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PREVALENCIA DE ANTICORPOS IGG ANTI-NEOSPORA spp. EM
EQUINOS NO RECONCAVO DA BAHIA

RESUMO: A neosporose € uma parasitose descrita pela primeira vez em
meados da década de 80, € causada por um protozodrio intracelular
obrigatério. O Neospora sp. € um importante agente relatado como responséavel
por causar abortamentos, especialmente, em bovinos, estimando-se grandes
prejuizos econdmicos na pecuaria. Duas espécies ja foram descritas nesse
género, o N. caninum que afeta uma ampla variedade de mamiferos e o N.
hughesi isolado apenas de equinos O conhecimento dos fatores considerados
como de risco para o desenvolvimento da neosporose sao cruciais para a
compreensao da distribuicdo desse parasito. Uma vez que a prevaléncia de
anticorpos IgG anti-Neospora spp. tem sido verificada mundialmente, de forma
que equinos soropositivos ja foram detectados em todos os continentes. O
objetivo desse trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Neospora spp. e relacionar os fatores de risco associados com a doenga no
Recbncavo da Bahia. Foram utilizadas amostras séricas de 234 equinos
higidos e sem historico de alteracdes reprodutivas e neuroldgicas que foram
submetidas a reacédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os titulos variaram
de 1:50 até 1:800. No ponto de corte de 1:50, foram detectados anticorpos IgG
anti-Neospora sp. em 106 animais representando uma soropositividade de
45,30%. As amostras foram testadas em diluicbes dobradas até n&do mais
apresentar reagao. Verificou-se uma soropositividade no titulo de 1:100 de
38,03% (89/234); 21,79% (51/234) na titulacdo de 1:200; 4,70% (11/234) em
1:400 e apenas 0,42% (1/234) apresentou titulo de 1:800. Nao foi verificada
correlagcdo positiva entre as variaveis estudadas e a soropositividade.
Entretanto o estudo demonstrou que probabilidade de ocorréncia da
neosporose € mais significativa em animais abaixo de cinco anos de idade
assim também em animais sem raca definida. Contudo, de acordo como 0s
resultados encontrados nesse estudo verificou-se uma elevada prevaléncia de
anticorpos IgG anti-Neospora spp. na regido do reconcavo da Bahia.

PALAVRAS CHAVE: fatores de risco; Neospora caninum; Neospora hughesi;
reacao de imunofluorescéncia indireta; sorodiagnostico



IGG ANTIBODY PREVALENCE ANTI-NEOSPORA spp. IN EQUINE IN
BAHIA RECONCAVO

ABSTRACT: Neosporosis is a parasitic disease first described in the
mid-80, which is caused by an obligate intracellular protozoan
parasite. Neospora sp. is an important agent reported as responsible for
abortions, especially in cattle, causing great economic losses in livestock. Two
species have been described in this genus, N. caninum that affects a wide
variety of mammals and N. hughesi isolated only in horses. Knowing the risk
factors for the development of neosporosis are crucial to the study of this
disease. The prevalence of anti-Neospora spp IgG antibodies was verified
worldwide, indicating that seropositive horses have been found on all
continents. The objective of this study was to determine the prevalence of
antibodies 1gG anti-Neospora spp. and list the risk factors associated with the
disease in the Recbncavo da Bahia. Serum samples from 234 healthy horses
withought history of reproductive and neurological changes were submitted to
indirect immunofluorescence test (IFAT), where titles ranged from 1:50 to 1:
800. In the cutoff 1:50 antibodies 1gG anti-Neospora spp were detected in 106
(45.30%) animals. Serum samples were tested in folded dilutions up to no more
reaction. There was a seropositivity of 38.03% (89/234) in titer of 1. 100;
21.79% (51/234) in the titer of 1: 200; 4.70% (11/234) in 1: 400 and 0.42%
(1/234) in the 1: 800. There was no positive correlation between the study
variables and seropositivity. However there was a probability of occurrence of
neosporosis in animals younger than five years old as well as those cross
breed. However, according to the results found in this study there was a high

prevalence of antibodies IgG anti-Neospora spp. in the Recdncavo da Bahia.

KEYWORDS: indirect immunofluorescence reaction; Neospora caninum;
Neospora hughesi; risk factors; serodiagnosis
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1 INTRODUCAO

A neosporose é uma parasitose descrita pela primeira vez em meados
da década de 80. Durante certo periodo os casos diagnosticados eram
relacionados como toxoplasmose, devido semelhanca morfolégica e das
caracteristicas referentes ao ciclo de vida dos parasitos. A diferenciacdo
estrutural e antigénica do Neospora caninum foi esclarecida somente em 1988,
determinando a descoberta de um novo parasito. Neospora spp. € intracelular
obrigatério, que pertence ao filo Apicomplexa, da familia Sarcocystidae,
caracterizado pela capacidade de formacdo de cistos nos tecidos dos seus
hospedeiros. Até o0 momento ja foram descritas duas espécies desse género,
Neospora caninum, que foi isolado pela primeira vez do encéfalo de cdo em
1988 e 0 Neospora hughesi isolado em 1998 do cérebro e medula espinhal de
um equino.

O Neospora spp. possui um parasitismo heteréxeno sdo necessarios
hospedeiros definitivos e intermediarios para completar o ciclo. Com relacdo
aos hospedeiros definitivos do N. caninum tém-se descrito os cées (Canis
lupus familiaris), os coiotes (Canis latrans), os dingos (cao silvestre australiano
— Canis lupus dingo) e mais recentemente o lobo cinzento (Canis lupus).
Diversas espécies domeésticas ja foram relatadas como hospedeiros
intermediarios incluindo os bovinos, bubalinos, equinos, caprinos, ovinos,
suinos e felinos. Enquanto que os hospedeiros definitivos do N. hughesi ndo
sdo conhecidos, sendo o0s equinos até entdo o0s Unicos hospedeiros
intermediarios descritos.

O N. caninum tem sido mundialmente relacionado como causa de
abortamentos, perdas neonatais, reducdo na producdo de leite em bovinos.
Estima-se que a neosporose nos bovinos gere grandes prejuizos econémicos
na pecuaria, entretanto com relacéo a infecgdo causada pelo N. hughesi esses
dados ainda nao foram estimados. A neosporose nos equinos pode ser
causada por ambas as espécies do género e provoca sintomas semelhantes ao
descritos em bovinos. No entanto, devido ao quadro de alteracdes neuroldgicas

e a mieloencefalite causadas na neosporose equina, o N. hughesi vem sendo



descrito como um possivel causador da mieloencefalite protozoaria equina
(EPM).

Diversas patologias relatadas em equinos prejudicam demasiadamente
0 agronegocio do cavalo, o que desperta uma maior atencédo dos produtores a
respeito de um manejo que Ihes garantam uma sanidade melhor ao rebanho.
Esse mercado movimenta em torno de 7,3 bilhdes de reais ao ano e gera cerca
de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos no setor. O plantel equino
brasileiro estd entre um dos maiores mundialmente, com oito milhdes de
animais, dos quais a maior parte concentra-se na Regidao Sudeste, enquanto
gue a Regido Nordeste destaca-se pelo maior registro de asininos e muares
(MAPA, 2015).

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-Neospora spp., tem sido verificada
mundialmente percebendo uma distribuicdo cosmopolita desse parasito,
equinos soropositivos ja foram detectados em diversos paises, de forma que o
conhecimento dos fatores considerados como de risco para o desenvolvimento
da neosporose séo cruciais para a compreensao dessa distribuicdo do parasito.
Acredita-se que a idade, o clima da regido, a associa¢ado de espécies que estao
relacionadas com o ciclo biolégico do Neospora spp., o tipo de alimentacédo e
fonte hidrica s@o pontos criticos, uma vez que aumentam as chances de
contato dos hospedeiros com o parasito, e por conseguinte a infeccao.

Diante da importancia da equinocultura no Brasil e a fim de conhecer a
distribuicdo do Neospora spp. 0 objetivo desse estudo foi a identificacdo de
anticorpos IgG anti-Neospora spp. em equinos na regido do reconcavo da
Bahia associando a sua positividade aos fatores considerados como risco para

a doenca.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico do Neospora spp.

A primeira observacdo do Neospora caninum aconteceu em 1984,
qguando Bjerkas et al. (1984) estudavam uma ninhada de caes da raca boxer,
que apresentavam sintomas neurologicos. Os animais apresentavam lesdes
inflamatérias e necrose no SNC, juntamente com a paralisia dos membros
posteriores, quadro incomum aos observados em animais com toxoplasmose.
A sorologia pelo Teste de Sabin Feldman realizada para andlise de anticorpos
IgG anti-Toxoplasma gondii e a imuno-histoquimica para avaliacdo da
morfologia notaram que os resultados eram negativos para T. gondii.

O’Toole e Jeffrey (1987) relataram o caso de um bezerro recém-nascido
com alteracBes neuroldgicas e encefalomielite, o qual veio a 6bito no terceiro
dia de vida. Contudo, com resultados negativos para toxoplasmose pela imuno-
histoquimica e apresentacdo de diferencas estruturais aos cistos de T. gondii,
levaram os pesquisadores a inferir que se tratava de um novo protozoério. No
ano seguinte Dubey et al., (1988a) o nomearam como Neospora caninum. Com
a nova descoberta foi realizada uma reavaliacdo em tecidos de céaes
congelados, nos quais em 10 das 23 amostras testadas foram observados
cistos de N. caninum, determinando que o diagnostico anterior tivesse sido
equivocado (DUBEY et al., 1988a). Neste mesmo ano foi obtido o isolado
desse coccideo a partir do cultivo celular e do bioensaio em camundongos,
permitindo a padronizacdo do teste de reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para neosporose (DUBEY et al., 1988b).

A fim de melhorar o diagnéstico pesquisadores aprimoraram diversas
técnicas, incluindo testes moleculares (KAUFMANN et al.,1996; SPENCER et
al., 2000), testes imuno-histoquimicos (LINDSAY e DUBEY, 1989), ensaio de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) (BJORKMAN et al., 1994) e aglutinacéo
direta (DUBEY et al., 1999a).

No Brasil o primeiro relato de neosporose foi verificado a partir de um

inquérito sorologico realizado em 1996, em bovinos dos estados de S&do Paulo



e Mato Grosso do Sul. No estudo foi observada uma prevaléncia de 12,2%
(BRAUTIGAM et al. 1996). Em 1999 foi realizado o primeiro estudo de
soroprevaléncia no Estado da Bahia. Para este, foram utilizados soros de 447
vacas holandesas e mesticas provenientes de 14 propriedades leiteiras.
Utilizou-se a RIFI como técnica de diagnostico, considerando positivos 0s
animais que apresentavam titulo de anticorpos IgG anti-N. caninum de 1:200.
Os resultados obtidos com o estudo foi uma prevaléncia de 14,09%, um total
de 63 animais reagentes (GONDIM et al., 1999). Apenas no ano de 2000 houve
0 primeiro isolamento no pais, obtido de um céo da raca Collie com sete anos
de idade, que apresentava um quadro clinico de neuropatia, paresia dos
membros posteriores e incoordenacdo. Para isso foi utilizado o cérebro do cao,
inoculando-o em gerbis da Mongdlia (Meriones unguilatus), eutanasiados entre
trés ou quarto meses de idade apdés o procedimento. As amostras obtidas
foram usadas na inoculacdo de células renais de macacos que resultou na
cepa Nc-Bahia (GONDIM et. al., 2001).

Ao final da década de 80 foi possivel relacionar a neosporose como uma
das causas de abortamentos em bovinos (THILSTED e DUBEY, 1989).
Posteriormente foi descrita como uma das maiores causas de abortamento e
doencas neonatais em diversos paises (DUBEY, 2003a; BIELSA, 2004;
REICHEL et al., 2013).

Os estudos nos equinos foram iniciados nos Estados Unidos a partir do
primeiro relato de abortamento, em que foram identificados taquizoitos de N.
caninum no feto, o que provocou rumores da possibilidade de infeccéo
transplacentaria nos equinos (DUBEY e PORTERFIELD, 1990). Em 1998 na
Califérnia, EUA, Marsh et al. (1998), isolaram do encéfalo e medula espinhal de
um animal adulto, taquizoitos do género Neospora, entretanto as diferencas
moleculares encontradas permitiram demonstrar que se tratava de outra
espécie, a qual nomeou como Neospora hughesi. A partir disso diversos
estudos epidemioldgicos em equinos foram entdo realizados nos Estados
Unidos (DUBEY e PORTERFIELD, 1990; GRAY et al., 1996; LINDASY et al.,
1996; CHEADLE et al., 1999; DUBEY et al., 2001b) na Franca (PRONOST et
al., 1999; PITEL et al. 2003; CIARAMELLA et al., 2004), na Italia (BARTOVA et
al. 2015), Argentina (DUBEY et al., 1999a) e Coreia do Sul (GRUPTA et al.,
2002).



Nos equinos a neosporose apresenta um quadro neuroldgico, cursando
com uma mieloencefalite muito semelhante a que € observada na EPM.
Sarcocystis neurona é o principal agente responsavel por desenvolver a EPM,
considerada uma importante doenca neurolégica que afeta comumente equinos
na América do Norte, devido a presenca dos hospedeiros definitivos nessa
regido (DUBEY et al., 2001a). Entretanto estudos ja mostram que o N. hughesi
tem grande capacidade de desenvolver a mieloencefalite (FINNO et al 2007,

WOBESER et al. 2009; FINNO et al. 2010).

2.2 Neospora caninum

2.2.1 Etiologia

N. caninum € um protozoario intracelular obrigatério, pertencente ao
género Neospora, a sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al.,
2002; MULLER et al., 2002). Até o momento duas espécies foram descritas, 0
N. caninum que foi isolado do encéfalo de cdo (DUBEY et al., 1988b) e o N.
hughesi isolado de cérebro e medula espinhal de equino (MARSH et al., 1998).

Estruturalmente o parasito apresenta um complexo apical formado por
estruturas especializadas, organelas secretoras como as micronémas, as
roptrias e os granulos densos. Tais estruturas sdo de extrema importancia na
invasdo, multiplicacdo e manutencdo dos taquizoitos nas células do
hospedeiro, desempenhando um papel essencial no ciclo do parasito. As
micronémas sao bastante numerosas e localizam-se na porcdo anterior dos
taquizoitos. Os granulos densos encontram-se dispersos por todo citoplasma,
entretanto estdo mais concentrados na porcdo posterior. Ja as roptrias
encontradas em namero de 6 a 16 sdo homogeneamente eletrondensas, duas
a guatro vezes mais espessas do que o diametro das micronémas (DUBEY e
LINDSAY,1996; DUBEY et al., 2002).



A presenca desse complexo apical permite que N. caninum infecte uma
variedade de tecidos corporais, como pulmdes, musculos esqueléticos e
cardiaco, sistema nervoso central, membranas fetais, figado, tubulos renais,
sistema cutaneo entre outros (DUBEY, 1988a; DUBEY e DE LAHUNTA, 1993;
DUBEY et al.,, 2002). Apesar de possuir a capacidade de infectar diversos
tecidos, o parasito tem um tropismo em especial pelo sistema nervoso, sendo
considerada a principal localizacdo dos cistos. Consequentemente as
expressdes dos sinais clinicos variam de acordo com a porcdo afetada
(DUBEY et al., 2002). Essa disseminacdo geralmente acontece na fase aguda
da infeccdo, e dependera do estagio evolutivo do parasito (WOUDA et al.,
1997).

2.2.2 Ciclo biolégico

O ciclo de vida do N.caninum apresenta em trés estagios evolutivos, os
taquizoitos, bradizoitos e oocistos, 0os quais dependem principalmente da fase
da infeccéo e da resposta do hospedeiro (DUBEY et al., 2002).

Os taquizoitos, sdo formas infectantes, proliferam-se rapidamente, ao
invadir a célula do hospedeiro multiplicam-se intensamente dentro de vacuolos
parasitoforos ou dispersos no proéprio citoplasma (Figura 1). A multiplicacdo
ocorre de forma téo rapida por endodiogenia que promove a morte da célula do
hospedeiro (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

Os taquizoitos estéo ligados a fase aguda da infeccdo, apresentam uma
arquitetura ovoide, lunar ou globular, cujas dimensdes variam de 3 a 7 um de
comprimento por 1 a 5 ym de largura, conforme o estagio de divisdo,
geralmente os taquizoitos que ndo estdo em processo de divisdo tem um
tamanho de 7x 2 um (DUBEY et al., 1988a).



Figura 1 Taquizoitos de N. caninum cepa Nc-Bahia — Acervo pessoal

Os bradizoitos estdo relacionados com a fase cronica da doenca,
encontram-se no interior de cistos teciduais, multiplicando-se lentamente
(DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al., 2002). Esses possuem formato delgado
de 6 a 8 ym de comprimento por 1 a 1,8 um de largura, essas estruturas
possuem as mesmas organelas dos taquizoitos, entretanto com menor nimero
de roptrias e maior nimero de granulos (DUBEY e LINDSAY, 1996). Os
bradizoitos permanecem por longos periodos no interior dos cistos teciduais de
forma que ndo provocam nenhuma manifestacao clinica (BUXTON et al., 2002;
DUBEY et al., 2002). Os cistos podem medir até 107 ym e espessura de
parede de 1-4 pm (Figura 2). Tais estagios estdo presentes tanto em
hospedeiros definitivos como nos intermediarios, correspondendo a reproducao
assexuada (DUBEY et al., 2007).



Figura 2 Cisto tecidual de N. caninum (DUBEY et al., 2007).

Os oocistos resultantes da reproducdo sexuada do N. caninum sé&o
encontrados apenas em hospedeiros definitivos, os quais sdo eliminados
juntamente com as fezes (MCALLISTER et al.,, 1998; DUBEY et al., 2002;
DUBEY et al., 2007).

Medindo cerca de 10 a 11um de diametro, apresentam uma parede lisa,
com forma esférica ou sub-esférica. Quando sofrem o processo de esporulacao
apresentam dois esporocistos com quatro esporozoitos alongados medindo
cerca de 6,5 x 2,0 um, cada (Figura 3A e 3B) (DUBEY et al.,, 2002). Esse
processo dependera das condicbes ambientais favoraveis, como a temperatura
e umidade (MCALLISTER et al., 1998).

Figura 3 Oocistos de N. caninum. A — Oocisto ndo esporulado. B —
Oocisto esporulado. Sem coloracédo. 400 X. (ANDREOTTI et al., 2003).




2.2.2.1 Hospedeiros do N. caninum

O N. caninum possui um parasitismo que necessita de dois tipos de
hospedeiros para a conclusédo do ciclo. Dentre os hospedeiros definitivos
descritos estdo os cdes - Canis lupus familiaris (MCALLISTER et al., 1998;
LINDSAY et al., 1999), os coiotes - Canis latrans (GONDIM et al., 2004) os
dingos - Canis lupus dingo (KING et al., 2010), e mais recentemente descobriu-
se o lobo cinzento - Canis lupus (DUBEY et al., 2011a).

Com relacdo aos hospedeiros intermediarios ja foram identificados
anticorpos IgG anti-N. caninum em uma variedade de espécies como bovinos,
caprinos, ovinos, lagomorfos (ALMERIA et al., 2007), equinos, bubalinos,
camelideos (WOLF et al., 2005), varias espécies de cervos (TIEMANN et al.,
2005), antilope, bisdo (CABAJ et al., 2005), guaxinim, marsupiais (YAl et al.,
2003), raposa vermelha (JAKUBEK et al., 2001), raposa cinzenta (LINDSAY et
al., 2001), lobo (BJORKMAN et al., 2010), felinos selvagens (SOBRINO et al.,
2008), rinoceronte (SANGSTER et al., 2010), camundongos - Mus musculus e
ratos - Rattus norvegicus (JENKINS et al., 2007; FUEHRER et al., 2010),
capivara (TRUPPEL et al., 2010), javali (BARTOVA et al., 2006), mamiferos
marinhos (DUBEY et al., 2003b) (FURUTA et al., 2007) e aves como galinhas,
urubus e corvos (DARWICH et al., 2011).

2.2.2.2 Formas de transmissao

A principal via de transmissao do N. caninum € a oral, responsavel pela
transmissao horizontal do parasito (Figura 4). Os oocistos esporulados
presentes no ambiente proveniente das fezes dos hospedeiros definitivos
disseminando-se nos alimentos como silagem, feno, pasto, racdes, agua
(MCALLISTER, 1998; DIJKSTRA et al., 2001; DUBEY, 2003a; GONDIM et al.,
2004; DUBEY et al., 2006; KING et al., 2010). Assim ao serem ingeridos, no
trato gastrointestinal, os oocistos liberam o0s esporozoitos que se transformam

em taquizoitos iniciando a fase de adeséo e invasao das ceélulas, uma vez no
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interior dessas iniciam a expansao parasitaria por endodiogenia. A elevada
multiplicacdo no interior das células promove a ruptura permitindo que o0s
taquizoitos se espalhem pelos demais tecidos (DUBEY et al., 2007).

Os efeitos da infeccdo desencadeiam uma resposta do o sistema imune
do hospedeiro. O parasito para evadir transforma-se em bradizoitos reduzindo
a multiplicacéo celular e internalizando-se em cistos teciduais (LYONS et al.,
2002). Quando os hospedeiros definitivos alimentam-se de restos teciduais,
como placentas, tecidos de abortamentos contendo os cistos teciduais, podem
assim como os hospedeiros intermediarios se infectarem com o Neospora spp.
promovendo a manutencdo do ciclo biolégico (MCALLISTER et al., 1998;
LINDSAY et al., 1999).

A transmisséo transplacentaria ou vertical € considerada como a forma
crucial para a manutencdo do agente no rebanho (LOCATELLI-DITTRICH et
al., 2006; ANTONELLO et al., 2012). (Figura 4). Na infeccdo vertical o parasito
€ transmitido para o feto através da placenta, sustentando a infeccdo por
geracbes nos rebanhos bovinos sem a necessidade de um hospedeiro
definitivo (DUBEY et al., 2007). Esse tipo de transmissédo ja comprovado em
algumas espécies, como em cades (COLE et al., 1995), bovinos, ovinos,
caprinos, felinos, equinos (DAVIDSON et al., 1999; BUXTON et al., 2002). Em
equinos em 1990 foi sugerida a possibilidade da transmissao vertical a partir do
caso de um feto equino abortado com a presenca de taquizoitos de N. caninum
nos pulmdes, que foi comprovado por imuno-histoquimica (DUBEY e
PORTERFIELD, 1990). A transmissao transplacentaria foi verificada por
Lindsay et al., (1996), que constataram a presenca da infeccdo neonatal em um
potro que nasceu com alteracdes neuroldgicas e visuais. Ao realizar a imuno-
histoquimica observaram a presenca de cistos teciduais em diversos 6rgaos,
como hipotalamo, baco, linfonodos mesentéricos, coracdo, e ao redor da

musculatura ocular.
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Figura 4 Ciclo de vida do N. caninum (OSHIRO et al., 2013).
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2.3 Neospora hughesi

O Neospora hughesi descoberto em 1998, foi isolado na Califérnia de
um equino da raca Quarto de Milha de 11 anos, que apresentava sinais
compativeis com mieloencefalite protozoaria equina (EPM). Posteriormente
outras duas cepas de N. hughesi forma isoladas nos Estados Unidos, ambas
obtidas da medula espinhal de equinos adultos com EPM, no Alabama
(CHEADLE et al., 1999), e no Oregon (DUBEY et al., 2001b). As informacdes
existentes sobre o N. hughesi sdo muito escassas. Essa espécie tem sido
relatada como sendo um dos agentes responsaveis por causar EPM
(STELMANN e AMORIM, 2010).

Os equinos sdo os unicos hospedeiros intermediarios descritos até o
momento, entretanto o0s hospedeiros definitivos dessa espécie sédo
desconhecidos. O ciclo bioldgico do N. hughesi ainda ndo foi descrito, uma vez
que sO sdo conhecidos apenas 0s estagios de taquizoitos e bradizoitos
(DUBEY e SCHARES, 2011b).

Da mesma maneira que N. caninum o N. hughesi também pode
disseminar-se em grande variedade de tecidos nos hospedeiros. Estudos
realizados verificaram a presenca de taquizoitos em células musculares
cardiacas, macréfagos, eosinéfilos, neutréfilos e ocasionalmente em linfocitos
(DUBEY et al., 2001b). Os cistos teciduais tem predilecao pelo sistema nervoso
central (SNC) e ja foram observados em regides da retina e musculo ocular,
nervos periféricos, justificando os sinais clinicos dos animais acometidos por
essa espécie (WOBESER et al., 2009; FINNO et al., 2010).

2.3.1 Diferenga entre o N. caninum e o N. hughesi

Estruturalmente o N. hughesi apresentam estrutura apical complexa,
possuindo em torno de 13 a 27 roptrias, enquanto o N. caninum tem de 8 a 18
(DUBEY et al., 2002). Os taquizoitos tem um tamanho reduzido apresentando
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2,0 X 5,0 ym, enquanto que o de N. caninum possuem 2,0 X 6,0 ym. Quanto
aos cistos teciduais possuem paredes com espessuras diferentes, os de
N.caninum (1- 4 ym), e os de N. hughesi (0,15-1,0 ym) (MARSH et al., 1998;
DUBEY et al., 2001b).

Existe um elevado grau de similaridade antigénica entre as espéc ies do
género Neospora permitindo que ocorra grande possibilidade de reacdo
cruzada em testes sorolégicos mais comuns (MARSH et al 1998, WALSH et al.
2000, PACKHAM et al. 2002). A descoberta de proteinas granulares como a
GRAG6 e a GRA7, que sdo expelidas apos a infeccdo e ruptura das células
afetadas permitiu o desenvolvimento de anticorpos especificos para cada
espécie, 0 que representa um importante avanco na diferenciacdo das
espécies (WALSH et al. 2001).

Marsh et al. (1998) analisando as sequéncias das proteinas do espaco
interno do transcrito 1 (ITS1) do DNA ribossdmico perceberam uma diferenca
em sete pares de bases de nucleotideos, representando uma paridade de 98%
entre elas. No ano seguinte através de uma observacdo na expressao de
antigenos de superficie dos taquizoitos como o SAG1 e SRS2, observou-se
gue NCSAG1 expresso pelo N. caninum possuia 94% de similaridade na
sequéncia de aminoacidos com a NhSAG1 expressado pelo N. hughesi. Ao
passo que o NcSRS2 (N. caninum) apresentava 91% de igualdade na
sequéncia com o antigeno NhSRS2 (N. hughesi). Permitindo assim
diferenciacdo entre as espécies a partir das sequéncias de bases que
codificam as proteinas ITS1 e dos antigenos imunodominates SAG1 e SRS2
(MARSH et al.,1999).

2.3.2 Vias de transmissao do N. hughesi

A transmissdo horizontal do N. hughesi ainda é desconhecida, o0s
equinos sao 0s Unicos hospedeiros intermediarios conhecidos, no entanto a
forma como adquirem a infeccdo ndo é conhecida (DUBEY et al., 2007).

Entretanto a infeccao vertical foi sugerida em 1990, quando se relatou um caso
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de aborto em uma égua da raca quarto milha de 8 anos de idade que 2 meses
antes da gestagao vir a termo. Confirmando a presenga de taquizoitos em
macrofagos e em células alveolares através de exame histopatolégico (DUBEY
e PORTERFIELD, 1990). Por muitos anos apenas suposi¢cdes foram relatadas,
mas a confirmacdo da possibilidade de infeccdo congénita de N. hughesi
ocorreu recentemente, através de um estudo no qual os autores avaliaram a
infeccdo transplacentaria em um grupo de éguas, durante dois anos. Durante o
periodo, 58 éguas e 74 potros nascidos dessas éguas foram testados. Desses
filhotes apenas trés apresentaram sorologia positiva através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), com titulos de anticorpos pré-colostrais que
variavam de 2560 a 20480. Dentre eles dois eram descendentes da mesma
€égua que deu origem a uma potranca diagnosticada com neosporose neuronal
(PUSTERLA et al., 2011).

2.4 Sinais clinicos do Neospora spp.

Os efeitos da infeccao pelo Neospora spp. nos equinos ndo estao bem
esclarecidos (TOSCAN et al., 2010). A doenca clinica esta relacionada com a
multiplicacdo dos taquizoitos no SNC, justificando os sinais clinicos
apresentados por esses animais (DUBEY, 2003a). O quadro clinico pode
cursar com abortamentos, doenca neonatal, doencas neuroldgicas do sistema
nervoso central e doencas viscerais (GRAY et al., 1996; LINDSAY, 2001;
FINNO et al., 2010).

Comumente a infeccdo causada pelo N. caninum em equinos é muito
relacionada com abortamentos, doencas neonatais, distarbios reprodutivos
(LINDSAY, 2001; LOCATTELLI-DITTRICH et al., 2006a). O quadro de
abortamento em equinos é mais raro quando comparado com o dos bovinos.
Estudos apontam que provavelmente isso se deve fato das caracteristicas
placentarias das vacas que permite uma maior eficiéncia do parasito (PITEL et
al., 2003). Em contrapartida a doenga causada por N. hughesi na maioria das
vezes cursa com alteracdes neuroldgicas (HAMIR et al. 1998). Observa-se uma
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mieloencefalite, caracteristica da EPM, uma enfermidade bem descrita e
causada pelo Sarcocystis neurona (FINNO et al.,, 2007; WOBESER et al.,
2009).

A identificacdo de sintomatologia semelhante a EPM em animais foi
verificada por Finno et. al., (2007) na Universidade da Califérnia em Davis nos
EUA, que a descreveram em trés equinos. O primeiro deles era um macho
castrado de 24 anos, Appaloosa, com historico de incoordenacdo do membro
pélvico. Apds uma avaliacdo neurolégica notou-se uma hipermetria
caracterizada por uma ataxia de grau 2 de 5 nos membros toracico e pélvico
esquerdo, e uma ataxia de grau 3 de 5 nos membros torécico e pélvico direito.
O soro do animal foi testado pela RIFI para a identificacdo de anticorpos IgG
anti- N. hughesi e o resultado encontrado foi positivo com titulo de 1:2560. Os
outros dois foi um equino de 16 anos, Quarto de milha, com histérico de
alteragcbes na marcha e perda de peso progressiva, com sorologia positiva
através da RIFI com titulo de 1:1280, e por fim uma potra de quatro meses de
idade com um quadro de agudo de ataxia, incoordenacdo, alteracdes na
marcha e titulo de 1:1280 na mesma técnica a qual foram submetidos os outro
animais.

Em 2009 Wobeser et.al., relatou o caso de um equino macho de 10 anos
de idade, da raca Arabe, eutanasiado e submetido ao servi¢co de necropsia em
Saskatoon, Saskatchewan. O cavalo estava cambaleante com grande
debilidade e tinha perda de peso progressiva. Na necropsia observaram
alteracdes em diversos 6rgaos, e no histopatologico areas focais de malacia e
com a presenca de multiplos taquizoitos, dessa forma foi realizado a técnica de
imuno-histoquimica, no qual a coloracdo foi positiva para Neospora spp. e
negativo para S. neurona.

Em 2010, na Universidade da Califérnia em Davis nos EUA, uma mula
de 23 anos foi atendida na instituicdo e apresentava um histérico de
anormalidade ocular e apresentacdo de alteracdes neuroldgicas. Essas eram
caracterizadas por paralisia do nervo facial direito, extensa area de atrofia
muscular simétrica na regido dos gluteos e ataxia assimétrica dos membros
pélvicos. Ao exame clinico descobriu-se que a lesdo neuroldgica apresentava
um envolvimento multifocal do tronco encefalico. A RIFI foi realizada em

amostras séricas e liquor para identificacdo de anticorpos IgG anti- N. hughesi,
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encontrando resultado positivo. Este foi o primeiro caso de EPM por N. hughesi
associado ao estrabismo e defeitos oculo-motores e em equideos (FINNO et
al., 2010).

2.5 Diagnéstico do Neospora spp.

A neosporose, assim como outras doencas infecciosas apresenta
sintomatologia inespecifica, com sinais clinicos comuns, fato esse que dificulta
bastante o diagndstico clinico da enfermidade (PACKHAM, et al, 2002).

Diversos métodos diagnosticos foram padronizados desde a descoberta
da neosporose, a fim de permitir a possibilidade da deteccdo desse agente.
Dentre eles tém-se o0s testes parasitolégicos caracterizados como sendo
meétodo diagndstico direto e os soroldgicos que sdo métodos indiretos (DUBEY
et al., 2007).

A confirmacgdo laboratorial da neosporose é realizada através do
emprego de testes parasitologicos (PETERS et al., 2001). Dentre 0os meios
empregados tém-se a imuno-histoquimica, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), a observacao dos cistos nos tecidos, o exame de fezes dos caes e o
isolamento in vivo ou in vitro (PETERS et al., 2001; HEMPHILL et al., 2000).

A técnica de imuno-histoquimica utiliza anticorpos especificos anti-
Neospora spp. em fragmentos teciduais que seréo testados, além de anticorpo
secundario conjugado a uma enzima, de forma que quando adiciona o
substrato especifico ha formacdo de uma coloracdo identificando a reacéo
antigeno-anticorpo (VAN MAANEN et al., 2004).

A (PCR) é uma técnica que permite a amplificacdo de pequenas porcdes
do DNA, mesmo naqueles tecidos em estado de autélise (JENKINS et al.,
2002). A realizagdo da imuno-histoquimica ou da PCR sdo importantes para
um diagndstico confirmatorio, visto que outros agentes provocam lesdes
teciduais muito semelhantes, de forma que o histopatologico ndo € um método
suficiente para identificar o agente (JENKINS et al.,, 2002). Em um estudo

comparativo entre as técnicas de PCR e a imuno-histoquimica, observou-se
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que a PCR possuiu uma maior sensibilidade e especificidade na deteccao de
N. caninum em tecidos fetais bovinos (VAN MAANEN et al., 2004).

O exame histopatolégico busca as lesdes que o protozoario causou nas
células infectadas e também a presenca de estagios morfologicos do parasito
como 0s taquizoitos, cistos teciduais contendo bradizoitos. Observa-se lesbes
em regides do sistema nervoso central, como encefalite focal, com necrose,
inflamacédo ndo supurativa, podendo encontrar também miocardite, miosite
focal, hepatite portal ndo supurativa (BARR et al.,, 1991; ANDERSON et al.,
2000).

O isolamento do Neospora sp. € uma procedimento bastante utilizado
em pesquisas, entretanto devido ao seu custo elevado torna o uso limitado. A
técnica baseia-se na inoculacdo de oocistos ou tecidos contendo taquizoitos,
por via parenteral ou oral, em animais susceptiveis como gerbis (Meriones
unguiculatus) (DUBEY et al., 1998).

Os testes soroldgicos sdo realizados para assinalar a presenca de
anticorpos anti-Neospora spp.. A identificagdo de imunoglobulinas no soro dos
animais ndo determinam presenca de infeccdo ativa e sim a exposicao prévia
ao agente (VARDELEON et al., 2001). Entretanto, na maioria dos estudos de
soroprevaléncia realizados utilizam-se como antigeno taquizoitos de N.
caninum, os métodos soroldgicos convencionais ndo diferenciam as espécies
de Neospora, devido ao compartilhamento antigénico entre ambas as espécies,
existe grande possibilidade de reacdo cruzada (LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2006a).

A RIFI foi o primeiro método sorolégico padronizado para o diagnostico
de Neospora caninum e é considerado como referéncia na pesquisa de
anticorpos (HEMPHILL et al., 2000). O teste ELISA baseia-se na ligacéo
antigeno-anticorpo identificada através de uma reacdo imunoenzimética, a qual
gera a formacdo de uma coloracdo que é quantificada no espectrofotbmetro
(BJORKMAN e UGGLA, 1999).

O teste de soroaglutinagdo modificada (MAT) para N. caninum foi
desenvolvida a partir do teste de aglutinacéo direta para toxoplasmose por
Packham et al., (1998), demonstrando ser um teste pratico de execucéo rapida,

de facil utilizagdo e com sensibilidade elevada.
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O Western blot (WB) geralmente é utilizado como teste confirmatorio
para Neospora spp. devido a sua alta especificidade. Esse teste investiga
reacdes antigeno-anticorpo direcionadas as proteinas especificas. No estudo
comparativo realizado por Duarte et al., (2003) no qual foi utilizado amostras de
soro equino para diagnostico da EPM, foram avaliadas por trés técnicas, a RIFI,
Western Blot modificado (mMWB) e WB. Observaram uma sensibilidade de 88,9%
nos trés métodos, entretanto, as especificidades diferiram; onde a RIFI apresentou
uma especificidade de 100%, enquanto que o WB apresentou 87,2% e o mWB
69,2%. Demostrando que a RIFI é o teste mais adequado para diagnostico da
MPE em equinos (DUARTE et al., 2003).

2.6 Epidemiologia do Neospora spp.

O Neospora sp. tem uma distribuicdo geografica ampla, uma vez que
cavalos soropositivos foram notificados nas Américas, Europa e na Asia
(CHEADLE et al, 1999; DUBEY, et al, 1999a,b; GRUPTA et al., 2002; DUBEY
et al., 2003c).

Um estudo realizado no Alabama, nos Estados Unidos, com 536
animais, testados pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), 11,5%
foram considerados soropositivos, de forma que as amostras reagentes foram
tituladas até a maxima reatividade, encontrando no titulo de 1:50 (35/6.5%),
1:100 (19/3.5%), 1:200 (7/1.3%) e 1:1600 (1/0.2%) (CHEADLE et al., 1999).

Na Franca em 2003, foi realizado um inquérito sorolégico através da
técnica de soroaglutinagdo em que foi utilizado um grupo de éguas com
histérico de abortamento. A soropositividade foi de 50% no titulo de 1:40
(27/54), 11.1% (6/54) em 1:80; 7.4% (4/54) em 1:100; 5.6% (4/54) em 1:200;
3.8% (2/54) na diluicdo 1:400 e por fim 1.9% (1/54) em 1:800 (PITEL et. al.,
2003). Na Italia em 2004, analisaram 150 equinos assintomaticos para
Neospora sp. pela RIFI, os titulos variaram de 1:50 a 1:800. Sendo encontrado
no titulo de 1:50 10,5% (16/150), enquanto que no titulo de 1:100 17%
(26/150), 5.3% (8/150) na diluicdo de 1:200 e 0.6% (1/150) em 1:800
(CIARAMELLA et al. 2004).



19

Em um estudo realizado no estado de Durango no México, Yeargan et
al. (2013) com o objetivo de avaliar a exposicdo de equinos ao N. hughesi.
Para isso, produziram uma proteina recombinante de N. hughesi (rNhSAG1), a
qual foi utilizada no desenvolvimento de um teste de ELISA. Anticorpos IgG
anti- N. hughesi foram detectados em apenas 3% (15/495) dos animais do
estudo

Recentemente na lItalia foi realizada uma pesquisa de anticorpos IgG anti-
Neospora sp. em 643 cavalos aparentemente saudaveis de 60 fazendas e 51
municipios no sul da Italia. Empregando-se a RIFI como método diagndstico,
no ponto de corte de 1:50, retestando os animais também através do ELISA.
Dessa forma foi encontrada uma percentagem de 2,3% (15/643), considerados
positivos pela RIFI. Enquanto que pelo o ELISA o numero de animais
reagentes foi de 10,9% (70/643) (BARTOVA et al., 2015)

Em um estudo pioneiro realizado na Jordania foram coletas amostras
sanguineas de 227 animais no periodo da primavera de seis regifes climaticas
diferentes, encontraram uma soroprevaléncia de 3% (7/227) pelo ELISA. O
estudo mostrou que o uso de medicacdo anti-helmintica pelo menos uma vez
ao ano pode ter reduzido a soropositividade (TALAFHA et al., 2015)

Os inquéritos sorolégicos no Brasil sdo escassos verificando-se uma
prevaléncia bastante variada entre 2,5 a 47% (DUBEY et al., 1999b; HOANE et
al., 2006; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006b; VILLALOBOS et al., 2006). Em
um estudo realizado no estado do Parani com 36 éguas e seus potros em dois
periodos de coletas, utilizando a RIFI como técnica diagndstica na diluicdo de
1:50, os autores encontraram uma soroprevaléncia de 47%. J& no ponto de
corte de 1:100 a positividade caiu para 13,8% no ano de 2003. Enquanto que a
nova coleta em 2004 dos mesmos animais a prevaléncia encontrada no ponto
de 1:50 foi igual a 30% (11/36) e na diluicdo de 1:100 foi de 16.6% (6/36). Com
relacdo aos potros nascidos dessas éguas foram testados antes da ingestao do
colostro, verificou-se que 22% desses animais haviam sido expostos ao
Neospora sp. ainda na vida intrauterina (LOCATELLI-DITTRICH et al. 2006b).
Neste mesmo ano Hoane et al, (2006) realizaram um estudo
soroepidemiolégico em equinos de algumas regifes do Brasil (Bahia, Goias,

Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Santa Catarina e
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S&o Paulo) testados pelo ELISA no qual constataram uma prevaléncia de 2,5%
(24/961).

No Estado de S&o Paulo Stelmann et al., (2011) utilizando 26 equinos
com histérico de ataxia, verificaram através da RIFI uma soropositividade de
57,6% (15/26) no titulo de 1:50 para N. caninum. Ja no Rio Grande do Sul 203
potros neonatos foram testados antes de ingerirem o colostro, através da RIFI.
Os autores utilizaram uma diluicdo de 1:16 e 1:50. O estudo detectou que
25,1% das amostras (51/203) eram positivas na diluicdo de 1:16 e 9,9%
(20/203) na diluicdo de 1:50. As amostras foram tituladas encontrando 4,4%
(09/203) reagindo até 1:100, 2,9% (06/203) 1:200 e 1,4% (03/203) na diluicao
de 1:400 (ANTONELLO et al., 2012).

No Sul do Brasil, Quevedo et al. (2015) realizaram um estudo para
verificagdo da transmisséo vertical, para o desenvolvimento deste trabalho
utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI) em soros de 78 éguas
e seus potros. A diluicdo inicial dos soros das éguas foi de 1:50 e a dos potros
1:16. Tal pesquisa demonstrou que 64% (50/78) éguas e 41% (32/78) potros
foram positivos. Sendo que das 50 éguas que apresentaram anticorpos 1gG
anti-Neospora sp. 24 delas geraram potros positivos, em contrapartida dentre

as 28 éguas que nao reagiram, oito deram a luz a potros positivos.

2.7 Fatores derisco do Neospora spp.

Os fatores de risco sdo considerados como chave para a compreensao
da distribuicdo e desenvolvimento da neosporose nos animais (DUBEY et al.,
2007; MOURA et al., 2013; ABREU et al., 2014; VILLALOBOS et al., 2012).
Alguns fatores foram analisados dentre eles, o clima da regido; a idade dos
animais; a fonte hidrica disponivel; o tipo de alimentagédo; o manejo empregado
na propriedade; o pastejo consorciados com outras espécies de risco; 0 acesso
de animais silvestres nas propriedades de criacdo; assim como outras espécies
domésticas como cdes e gatos e seus habitos alimentares (ABREU et al.,
2014).
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A idade pode estar intimamente relacionada com a susceptibilidade do
hospedeiro ao parasito. Observa-se que animais mais velhos sdo mais
susceptiveis a adquirir infeccdo que os mais jovens. Uma vez que quanto mais
tempo um animal permaneca em uma regido endémica maiores chances teréao
de contrair a doenca (BARTLES et al., 2006). O risco de infeccdo aumenta
quando diferentes espécies compartiham o mesmo ambiente, no mesmo
sistema de manejo, principalmente se as espécies consorciadas participarem
do ciclo biolégico do parasito (WOUDA et al., 1999). Outro fator € o clima da
regido que pode interferir positivamente ou negativamente, uma vez que a
esporulagéo, que € um fenbmeno de grande importancia no ciclo do parasito,
somente acontece em condicfes de umidade e temperatura ideais. Ambientes
mais umidos ou determinadas épocas do ano, que favorecam essas condicoes,
possibilitam maior desenvolvimento do parasito (DUBEY et al., 2007; MOURA
et al., 2013).

A fonte alimentar e hidrica sdo pontos criticos na perpetuacdo da
infecgdo (DUBEY et al., 2007). O local de armazenamento e a forma como a
alimentacao é fornecida para os animais podem facilitar o acesso de espécies
domésticas, principalmente dos cdes, possibilitando a contaminagdo com
oocistos do parasito, ainda que a presenca desse ndo impligue na eliminacéo
dos oocistos (ABREU et al., 2014). Além desses, os felinos domésticos através
do habito de rolar-se na terra, onde por muitas vezes as fezes dos canideos
sdo depositadas, depois se deitam no feno ou mesmo no pasto transportando
0S oocistos presos no pelo para o alimento (FRENKEL e PARKER, 1996).

Medidas profilaticas devem ser adotadas, pois ndo existem métodos
efetivos de tratamento para a enfermidade. Dessa forma deve-se levar em
consideracao o bloqueio das vias de transmisséo seja ela horizontal ou vertical
(ATKINSON et. al., 2000). Os tecidos placentarios de abortamentos devem ser
eliminados para impedir provavel disseminacdo do protozoario para os caes e
animais silvestres. Descarte gradativo de animais soropositivos, evitando a sua
utilizagcéo na reproducgéo, reduzir o contato das fezes de cées com alimentos e
agua, devendo dessa forma promover protecdo dos locais de armazenamento.
(ANDREOTTI et. al., 2003).
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CAPITULO 1 - Prevaléncia de anticorpos IgG anti Neospora sp. em
equinos no reconcavo da Bahia

Artigo a ser submetido ao Periddico Veterinary Parasitology, Qualis Al na Area

Zootecnia/Recursos Pesqueiros

RESUMO: A neosporose € uma parasitose descrita pela primeira vez em
meados da década de 80, € causada por um protozoario intracelular
obrigatério. O Neospora sp. € um importante agente relatado como responsavel
por causar abortamentos, especialmente, em bovinos, estimando-se grandes
prejuizos econdmicos na pecudria. Duas espécies ja foram descritas nesse
género, o N. caninum que afeta uma ampla variedade de mamiferos e o N.
hughesi isolado apenas de equinos O conhecimento dos fatores considerados
como de risco para o desenvolvimento da neosporose Sao cruciais para a
compreensao da distribuicdo desse parasito. Uma vez que a prevaléncia de
anticorpos IgG anti-Neospora spp. tem sido verificada mundialmente, de forma
que equinos soropositivos ja foram detectados em todos os continentes. O
objetivo desse trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-
Neospora spp. e relacionar os fatores de risco associados com a doenca no
Reconcavo da Bahia. Foram utilizadas amostras séricas de 234 equinos
higidos e sem historico de alteracdes reprodutivas e neurolégicas que foram
submetidas a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), os titulos variaram
de 1:50 até 1:800. No ponto de corte de 1:50, foram detectados anticorpos 1gG
anti-Neospora sp. em 106 animais representando uma soropositividade de
45,30%. As amostras foram testadas em diluicbes dobradas até ndo mais
apresentar reacdo. Verificou-se uma soropositividade no titulo de 1:100 de
38,03% (89/234); 21,79% (51/234) na titulacdo de 1:200; 4,70% (11/234) em
1:400 e apenas 0,42% (1/234) apresentou titulo de 1:800. N&o foi verificada
correlacdo positiva entre as variaveis estudadas e a soropositividade.
Entretanto o estudo demonstrou que probabilidade de ocorréncia da
neosporose é mais significativa em animais abaixo de cinco anos de idade
assim também em animais sem raca definida. Contudo, de acordo como os
resultados encontrados nesse estudo verificou-se uma elevada prevaléncia de
anticorpos IgG anti-Neospora spp. na regido do reconcavo da Bahia.

Palavras-chave: Neospora caninum, Neospora hughesi, sorodiagnéstico,

Reacao de imunofluorescéncia indireta, fatores de risco.

ABSTRACT: Neosporosis is a parasitic disease first described in the mid-80,
which is caused by an obligate intracellular protozoan parasite. Neospora sp. is
an important agent reported as responsible for abortions, especially in cattle,
causing great economic losses in livestock. Two species have been described
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in this genus, N. caninum that affects a wide variety of mammals and N.
hughesi isolated only in horses. Knowing the risk factors for the development of
neosporosis are crucial to the study of this disease. The prevalence of anti-
Neospora spp IgG antibodies was verified worldwide, indicating that
seropositive horses have been found on all continents. The objective of this
study was to determine the prevalence of antibodies IgG anti-Neospora spp.
and list the risk factors associated with the disease in the Recdncavo da Bahia.
Serum samples from 234 healthy horses withought history of reproductive and
neurological changes were submitted to indirect immunofluorescence test
(IFAT), where titles ranged from 1:50 to 1: 800. In the cutoff 1:50 antibodies IgG
anti-Neospora spp were detected in 106 (45,30%) animals. Serum samples
were tested in folded dilutions up to no more reaction. There was a
seropositivity of 38.03% (89/234) in titer of 1: 100; 21.79% (51/234) in the titer
of 1: 200; 4.70% (11/234) in 1: 400 and 0.42% (1/234) in the 1: 800. There was
no positive correlation between the study variables and seropositivity. However
there was a probability of occurrence of neosporosis in animals younger than
five years old as well as those cross breed. However, according to the results
found in this study there was a high prevalence of antibodies IgG anti-Neospora
spp. in the Recdncavo da Babhia.

KEYWORDS:; indirect immunofluorescence reaction; Neospora caninum;
Neospora hughesi; risk factors; serodiagnosis
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INTRODUCAO

A neosporose € uma enfermidade reconhecida mundialmente por causar
distarbios reprodutivos e doenca neonatal especialmente em bovinos. Essa
doenca é causada pelo Neospora spp. um protozoario intracelular obrigatorio,
que pertence ao filo apicomplexa, da familia Sarcocystidae, caracterizado pela
capacidade de formacéao de cistos nos tecidos dos seus hospedeiros (Dubey et
al., 1988). Até o momento ja foram descritas duas espécies desse género, o N.
caninum, que foi isolado do encéfalo de cdo (Dubey et al., 1988) e N. hughesi
isolado de cérebro e medula espinhal de um equino (Marsh et al., 1998).

O N. caninum apresenta 0s canideos como hospedeiros definitivos
(Mcallister et al., 1998; Lindsay et al., 1999; Gondim et. al., 2004; King et. al.,
2010). No entanto como hospedeiros intermediarios uma variedade de
espécies ja foram descritas, inclusive os equinos (Dubey et al. 2002). J& com
relacdo ao N. hughesi hospedeiros definitivos ndo sdo conhecidos, sendo 0s
equinos 0s Unicos hospedeiros intermediarios conhecidos (Dubey et al., 2001).
Nos equinos a sintomatologia clinica pode variar, uma vez que a infeccao
causada pelo N. caninum apresenta um quadro de alteragbes reprodutivas e
neurolégicas semelhantes ao descrito em bovinos (Gray et al., 1996; Lindsay et
al., 2001). Entretanto, quando se trata da infec¢cdo causada pelo N. hughesi
observa-se um quadro neurolégico de mieloencefalite caracteristica da
mieloencefalite protozoaria equina - EPM (Daft et. al., 1996; Marsh et al., 1996;
Walsh et al., 2000).

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-Neospora spp., tem sido verificada
mundialmente, equinos soropositivos ja foram detectados em diversos paises
(Bartova et al., 2015; Cheadle et al., 1999; Ciaramella et al. 2004; Finno et al.,
2010; Grupta et al, 2002; Pitel et. al., 2003), de forma que o conhecimento dos
fatores considerados como de risco para o desenvolvimento da neosporose
sao cruciais para a compreensdo da distribuicdo desse parasito. Acredita-se
que a idade, o clima da regido, a associacdo de espécies que estédo
relacionadas com o ciclo biolégico do Neospora spp., o tipo de alimentacao e
fonte hidrica sdo pontos criticos, uma vez que aumentam as chances de

contato dos hospedeiros com o parasito, e por conseguinte a infeccao.
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Dessa forma este estudo objetivou determinar a prevaléncia de
anticorpos 1gG anti-Neospora sp. e relacionar os fatores de risco com a

soropositividade nos equinos do Recéncavo da Bahia.

MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O territorio de identidade Recdncavo localiza-se em torno da Baia de
Todos os Santos, estado da Bahia (Figura 1). A sua posicdo geografica situa-
se entre os meridianos 37 © a 39° a Oeste de Greenwich e ao Sul do Equador
no limite paralelos de 12° e 13°. Esse territorio de identidade é integrado por 20
municipios, com uma area total de 10.400 mil km? e possui uma populacédo de
576.672 habitantes (IBGE, 2010b). Apresenta um clima tropical quente e umido
com temperaturas em torno de 25°C, entretanto existe variagdo entre o0s
municipios. As chuvas sao mais frequentes nos periodos de outono e inverno,
registrando uma pluviosidade média de 2 mil milimetros anuais (SEI - BA,
2010).

2.2 Amostras

As amostras de sangue foram colhidas de equinos com idades variadas,
de forma aleatéria, sendo identificado o sexo, idade, local de origem,
alimentacao, tipo de oferta de agua, presenca de bovinos, caprinos, ovinos,
aves. Neste estudo o numero de animais foi determinado pela quantidade de
animais presente no reconcavo da Bahia, através do célculo amostral de
populacao infinita. Utilizando uma quantidade de 10.831 equinos, IBGE (2010),
uma frequéncia estimada de 2,5% e intervalo de confianca de 99%. Assim a

amostra foi calculada usando a seguinte formula:
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~ N.Z%.p.(1-p)
— ZZpiil—p) 2N 1)

n

Onde:

n - amostra calculada

N - populacéo

Z - variavel normal padronizada associada ao nivel de confian¢a
p - verdadeira probabilidade do evento

e - erro amostral

As amostras de sangue de 234 animais foram colhidos por puncdo da
veia jugular, em 14 municipios e de 52 propriedades do Recdncavo da Bahia.
Neste estudo foram testados equinos higidos e sem histérico de alteracdes
neurologicas e reprodutivas do territorio de identidade Recéncavo, localizado
na Bahia. Em cada propriedade foi aplicado um questionario com objetivo de
realizar um inquérito epidemioldgico. As amostras foram acondicionadas em
tubos tipo vacutainer sem anticoagulante, refrigeradas e levadas ao laboratério
onde foram centrifugadas a 675 x G por 10 minutos. O soro foi armazenado em

eppendorfs a -20°C até a sua utilizacao.
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Cabaceiras do
Paraguag

Figura 1: Mapa do territorio de identidade reconcavo (SEI- BA, 2010)

2.3 Preparo do Antigeno

Taquizoitos da cepa NC-Bahia (Gondim et al., 2001) foram cultivados em
monocamada de células Vero mantido em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino e solucdo de antibidtico e antimicotico (10.000
unidades de penicilina, 10 mg estreptomicina e 25ug Anfotericina B por mL -
Sigma — Aldrich Brasil Ltda) na concentracdo de 5ml/L. A cultura foi mantida
em estufa a 37°C com atmosfera umida com 5% de CO, e o meio de cultura
trocado a cada 48h. Os taquizoitos foram purificados quando a monocamada
de células apresentava um efeito citopatico de aproximadamente 90%. O
conteudo do flask foi filtrado usando-se um filtro de seringa de 5,0 ym (Millex

Gv, Brasil), o filtrado centrifugado e os taquizoitos contados no hemocitémetro.
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2.4 Reacdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os taquizoitos purificados foram diluidos em PBS para uma
concentracéo final de 500 a 1000 taquizoitos/pL e utilizados para preparar as
laminas de RIFI, as quais foram estocadas a -20°C até o momento da sua
utilizacdo. As amostras séricas foram testadas inicialmente numa diluicdo de
1:50. As amostras foram adicionadas as laminas (10uL por pogo) e incubadas
em camara umida a 37°C por 30 minutos. Essas foram lavadas cinco vezes em
PBS por 5 minutos, e em seguida, foram adicionados 10uL de conjugado anti-
IgG equino marcado com fluoresceina (Sigma — Aldrich Brasil Ltda), diluido em
PBS (1:200) e azul de Evans numa concentracéo final de 0,005%. As laminas
foram novamente incubadas por 30 minutos e lavadas cinco vezes em PBS.
Apds a secagem, realizou-se montagem com glicerina tamponada a 90% e
lidas em microscopio de epifluorescéncia (OLYMPUS, CKX41). As amostras
positivas foram tituladas em diluicbes dobradas até ndao mais apresentarem

reacao.

2.5 Teste de hemoaglutinacéo indireta (HAI) para Toxoplasma gondii

A Sororreatividade para T. gondii foi analisada nas 234 amostras
utilizando-se kit comercial (WAMA Diagndstica). O teste foi realizado seguindo
orientagfes do fabricante. Brevemente, os soros foram diluidos em um ponto
de corte de 1:16 e distribuidos em placas de micro titulagdo em poliestireno
com fundo em “V”. As amostras foram testadas até ndao mais apresentarem

reacao.
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2.6 Anélise estatistica

A associacdo entre as variaveis explicativas (sexo, idade, alimentacéo,
tipo de fonte de agua) e a ocorréncia da soropositividade foi realizada por uma
Andlise de Correspondéncias Multiplas, conforme detalhado por Lebart et al.
(2004), considerando as correlacdes das variaveis apos a transformacdo. O
estudo da frequéncia de ocorréncia dos parasitos em funcdo do sexo dos
animais e das faixas etérias foi feito utilizando Modelos Lineares Generalizados
- GLM, considerando uma distribuicdo binomial e funcdo de ligacdo do tipo
"logit”, sendo a resposta estimada como a probabilidade de ocorréncia da

doenca.

2.7 Declaracdo do Comité de ética

Todos os protocolos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia,
protocolo: 23007023226/2015-17.

RESULTADOS

Anticorpos IgG anti-Neospora sp. foram detectados em 106 animais
(106/234) representando uma soropositividade de 45,30%. Os titulos variaram
de 1:50 a 1:800, sendo verificado que 38,03% (89/234) dos animais reagiram
no titulo de 1:100; 21,79% (51/234) no titulo de 1:200; 4,70% (11/234) em
1:400 e 0,42% apresentou titulo de 1:800 (1/234) ( Tabela 1).
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Tabela 1: Titulos de anticorpos IgG anti-Neospora sp. em amostras séricas de
equinos pela Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Titulagdo 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800
Prevaléncia 45,30% 38,03% 21,79% 4,70% 0,42%
(106/234) (89/234)  (51/234) (11/234) (1/234)

Dos animais considerados sororreagentes 34,90% (37/106) eram
fémeas e 65,09% (69/106) eram machos. Esses animais foram agrupados pela
idade como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Prevaléncia de anticorpos IgG anti-Neospora spp. em amostras
séricas de equinos por sexo/idade provenientes do Recdncavo da Bahia.

Sexo Idades dos animais
0-5anos 6 — 7 anos 8 — 12 anos 13 - Acima
Fémeas 27,02% 20,79% 32,43% 10,81%
reagentes (20/37) (22/37) (22/37) (4/37)
Machos 26,08% 20,28% 31,88% 21,73%
reagentes (18/69) (14/69) (22/69) (15/69)

Os animais soropositivos foram agrupados de acordo com 0s municipios

de origem no Recdncavo da Bahia (Tabela 3).
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Tabela 3: Prevaléncia de anticorpos IgG anti-Neospora sp. em amostras
séricas de equinos por municipio de coleta no Reconcavo da Bahia

Cidades Total de animais Positivos Prevaléncia (%)
Cabaceiras do Paraguacu 40 15 38
Cachoeira 23 12 52
Castro Alves 14 08 57
Conceigdo do Almeida 08 03 38
Cruz das Almas 30 11 37
Dom Macedo Costa 21 08 38
Governador Mangabeira 20 13 65
Maragogipe 01 01 100
Muritiba 21 08 38
Santo Antbnio de Jesus 16 08 50
Séo Felipe 04 02 50
Sao Félix 05 03 60
Sapeacu 27 11 41
Varzedo 04 03 75

De acordo com a andlise estatistica realizada na populagdo de estudo
nao foi encontrada correlacdo entre a variavel resposta e as variaveis
explicativas (sexo, idade, alimentacdo, fonte de agua). A analise de
probabilidade de ocorréncia da doenca relacionada com os fatores de
plausibilidade biol6gica associados a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora

spp. esta descrito na tabela 4.
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Tabela 4: Fatores com plausibilidade biolégica associados a prevaléncia de
anticorpos IgG anti-Neospora spp. em amostras séricas de equinos do
Recbncavo da Bahia

S Equideos Probabilidade de
Variaveis — A
Positivos ocorréncia Valor de p
N % (IC 95%)
Sexo
Macho 69 65,09 51,0
Fémea 37 34,90 61,0
Equideo jovem (<5anos) o8 26.41 66.8 0,017
Equideo jovem (6 - 7anos) o5 2358 38.0 0,062
Equideo jovem (8 - 11anos) 34 32,07 62.0 1,000
Equideo jovem (>12anos) 19 17,92 56.0 0421
Presenca de pequenos ruminantes
Sim 07 6,60 55,0 0,910
Nao 99 93,40 56,0
Presenca de cées
Sim 88 83,01 58,0 0,664
Nao 18 16,98 54,0
Tipo de fonte de hidratag&o
e @ mar
9 g 79 74,52 55,0
Tipo de alimentacéo
Ingestdo de pasto 15 14,15 62,0 0,352
Ingestéo de feno e ragéo 91 85,85 54,0
Raca
Quarto de milha 42
39,62 42,0
Mangala_rga machador 50 4716 58.0 0,039
Paint horse 03
Sem raca definida 11 2,83 0,00
¢ 10,37 73,0 0,001
Utilidade
Trabalho 08 7,55 70,0 0,064
Esporte 98 92,45 53

No estudo das cinquenta e duas propriedades em apenas 3,84% (2/52)
apresentavam criagcdo concomitante de equinos com pequenos ruminantes, em
nenhuma delas havia criacdo de bovinos. A presenca de caes foi verificada em
75% (39/52) das propriedades, ndo sendo verificada a presenca de felinos
domésticos nessas. O manejo empregado nas propriedades 48,07% (25/52)
dos criadores mantinha os animais em baias com acesso a piquetes 19,23%

(10/52) eram mantidos em apenas em piquetes e 32,69% (17/52) eram
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mantidos apenas em baias. Quanto a utilidade dos animais testados 9,82%
(23/234) eram exclusivamente utilizados para trabalho nas propriedades em
questao, enquanto que 90,17% (211/234) eram utilizados para esporte. Sendo
esses animais destinados ao esporte participantes de eventos no estado da
Bahia.

DISCUSSAO

O presente estudo é uma avaliacdo pioneira da presenca de anticorpos
IgG anti- Neospora spp. em equinos na regido do reconcavo da Bahia. Sendo
encontrada uma prevaléncia de 45,30%, considerada elevada, entretanto
dentro dos valores ja encontrados em estudos no Brasil, que apresenta uma
variacdo de 2,3 a 57,6% (Hoane et al., 2006; Locattelli-Dittrich et al., 2006;
Stelmann et al., 2011).

A Prevaléncia encontrada nesse estudo realizado no Reconcavo da
Bahia foi semelhante aquela detectada em 2006 por Locatelli-Dittrich et al.,
(2006) no Parana, utilizando também a RIFI como técnica sorolégica, onde
foram testadas 36 éguas em trés coletas distintas. Na primeira detectaram
anticorpos 1gG anti-Neospora spp. em 17 (47%) delas, enquanto que na
segunda coleta 30% da éguas foram consideradas positivas. JA na terceira
coleta, o sangue dos potros dessas éguas foi colhido antes da ingestdo do
colostro e 22% deles apresentaram anticorpos IgG anti-Neospora sp,
evidenciando a transmissao vertical do agente.

O percentual mais elevado de prevaléncia de anticorpos IgG anti-
Neospora spp. em equinos registrados até entdo no Brasil foi em um estudo
realizado por Stelmann et al. (2011). Nesse foram testados 26 amostras de
soro e liquido cefalorraquidiano (LCR) de equinos com historico de alteracdes
neuroldgicas, pertencentes ao estado de Sao Paulo, testados através RIFI. Foi
constatado uma soropositividade de 57,6% (15/26) para Neospora sp. nas
amostras analisadas, entretanto néo foi encontrado anticorpos no LCR,
concluindo que as manifestagfes neuroldgicas ndo estavam relacionadas com

a infeccao pelo parasito.
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Os estudos de prevaléncia tem grande importancia, auxiliam na
compreensao da epidemiologia e dos fatores de risco associados ao agente.
Observa-se uma variagédo na prevaléncia de anticorpos IgG anti-Neospora spp.
nos diferentes paises (Cheadle et al, 1999; Dubey, et al, 1999; Grupta et al.,
2002; Dubey et al., 2003; Bartova et al., 2015). Na Itadlia em 2004 em um
estudo realizado com 150 equinos assintomaticos testados através da RIFI, foi
encontrada uma soropositividade de apenas 10,5% (16/150) no ponto de corte
de 1:50 (Ciaramella et al. 2004). Ja na Coreia do Sul, Grupta et al, (2002),
examinaram 101 animais os quais ndo tinha histérico de alteragdes clinicas.
Esses foram previamente avaliados para a presenca de anticorpos IgG anti-S.
neurona, realizando-se a RIFI a fim de testa-los para N. hughesi e apenas 2%
(4/191) dos animais foram considerados positivos num ponto de corte de 1:100.

Na Franca em 2003 em um grupo de éguas com historico de
abortamento, a soropositividade foi de 50% no titulo de 1:40 (27/54), entretanto
0s animais foram testados através da técnica de soroaglutinacao (Pitel et. al.,
2003). Packham et al., (1998) realizou um estudo comparativo entre técnica
sorolégicas, no qual foram testados 16 espécies animais com infec¢des por
Neospora sp. Nesse foram utilizadas a RIFI, o ELISA com extrato bruto total de
antigeno e N-MAT como técnicas sorologicas. A RIFI apresentou uma
especificidade de 99% quando comparada aos outros métodos diagndésticos,
enquanto que o ELISA e o N-MAT apresentaram, respectivamente, 94 e 97%
de especificidade.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), a técnica soroldgica
escolhida para esse estudo de prevaléncia é considerada um teste de
referéncia dentre os métodos diagndsticos, em virtude de apresentar
sensibilidade e especificidade satisfatéria e pouca possibilidade de reacao
cruzada com outros coccideos (Hemphill e Gottstein 2000). As espécies do
género Neospora apresentam grande similaridade antigénica, permitindo a
possibilidade de reacdo cruzada entre os métodos sorolégicos empregados
(Packham et al., 2000). As comparacOes de estudos de prevaléncia devem ser
bastante criteriosas, uma vez que as diferencas antigénicas de cepas de
Neospora spp. assim como o ponto de corte e variagdes na técnica podem

promover alteragdes nos resultados (Dubey et al., 2007).
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A prevaléncia de 45,30% encontrada evidencia que o Neospora spp.
esta amplamente distribuido nas propriedades coletadas, entretanto sem
provocar alteracdo clinica nos animais. Esse fato pode ser justificado pelas
caracteristicas climaticas da regido do reconcavo que por sua vez promove um
ambiente bastante favoravel para a esporulacéo dos oocistos de Neospora spp,
gue representa a forma infectante do parasito. Segundo Dubey et al., (2007) os
oocistos de Neospora spp. esporulam mais rapidamente sob condi¢cdes de
temperaturas mais elevadas, corroborando com o estudo realizado por Wouda
et al., (1999) que observaram surtos de abortamentos em vacas leiteiras numa
maior propor¢do durante o verdo, onde o clima torna-se mais quente e umido.
Da mesma forma, Moura et al. (2013) verificaram que 0s animais da regido
costeira de Santa Catarina apresentaram uma prevaléncia 2,2 vezes maior do
que a observada entre os cavalos da regido serrana. Sugerindo que regides
frias tendem a reduzir a soropositividade para Neospora spp..

Os resultados demonstram uma maior positividade na populacdo de
animais acima de cinco anos de idade, dado esse corroborado por Duarte et al.
(2004) e Klingler et al., (2007). Esses autores constataram que quanto mais
jovem o animal menor o risco de contrair a infeccdo por N. hughesi. Sugerindo
assim que a transmissao dos equinos no Recbncavo da Bahia seja na sua
maioria originada por uma transmissao horizontal. Além disso, a maioria dos
animais estudados transita por eventos regionais, o que favorece o contato dos
animais com o coccideo, e, por conseguinte a aquisi¢cdo da infec¢do (Moura et
al, 2013; Sangioni et al., 2011).

A andlise de probabilidade de ocorréncia da doenca evidencia que 0s
animais abaixo de cinco anos tem uma maior probabilidade de contrair a
infeccdo quando comparada com as outras idades. Sugerindo que essa porgéo
da populacdo de equinos analisada estd mais propensa a transmissao
transplacentaria ou no inicio de sua vida. A infec¢cdo congénita por Neospora
spp. em equinos € pouco relatada (Dubey e Porterfield, 1990; Lindsay et al.,
1996), uma vez que as caracteristicas placentarias dessa espécie apresenta
um efeito protetor devido a sua melhor eficiéncia contra a infeccdo pelo
Neospora spp. quando comparadas com as fémeas bovinas (Pitel et al., 2003).
A probabilidade de ocorréncia da doenca também apresentou diferenca

significativa com relacdo aos animais sem raca definida quando comparada as
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outras racas, sendo mais elevada, verificando que esses animais podem estar
possivelmente mais expostos ao Neospora spp. Esse fato pode ser justificado
pelo manejo extensivo empregado, possibilitando um maior risco de infeccao
do que aqueles animais que ficam em baias ou criados em manejo semi-
intensivo (Abreu et al., 2014; Villalobos et al., 2012).

Alguns fatores sao considerados como de risco dentre eles, a presenca
de caes, de felinos, de ruminantes, uma vez que esses animais estado
intimamente relacionados com a manutencdo da infeccdo nos criatérios,
participando direta ou indiretamente do ciclo do Neospora spp. (Wouda et al.,
1999). O tipo de fonte hidrica e a alimentar sdo pontos criticos que estdo
relacionados com a presenca dessas espécies, principalmente os cdes e 0s
felinos domeésticos (Dubey at al., 2007). Uma vez que o local de
armazenamento e a forma como sao fornecidas para 0s animais, podem
promover o facil acesso de espécies domeésticas, como 0s proprios cdes ou até
mesmo 0s gatos. Os cdes podem ofertar risco, pois atuam como hospedeiros
definitivos do parasito e uma vez nas pastagens tém acesso a restos
placentarios promovendo a manutencdo do agente nas propriedades (Abreu et
al., 2014; Moura et al., 2013). Sabe-se que gatos domésticos tém o hébito de
rolar-se na areia e posteriormente nas pastagens, fenos promovem a
carreamento de oocistos presos ao pelo e consequentemente contaminacgao
das fontes de alimentagdo destinadas aos animais (Frenkel e Parker, 1996).
Em 75% das propriedades onde foram realizadas as coletas possuiam cées de
forma que nao foi possivel verificar correlacdo entre esses fatores com a
soropositividade a Neospora spp. nos equinos do Recdncavo da Bahia, uma

vez que a espécie estava distribuida na maioria das propriedades.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados nesse primeiro estudo de
soroprevaléncia com equinos realizados na regido do Recdncavo da Bahia
verifica-se que existe uma elevada prevaléncia de anticorpos anti-Neospora

Spp. Nos animais.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A elevada prevaléncia verificada nos equinos do reconcavo da Bahia
indica provavelmente, que exista contaminagdo ambiental por
oocistos, favorecendo a transmissao horizontal da doenca;

Os animais de até cinco anos tem uma maior probabilidade de
desenvolvimento da doenca. Isso indica, possivelmente, que o0s
animais desse estudo podem se infectarem com o Neospora spp.
ainda na vida uterina ou no inicio da vida. Assim também como os
animais sem raca definida tem uma maior probabilidade de adquirir a
infeccdo, sugerindo que essa significativa probabilidade se deva ao
fato do manejo destinado a esses animais.

Mais estudos a respeito do Neospora spp. S840 necessarios para
conhecer melhor esse protozoario, as diferencas de suas espécies e

as implicacdes na sanidade equina.
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INFORMACOES COMPLEMENTARES

Questionario epidemiolégico para neosporose em equinos

QUESTIONARIO RESPONDIDO: () PROPRIETARIO () GERENTE

INQUERITO EPIDEMIOLOGICO PARA NEOSPOROSE EM EQUINOS

Sexo:

Identificacdo do animal
Nome do animal:

Raga: Idade:
Utilidade: () Lazer ( )Servigo ( ) Reproducao ( ) Esporte
()outra Qual?
Proprietario: Telefone:
Municipio:
Propriedade

Nome da propriedade:

Tipo de propriedade: ( )Haras ( ) Rancho () Fazenda ()Outros
NuUmero total de equinos:

Predominio de raga:

Aquisicéo dos animais
Local onde compra os equinos: ( ) Feiras ( ) Comerciantes locais

() Leildes ( ) Outros

Manejo
Manejo: () Pasto ( ) Baia ( ) Baia/Piquete ou pasto
Alimentacdo: ( ) Racao () Pastagem () Feno

( ) Outra, qual?

Doencga recente? ( )Sim ( ) Nao
Qual?

Tratamento:

Sanidade
Foi observado casos de alteragdo neuroldgica nos equinos da propriedade?

( )Sim ( ) Néo
Qual?
Foi observado casos de abortos nos equinos da propriedade?
() Sim ( ) Néo

Jéa foi notado cios recorrente? () Sim ( ) Néo




VI.
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Associacdo com outros animais
Tem outros animais na propriedade?

()Sim ( ) Nao
Quais?

() Bovinos () Caprinos () Ovinos () Felinos () Céaes ()

Galinhas

VII.

VIIIL.

Os equinos tem contato com esses outros animais?
( )Sim ( ) N&o Quais?
Em relacdo aos cées, eles tém contato com os equinos? () Sim ( ) Néo

Quantos? Sexo dos cées: ( )F (™M

Se fémea, ja ficou gestante alguma vez ( ) Sim ( ) Néao
Notou-se alguma alteracdo nos filhotes? ( ) Sim ( ) Néao
Qual?

Procedéncia do(s) céo(s): ( ) Canil () Errante ( ) Domiciliado

Relacdo de parentesco com o0s outros cdes do ambiente: ( ) Sim ( ) Nao
Qual?

Ambiente dos cées: ( )Selas individuais ( )Selas coletivas () Soltos

Vacinagéo: ( ) Nunca ( ) Atrasadas ( ) Em dias
Vermifugagdo: ( ) Sim ( ) Nao
Frequéncia:

Doencas recentes: ()Sim ( ) Nao

Tratamento realizado:

Armazenamento dos alimentos e reserva hidrica
Em relacdo ao local de armazenamento do alimento do equino é fechado?

() Sim ( ) Néo

Tem possibilidade de o céo ter acesso ao local do alimento do equino?
() Sim ( ) Néo

Em relacdo a agua para os equinos beberem, é proveniente de?

() Rios () Lagos () Agua encanada de pogo artesiano

E os outros animais também bebem dessa mesma agua?

Observagoes:




