma spp., SETA ESCURA: OVOS DE Trichuris vulpis
(AUMENTO DE 400X); B) CISTOS DE Giardia spp. (AUMENTO DE 1000X)

Fonte: A autora (2017).
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Ancylostoma spp., Toxocara spp. e Giardia spp. sdo 0s principais
enteroparasitos com potencial zoondtico e possuem grande importancia na
atualidade (BABA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015). Em propriedades rurais, caes
possuem acesso a uma area ampla, podendo defecar proximo das verduras, frutas e
adgua destinada ao consumo humano, gerando contaminagdo e favorecendo a
disseminacédo dessas zoonoses. Portanto, medidas preventivas devem ser adotadas
para evitar a transmissao para 0s seres humanos.

Espécies do género Ancylostoma podem causar em humanos a doenca
conhecida como “larva migrans cutadnea”, quando larvas do terceiro estagio (L3)
penetram através da pele e migram na epiderme, formando corddes eritematosos e
pruriginosos (TELLERIA et al., 2015). No Brasil ha diversos relatos dessa infeccéo,
principalmente no verdo, quando aumenta o niumero de casos (HEUKELBACK et al.,
2006; REICHERT et al., 2016).

A infeccdo por Toxocara spp. acontece quando o ser humano ingere os ovos
embrionados junto com alimentos ou com a agua, no intestino os ovos eclodem, e as
larvas penetram através da parede atingindo a corrente circulatéria e migram para
varios orgdos podendo causar diversos sinais clinicos (CARVALHO e ROCHA,
2014). Ha varios trabalhos que relatam a prevaléncia dessa infeccdo em humanos,
sendo considerada alta em alguns estudos (SCHOENARDIE et al., 2013;
CASSENOTE et al., 2014).

JA a giardiase, causada pelo protozoario Giardia spp., €é transmitida
principalmente através da ingestdo de agua e alimentos contaminados, o principal
sinal clinico € a diarreia intermitente, acometendo principalmente criancas que
frequentam creches, idosos e imunossuprimidos (CAMA e MATHISON, 2015;
SOARES e TASCA, 2016).

Além dos ovos/oocistos/cistos dos enteroparasitos, também foram encontrados
ovos e oocistos de pseudoparasitos como oocistos da familia Adeleidae e Eimeria
spp. e ovos da familia Ascaridiidae, esses sdo considerados pseudoparasitos, pois
nao parasitam os animais, apenas foram ingeridos com alimentos contaminados e

eliminados através das fezes (FIGURA 2).
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FIGURA 2: PSEUDOPARASITOS ENCONTRADOS EM FEZES DE CAES DE PROPRIEDADES
RURAIS DA REGIAO OESTE DO PARANA. A) OVO DE PARASITO DA FAMILIA
ASCARIDIIDAE (AUMENTO 400X); B) OOCISTO ESPORULADO E NAO ESPORULADO
DE ADELEIDAE (AUMENTO 1000X); C) OOCISTO ESPORULADO DE Eimeria spp.
(AUMENTO DE 1000X); D) OOCISTOS ESPORULADOS DE ADELEIDAE (AUMENTO

DE 1000X)

Fonte: A autora (2016).

Adeleidae sdo parasitos de invertebrados e a presenca de oocistos desse
parasito em fezes de cédes indicam que esses possuem o habito de ingerir insetos.
Ovos da familia Ascaridiidae e oocistos de Eimeria spp. podem sugerir o habito de
coprofagia desses animais, pois todos o0s oocistos de Eimeria spp. j& estavam
esporulados. Nijse et al. (2014) em seu estudo demonstram que a coprofagia € um
comportamento generalizado entre os cédes, e esse habito pode levar a resultados
errbneos nas andlises coproparasitolégicas. Ja Gressler et al. (2009) ressaltam a
importadncia do diagnostico correto de coccideos e realizagdo da prova de
esporulagdo em placa para diferenciar protozoarios da familia Adeleidae e
Eimeriidae e assim evitar resultados falsos.

Os parasitos encontrados com maior frequéncia foram Ancylostoma spp.,
Trichuris vulpis, Cystoisospora spp. e Giardia spp.. 29% (25/86) das amostras
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positivas apresentavam mais de uma espécie de parasito, ou seja, 0 animal possuia
infeccdo mista. Capillaria spp., H. diminuta e Sarcocystis foram encontrados em
apenas uma amostra (TABELA 3).

Ancylostoma spp. foi o parasito com maior ocorréncia nesse trabalho, sendo
0 parasito mais frequente em cédes, e 0 mais encontrado em diversos trabalhos
(RIBEIRO et al., 2015; FRIZZO et al., 2016; CURI et al., 2016). Nos trabalhos de
Labruna et al. (2006), Frizzo et al. (2016) e Curi et al. (2016) o Toxocara spp. foi um
dos parasitos mais frequentemente encontrado, porém nesse trabalho, assim como
no trabalho de Ribeiro et al. (2015), o Trichuris vulpis e o Cystoisospora spp.

apresentaram um maior percentual de ocorréncia, apos o Ancylostoma spp..

TABELA 3: FREQUENCIAS DOS ENTEROPARASITOS ENCONTRADOS EM FEZES DE CAES DE
PROPRIEDADES RURAIS DA REGIAO OESTE DO PARANA, BRASIL

Total amostras (n=120) Total amostras positivas (n=86)
Positivo Negativo | % Positivo Negativo | %
Ancylostoma spp. 69 51 57,5 69 17 80,23
Capillaria spp. 1 119 0,83 1 85 1,16
Cystoisospora spp. 15 105 12,5 15 71 17,44
Giardia spp. 7 113 5,83 7 79 8,14
H. diminuta 1 119 0,83 1 85 1,16
Sarcocystis spp. 1 119 0,83 1 85 1,16
Toxocara spp. 4 116 3,33 4 82 4,65
Trichuris vulpis 18 102 15 18 68 20,93
Pseudoparasito 6 114 5 6 80 6,97
Infecg@o mista 25 95 20,83 25 61 29,06

Fonte: A autora (2017).

Os percentuais encontrados de Capillaria spp. geralmente sdo baixos,
estando associados com o ciclo do parasito (PAOLETTI et al., 2015; CURY et al.,
2016). Hymemolepis diminunta, parasito principalmente de roedores, raramente &
encontrado em caes, por esse motivo 0s percentuais sdo geralmente baixos (DOYLE
et al., 2006; NQUI et al., 2014; ROJEKITTIKHUN et al., 2014).

Giardia spp. foi encontrado em um percentual menor do que em outros
trabalhos (LABRUNA et al., 2006; FRIZZO et al., 2016). A baixa frequéncia de cistos

de Giardia spp. encontrados em fezes de caes deve-se ao fato desse parasito ser
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eliminado intermitentemente, portanto para o correto diagndstico é recomendada a
coleta de mais de uma amostra de fezes, em um periodo de no minimo trés dias.
Bouzid et al. (2015) sugerem a utilizacdo de outros métodos para o diagnostico da
parasitose devido a baixa eficiéncia do método de microscopia.

Sarcocystis spp. foi encontrado em apenas uma amostra, representando
1,16% das amostras positivas. Ribeiro et al. (2015) encontraram esporocistos desse
protozoario em quatro animais, ja Labruna et al. (2006) encontraram em 18,9% das
amostras pesquisadas, percentuais maiores do que o encontrado nesse trabalho.
Isso pode ter sido influenciado pela alimentacdo fornecida para os cées,
favorecendo ou dificultando a infeccdo, pois esse parasito € transmitido pelo
consumo de carne crua ou mal passada.

Das amostras coletas, 107 eram de cées adultos, sendo que 70,10% foram
positivas para algum endoparasito. Quando analisadas as fezes dos filhotes, cerca
de 84,61% (11/13) foram positivas. Apesar dos filhotes terem apresentando uma
frequéncia maior de enteroparasitos, a idade nao foi identificada como fator de risco
nesse trabalho, pois ndo houve diferenca significativa (p=0,440). Ribeiro et al. (2015)
encontraram a idade como fator de risco para infeccBes de Ancylostoma spp. e
Trichuris vulpis, com cées adultos apresentaram maior chance de ter o parasito. Ja
Curi et al. (2016) encontram uma maior chance de filhotes ter Toxocara spp. do que
adultos.

A maioria das amostras de fezes era de cdes machos e dessas 68,35%
(54/79) foram positivas. As fémeas, apesar de um numero menor de amostras,
apresentaram uma maior positividade, cerca de 78,04% (32:41). Ribeiro et al. (2015)
também ndo encontraram diferenca significativa entre os sexos dos animais. Ja Curi
et al. (2016) encontraram caes machos como fator de risco para infec¢gées mistas.

A raca dos animais também ndo apresentou diferenca significativa, 74,17%
(89/120) dos caes coletados ndo apresentavam raca definida, e desses 76,40%
eram positivos. Dos caes com raca definida o percentual de positividade foi menor,
cerca de 58%. Esses resultados, apesar de serem apenas diferencas numéricas,
podem demonstrar que proprietarios apresentam um maior cuidado sanitario com
cdes de raca quando comparado com cdes sem racga definida. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ribeiro et al. (2015) quando analisaram 123
amostras de cées domiciliados e encontraram um maior numero de cédes sem raca

definida parasitados.
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Durante a realizagdo dos exames era anotada a consisténcia das fezes dos
animais. A maioria apresentou aspecto normal. Seis apresentavam-se de pastosa a
liguida e, dessas, cinco foram positivas e todas apresentavam infeccdo por
protozoario. Quatro possuiam oocistos de Cystoisospora spp., uma continha cistos
de Giardia spp., uma possuia oocistos de Sarcocystis spp. e duas amostras
apresentavam ovos de helmintos, Trichuris vulpis e Ancylostoma spp..

A consisténcia das fezes pode estar associada com doencas parasitarias,
principalmente as causadas por protozoario, pois o principal sinal clinico provocado
por protozoarios entéricos é a diarreia, geralmente por ma absor¢cdo (PERCOPE,
2015). Fezes pastosas obteve associacdo com a infeccdo por alguns protozoarios
como o Cystoisospora spp. (p=0,0004), ou seja, um cdo com fezes pastosas possuia
18,72 vezes mais chance de ter esse protozoario do que um cédo com fezes normal.
O Sarcocystis spp. € outro protozoario que também é encontrado com mais chance
em fezes pastosas (p=0,03).

Quando avaliada a positividade no geral ndo houve fatores de risco
envolvidos. Porém, quando analisados os fatores de risco por parasito, alguns foram
considerados significativos (TABELA 4).

Nesse estudo infeccBes por Toxocara spp., Capillaria spp. e Hymenolepis
diminuta ndo apresentaram fatores de risco associados, um dos motivos pode ser o
namero baixo de amostras positivas para esses parasitos.

J& o parasitismo por Ancylostoma spp. apresentou como principal fator de
risco o fato do cao viver preso, com um OR (Odds Ratio) de 3,54. O fato do céo
sempre estar no mesmo ambiente facilita a autoinfec¢cdo, devido o ambiente
contaminado, justificando a associacdo de Ancylostoma spp. com essa condicéo,
como ja relatado por Pinto et al. (2007).

Os cées que vivem soltos possuem quatro e 11,38 vezes mais chance de
estarem parasitados por Cystoisospora spp. e Giardia spp., respectivamente. J& 0s
cées que ficam um periodo do dia soltos e outro periodo presos tem 3,71 vezes mais
chance de um parasitismo por Trichuris vulpis. Esses resultados podem ser
justificados pelo fato do animal livre ter uma maior chance de contato com outros
animais ou com alimentos e agua contaminadas com parasitos.

O histérico de enteroparasitos foi atribuido como um fator de risco para o
Trichuris vulpis, com um OR de 5,55 e para as infec¢bes mistas que possuem 3,56

vezes mais chance de acontecer quando ha& a presenca desse fator.
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TABELA 4: FATORES DE RISCO ASSOCIADOS COM ENTEROPARASITOS ENCONTRADOS EM AMOSTRAS DE FEZES DE CAES DE
PROPRIEDADES RURAIS DA REGIAO OESTE DO ESTADO DO PARANA, BRASIL

o Ancylostoma spp. Cystoisospora spp. Giardia spp. Sarcocystis spp. Trichuris vulpis Infeccdo mista

variaveis OR*** prrek OR p OR p |oRr p OR p OR p

preso 3,54 (1,1-11,3) (0,047 ns 0,138 ns 0,485 | ns 1 ns 0,731 ns 1
Condicéo solto ns* 1 4,00 (1,26-12,60) | 0,027 | 11,38 (1,32-97,9) | 0,02 | ns 1 ns 0,08 ns 0,953

preso e solto ns 0,12 ns 0,446 ns 0,182 | ns 0,933 3,71(1,23-11,2) | 0,029 ns 1

Comida caseira ns 0,625 ns 0,17 ns 0,658 | ns 1 ns 0,562 ns 1
Alimentagéo Racao ns 0,608 ns 0,26 ns 0,968 | ns 1 ns 0,156 ns 0,277
Comida e ragéo ns 0,327 ns 1 ns 1 ns 1 ns 0,0057 ns 0,382
'jj:cr::ﬁgsdee Ns 1 ns 0,12 ns 0851 |ns | 0707 |5,55(1,89-16,2) | 0,002 |3,56(1,43-8,87) | 0,009
nao utiliza ns 0,192 ns 0,108 ns 0,676 | ns 1 ns 0,344 ns 0,342

3 meses ns 0,37 ns 0,563 ns 0,316 | ns 0,508 ns 0,133 ns 1
vcgr;c,ifigo 6 meses ns 0,548 ns 0,084 ns 1 |ns 1 ns 0,224 ns 0,778
1 ano ns 0,285 | 4,86 (1,5-15,3) 0,01 6,59 (1,36-31,9) | 0,03 | ns 1 ns 0,537 ns 0,329
> 1 ano ns 0,65 ns 0,215 ns 0,316 | ns 1 ns 0,342 ns 0,09
Consisténcia das Normal ns 0,42 0,05 (0,008-0,32) |0,0004 ns 0,788 |in** | 0,03 ns 0,481 ns 0,197
fezes Pastosa ns 0,42 (18,72 (3,07-114,1) |0,0004 ns 0,788 |in** 0,03 ns 0,481 ns 0,197
Hiztgg:;’ade Ns 0,326 ns 0,81 ns 0244 |ns | 0579 |6.44(2,21-18,7) [0,0006 ns 0,592

*ns: ndo significativo; **in: indefinido; ***OR: Odds Ratio; ****p: probabilidade de significancia

Fonte: A autora (2017).
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A utilizacdo de vermifugo uma vez por ano foi fator de risco para dois
protozoarios, o Cystoisospora spp. (OR=4,86) e a Giardia spp. (OR=6,59). Os
vermifugos comumente utilizados por proprietarios ndo sdo eficazes para o
tratamento de protozoarios entéricos, acredita-se que seja esse 0 motivo da
associacdo com esse fator de risco. Ja historico de doencas, como viroses, foram
fatores de risco para o parasitismo por Trichuris vulpis, apresentando um OR de
6,44, podendo estar associado principalmente com 0 manejo sanitario, pois cées
com condicdes de vida precarias possuem uma maior chance de estarem

parasitados, como também de adquirir outras doencas (MENAO et al., 2014).

4. CONCLUSAO

A ocorréncia de enteroparasitos em caes da regido Oeste do Parana é alta.
Os principais parasitos encontrados foram Ancylostoma spp., Trichuris vulpis,
Cystoisospora spp., Toxocara spp. e Giardia spp.

Pseudoparasitos como oocistos da familia Adeleidae, Eimeria spp. e ovos da
familia Ascaridiidae foram encontrados em algumas amostras, indicando o habito de
coprofagia e entomogafia dos caes.

Os principais fatores de risco encontrados estéo relacionados com a rotina
de uso de vermifugos, histoérico de verminose, condicdo de sobrevivéncia dos

animais (livres ou presos), histérico de doencas e presenca de carrapatos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Trabalhos epidemiolégicos sdo de suma importancia para avaliar a real
situacdo das doencas em determinada regido, além de verificar os principais fatores
de risco associados com 0s patégenos.

Na regido Oeste do Parana séo raros os estudos epidemioldgicos realizados
com animais de produg&o, como no caso da bovinocultura de leite, e sG&o muitos 0s
parasitos encontrados.

A bovinocultura perde muito na producéo devido a problemas reprodutivos e
esses podem estar associados com parasitos, como no caso do Neospora caninum
e do Trypanosoma vivax.

Nesse estudo foi demonstrada uma ampla distribuicdo do N. caninum em
bovinos leiteiros no Oeste do Parana, uma vez que um grande percentual de
propriedades possuem animais parasitados. Esse protozoario est4d associado
principalmente com propriedades de perfil familiar, com baixa producdo de leite e
extensivas. Ele ainda estd associado com o historico de aborto das vacas,
demonstrando que h& a presenca dos sinais clinicos da doenca. Apesar dos caes
serem 0s hospedeiros definitivos ndo houve associagao entre a soropositividade dos
bovinos e dos cdaes, resultados que podem demonstrar maior ocorréncia de
transmissao vertical do protozoario, lembrando que os canideos silvestres também
podem ser hospedeiros definitivos, contaminando os alimentos e a agua.

N&o foram encontrados tripomastigotas e/ou anticorpos contra o T. vivax em
bovinos leiteiros do Oeste do Parana, demonstrando que esse parasito ainda nao
esté circulando entre os animais avaliados no presente trabalho na regido. Por esse
motivo, medidas preventivas devem ser adotadas para evitar a entrada do parasito e
possiveis prejuizos econdmicos.

A ocorréncia de N. caninum em céaes foi baixa quando comparada com a
soropositividade dos bovinos, resultados que podem ser sido influenciados pela
soroconversao, pois cades podem se infectar e ndo soroconverterem ou em raros
casos, soronegativarem apos um determinado periodo.

Ja a ocorréncia de parasitos gastrintestinais encontrados foi considerada alta
e entre os principais endoparasitos encontrados estdo alguns com potencial

zoonotico, como o Ancylostoma spp., Toxocara spp. e Giardia spp.. Os fatores de
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risco relacionados com o0s parasitos gastrintestinais estao principalmente envolvidos
com as condi¢Bes sanitarias, portanto medidas de controle e preventivas devem ser
adotadas em propriedades rurais para evitar a disseminacédo dos endoparasitos e a

contaminag¢do humana.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

[T Dy
2y
— LABIOTEC ~ LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
U I I R SETOR DE DIAGNOSTICO VIROLOGICO E
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA PARAS[TOLC')GICO

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO:

N. Ficha Data / /

1 - Entrevistado e funcao:

2 - Proprietario:

-

3 - Endereco:

116

(O

4 - Constituicado da populacdo humana:

Proprietarios

Homens

Mulheres

<12 anos

12 — 20 anos

20 — 40 anos

40 — 60 anos

> 60 anos




6 — Quantos animais ha?

Machos

Fémeas

<6 meses

6 — 12 meses

1 -2 anos

2 — 5 anos

> 5 anos

117

6.1 — Qual a raca dos animais? ( ) Holandesa ( )Jersey ( ) Pardo Suica ( ) outra

7 — Ha caes na propriedade? () sim () ndo

7.1 — Os cées possuem algum contato com os bovinos? () sim () ndo
8 — Ha gatos na propriedade? () sim () ndo

8.1 — Os gatos possuem algum contato com os bovinos? () sim () né&o
9 — Qual o tipo de producédo? () intensiva () semi-intensiva () extensiva

10 — Quantos litros de leite é produzido por dia?

11 — A reposicéo de animais € realizada com que frequéncia na propriedade? () 6

meses () 1 ano () 2 anos

11.1 - Sao feitos exames como de brucelose antes do animal chegar na

propriedade? () sim () ndo
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12 — J4 teve ou ainda ha casos de aborto na propriedade? () sim () ndo

12.1 — Qual a frequéncia de aborto?

12.2 — A causa do aborto foi diagnosticada? () sim ( )n&o

12.3 — Qual doenca?

13 — Qual manejo reprodutivo é realizado? () IATF () IA () touro

13.1 — O touro € reposto com qual periodo?

13.2 — E realizado exame androlégico e brucelose antes de adquiri-lo? () sim () nédo
14 — Todas as fémeas jovens séo vacinas para brucelose? () sim () ndo

15 — O diagndstico de brucelose na propriedade é realizado com qual frequéncia? ()

6 meses ()2lano()2anos

PARA CAES

18 — O animal foi vacinado quando filhote? () sim () ndo
18.1 — Qual vacina? () importada () nacional

18.2 - Quem vacinou? () veterinario ( )agropecuaria () préprio dono ()outro qual?

19 — O animal é vacinado todo ano? () sim ( )néo

19.1 — Quiais vacinas? () raiva () cinomose/parvovirose () outra qual?

20 — O animal fica em qual ambiente? () grama () pedra () concreto () terra
21 — Onde o animal fica? () preso por corrente () solto

22 — Os animais ja teve presenca de vermes nas fezes? () sim () ndo

23 — O animal é vermifugado com qual frequéncia? () >3meses () 3-6 meses () 6-

12 meses ()>1 anos

24 — O animal ja apresentou alguma doenca? () sim ( )n&o
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24.1 — Qual doenca?

25 — O animal ja foi ao veterinario? () sim () ndo

26 — Qual a alimentacéo do animal? () racdo () comida () polenta () carne crua (

Joutro

27 — O animal ja teve problema com pulga? () sim () nao

28 — O animal ja teve problema com sarna? ( )sim ( )nédo

29 — O animal ja teve problema com carrapato? () sim () ndo

PARA HUMANOS

30 — As frutas e verduras séo lavadas antes da ingestao? () sim () ndo
30.1 - Como séo lavadas? () agua corrente () agua sanitaria () outro

31 — Qual a fonte da &gua de consumo? () sanepar ( )poco raso () poco artesiano ()

outro

32 — Ha consumo de carne crua ou mal passada? () sim () ndo



