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RESUMO

Objetivou-se determinar a prevaléncia soroldgica de Neospora caninum ¢ Brucella
ovis, além dos fatores de risco e protecdo associados as suas infecgoes. Foram colhidas 932
amostras de soros de ovinos, oriundas de 54 propriedades de 19 municipios de Sergipe. Para
pesquisa de anticorpos contra N. caninum foi utilizada reacao de imunofluorescéncia indireta
(IFT), com ponto de corte de 1:50, enquanto que para pesquisa de anticorpos contra B. ovis 0s
soros foram examinados pela Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA). Observou-se que
12,45% (116/932) dos ovinos foram sororeagentes, ¢ de acordo com a analise, obteve-se na
regressao logistica ndo condicional a presenca de cdes na propriedade (OR=0,36) e uso de
aprisco como instalagdo (OR=0,53) como fatores associados a protecdo e propriedades com
area maior que 50 hectares como fator associado a infecgdo (OR=1,71). Analisando os
resultados obtidos na IDGA, 46,30% (25/54) das propriedades apresentaram evidéncia
sorologica de infecgdo por B. ovis, com uma prevaléncia de 4,40% (41/932). Como fator
associado a infecgdo observou-se o contato com bovinos (OR=5,50) e ter tratador de ovinos
(OR=2,68), enquanto uso de aprisco como instalagdo apresentou-se como fator de protecao
(OR=0,40). Foi verificada disseminagdo dos dois agentes nas distintas mesorregioes do estado
e salienta-se a importancia de ado¢do de medidas sanitarias especificas nos rebanhos para
reduzir o risco das infecgdes.

PALAVRAS-CHAVE: Ovelha, neosporose, brucelose, Sergipe



ABSTRACT

The aim of this study was determine the seroprevalence of Neospora caninum and
Brucella ovis as well risk and protective factors associated with their infections. A total of 932
serum samples from sheep originating from 54 properties in 19 municipalities of the Sergipe
State were analyzed. Indirect Immunofluorescence (IFA) was used to screen antibodies
against N. caninum with a dilution of 1:50 as cutoff. For antibodies against B. ovis, sera were
examined by Agar Gel Immunodiffusion (AGID) and 12.45% (116/932) of sheep were
reactive. In analysis of associated factors, using unconditional logistic regression, the
presence of dogs on the property (OR=0,36) and use of pen house (OR=0,53) was a factor
associated with protection and properties with up to 50 hectares (OR=1,71) as a factor
associated with infection of N. caninum. Analyzing the results obtained in AGID, 46.30%
(25/54) of the farms had serologic evidence of infection for B. ovis, with a prevalence of
4.40% (41/932) of seropositive animals. Associated with infection, we observed the contact
with bovines (OR=5,50) and to have ovine handler (2,68), while use of pen was a protective
factor (OR=0.40). Both two agents were seen in the different regions of the state and this
highlights the importance of adopting specific health measures in flocks to reduce the risk of

infections.

KEY-WORDS: Sheep, neosporosis, brucellosis, Sergipe
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CAPITULO 1

BRUCELOSE E NEOSPOROSE OVINA: REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo
homem. A sua criagdo possibilitava alimento, principalmente pelo consumo da carne e leite, e
prote¢do, pelo uso da 13, fibra que servia como abrigo contra as intempéries do ambiente. A
ovinocultura est4 presente em praticamente todos os continentes e a ampla difusdo da espécie se
deve principalmente a seu poder de adaptagdo a diferentes climas, relevos e vegetagdes (Viana,
2008).

A exploracdo de ovinos tem elevada importancia social e econdmica para a
populacao rural e para a propria estrutura econdmica das regides onde ¢ desenvolvida, sendo uma
alternativa para diversificar a producao, principalmente para pequenos ¢ médios produtores. O
aproveitamento das pastagens naturais, a obten¢ao de animais para abate com menos de um ano e
baixo valor dos investimentos necessarios, sdo vantagens econdmicas que a exploragdo de ovinos
apresenta (Nogueira Filho & Kasprzykowsky, 2006).

E indispensivel que seja definido um programa sanitario preventivo, com
vacinacgodes contra as principais doengas que grassam na regido, controle dos parasitas internos e
externos (Santiago et al., 2010), pois a ocorréncia de doengas provoca acentuada queda na
producdo e na produtividade dos animais, além de mortalidade (Pinheiro et al., 2000), provocam
perda de peso, redugdo no consumo de alimentos, retardamento no crescimento, queda na
producado de leite e de carne, e reducao da taxa de fertilidade (Vieira, 1999).

Para determinar as medidas profilaticas e de controle a serem adotadas ¢
necessario conhecer quais os agentes etiologicos que os animais estdo expostos. Para tal, estudos

epidemioldgicos sdo realizados a fim de identificar ocorréncia ou prevaléncia desses patdgenos,



assim como os fatores associados ao risco ou protecdo da infec¢do dos animais. A partir do
conhecimento do comportamento dos patégenos no ambiente e sua interagdo com os hospedeiros
¢ que essas medidas sao definidas (Asmare et al., 2012).

Os patogenos Brucella ovis e Neospora caninum sao responsaveis por distirbios
reprodutivos em ovinos, ocasionando abortamento, natimortalidade, nascimento de crias fracas e
redu¢do da taxa de fertilidade no rebanho, adicionalmente, a brucelose gera distirbios
reprodutivos em machos, caracterizados por quadros de epididimites em carneiros e abortamentos
em ovelhas (Robles, 1998; Dubey & Schares, 2011). Porém, a escassez de dados a respeito da
prevaléncia, fatores de risco e prote¢do associados as suas infec¢des, ocasiona desconhecimento
das medidas protetivas a serem adotadas.

Assim, a realizacdo de um estudo que determine a prevaléncia sorologica de tais
agentes infecciosos em Sergipe auxiliard no esclarecimento da condi¢do sanitaria do rebanho,
permitird maior entendimento da dinamica da infec¢@o e orientard os produtores quanto a adogao

de medidas profilaticas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar os fatores associados a prevaléncia sorolégica de Brucella ovis e Neospora

caninum no rebanho ovino de Sergipe, Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar prevaléncia soroldgica do rebanho ovino de Sergipe quanto a infec¢do por N.

caninum € B. ovis.



b)

Identificar os fatores associados ao risco de infec¢do por N. caninum e B. ovis no

rebanho ovino de Sergipe, Brasil.

Identificar os fatores associados a protecdo da infec¢ao por N. caninum e B. ovis no

rebanho ovino de Sergipe, Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neospora caninum

Neospora caninum foi confundido até o final da década de 80 com Toxoplasma
gondii por apresentar estrutura e biologia semelhante, até¢ que foi verificado que a infec¢ao por N.
caninum causava uma forma clinica mais severa do que 7. gondii em bovinos, e constatadas
diferengas estruturais e histopatologicas entre ambos (Dubey et al., 1988a). Pesquisas em caes, na
Noruega, demonstraram presenca de cistos no cérebro e tecido muscular, associados a quadro de
paralisia, porém, estes animais ndo apresentavam anticorpos contra 7. gondii, parasita que pode
causar lesOes similares (Bjerkas et al., 1984). Estudo retrospectivo de amostras tissulares
armazenadas revelou que N. caninum ja acometia caes com sinais neurologicos desde a década de
50 (Dubey et al., 1990b).

Os caes (McAllister et al, 1998), coiotes (Gondim et al., 2004a), dingos
australianos (King et al., 2010) e lobos cinzentos (Dubey et al., 2011b) sdo considerados
hospedeiros definitivos, e apds se infectarem eliminam oocistos ndo esporulados nas fezes,
enquanto bovinos (Dijkstra et al., 2001a), caprinos, ovinos (Riviriego et al., 2000) e galinhas

(Costa et al., 2008), entre outras espécies sdo hospedeiros intermediarios.



2.1.1. Taxonomia de Neospora caninum

Taxonomicamente este parasito foi classificado por Dubey et al. (1988), como
parte do:

Reino: Protista

Filo: Apicomplexa

Classe: Sporozoasida

Ordem: Eucoccidiorida

Familia: Sarcocystidae

Género: Neospora

Espécie: N. caninum

2.1.2. Morfologia e biologia

Neospora caninum € um protozodrio coccidio intracelular obrigatorio que acomete
diversos hospedeiros (Dubey, 1999a). E considerado um importante parasita de ovinos (Sasani et
al., 2013), bovinos e canideos (Dubey et al., 2007) e os trés estagios evolutivos do parasito sdo
infecciosos para seus hospedeiros: taquizoitas presentes nas células, bradizoitas em cistos

teciduais e esporozoitas em oocistos esporulados (Dubey et al., 2007).

a) Taquizoitas:

Apresentam forma ovoide, semilunar ou globular e medem cerca de 6 por 2 pum,
dependendo do estagio de divisao (Speer et al., 1999). Sdo encontrados na fase aguda da infecg¢ao
em quantidades varidveis nas diversas células do hospedeiro, como macrofagos,
polimorfonucleares, neurdnios, fibroblastos, endotélio vascular, midcitos, células tubulares renais

e hepatocitos (Dubey, 1999a; Farias, 2002). Multiplicam-se rapidamente por endodiogenia e



podem provocar lesdes severas ou até mesmo rompimento das células (Dubey & Lindsay, 1996).
Taquizoitas se modificam em bradizoitas diante resposta imune do hospedeiro e permanecem
latentes no interior de cistos, dividindo-se lentamente (Lindsay, 1999; Gay, 2006).

Dubey et al. (1988b) realizaram isolamento do protozodrio em culturas de células,
quando se observou a presenga de vacuolo parasitéforo ao redor do parasito, que ¢ a estrutura
responsavel por protegé-lo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Dubey et al., 1988a).
Dubey et al. (2002) sugeriram que a membrana do vactiolo parasitoforo, por muitas vezes, €
bastante fina e se torna imperceptivel em algumas espécies, ou ainda que ela pode se desintegrar
com a degeneracdo da célula hospedeira. Em fémeas infectadas taquizoitas sdo capazes de
atravessar a barreira placentaria, podendo ser transmitidos verticalmente para suas crias (Dubey,

2007).

b) Bradizoitas:

Bradizoitas sdo originados a partir de sucessivas divisdes de taquizoitas, apds a
resposta imune do hospedeiro e adquirem a forma alongada de cerca de 7 - 8um por 2um (Dubey
et al., 2002) e estdo contidos em cistos teciduais (Lindsay, 1999). Os cistos apresentam forma
redonda ou oval, com aproximadamente 107um de comprimento e parede de até 4um de
espessura, crescem intracelularmente e permanecem até o momento em que as defesas do
hospedeiro diminuem (Innes et al., 2002). Sdo encontrados na fase cronica da infeccdo e tém
predilecao pelo Sistema Nervoso Central (SNC) e musculatura. Infectam carnivoros quando os
mesmo ingerem tecidos contendo em seu interior cistos com bradizoitas (Dubey et al., 2002). Sao
resistentes aos acidos gastricos e perdem seu potencial infectante em 24 horas a uma temperatura
de -20°C (Lindsay & Dubey, 1990). Bradizoitas e cistos teciduais podem sobreviver por até duas
semanas sob refrigeracao de 4°C, mas sao mortos pelo congelamento (Lindsay et al., 1992;

Dubey et al., 2004).



¢) Oocistos:

Morfologicamente os oocistos apresentam tamanho variavel de 10,6 — 12,4 por
10,6 — 12,0 um (Dubey et al., 2002), e em condigdes ideais de aeragdo e temperatura ambiental,
esporulam e tornam-se infectantes dentro de 24 horas, sendo mais comum a esporulacao em 48 —
72  horas (Lindsay et al., 1999). Cada oocisto esporulado contém dois esporocistos de
aproximadamente 8,4 por 6,1 um, cada um contendo quatro esporozoitas alongados com cerca de
6,5 por 2,0 um (Dubey et al., 2002), e representa o estagio do parasita ambientalmente resistente
( Neto et al., 2011).

A quantidade de oocistos eliminada nas fezes de caes ¢ considerada baixa em
relagdo a outros coccidios. Os caes comegam a eliminar oocistos de N. Caninum sete dias apds a
infeccdo e estes sdo liberados durante 1-5 dias (Cavalcante et al., 2011). Ainda existe dificuldade
na identificacdo morfoldgica, pois oocistos de N. caninum sdo semelhantes aos de outros

coccidios, como Hammondia (Slapeta et al., 2002).

2.1.3. Ciclo biolégico de Neospora caninum

O ciclo biologico de N. caninum foi descrito pela primeira vez por McAllister et
al. (1998), apds a descoberta do cdo ser o hospedeiro definitivo. Possui ciclo de vida heteroxeno
facultativo (Gondim et al., 2004b) composto por duas fases: a fase assexuada que ocorre nos
hospedeiros intermediarios e a fase sexuada (gametogonia) nos hospedeiros definitivos (Dubey et
al., 2002).

Os cistos teciduais, contendo bradizoitas, sdo primariamente encontrados no
sistema nervoso central de hospedeiros intermedidrios, mas esse estdgio também pode ser
encontrado no tecido muscular (Peters et al., 2001). Apos ingerirem cistos em diversos tecidos,
tais como fetos abortados, bezerros natimortos, placentas ¢ membranas fetais (Dijkstra et al.,
2002a; Reiterova et al., 2009), no intestino dos hospedeiros definitivos ocorre a fase sexuada

(entero-epitelial) e em um periodo de aproximadamente 7 dias comegam a eliminar oocistos nao



esporulados nas suas fezes (Cavalcante et al., 2011). Os oocistos esporulam de acordo com as
condigdes ambientais, ¢ em condi¢des ideais, podem tornar-se infectantes em apenas 24 horas
(Lindsay et al., 1999), ¢ desconhecido por quanto tempo o oocisto esporulado pode sobreviver no
ambiente, ma provavelmente ele ¢ bem resistente.

Devido ao habito de canideos domésticos e selvagens se alimentarem de restos de
paricdo, podem ingerir ¢ disseminar o agente (Reiterova et al., 2009). Caes liberam pouca
quantidade de oocisto por um curto periodo, mas a liberacdo por periodos longos ja foi
observada, através da andlise de fezes de um cdo que eliminou oocistos por quatro meses
(McGarry et al., 2003). Nao ¢ sabido se a liberacdo de oocistos pelo cdo ¢ continua ou se este
volta a liberar oocistos apos nova infec¢do. A possibilidade de transmissdo entre hospedeiros
silvestres e domésticos foi verificada através da comprovacao do ciclo silvestre (Gondim et al.,
2004b).

Os hospedeiros intermedidrios ao ingerirem oocistos esporulados provenientes de
alimentos ou agua contaminados, degradam a parede do oocisto e permite a liberagdo de
esporozoitas na luz do intestino delgado que se transformam em taquizoitas ao penetrarem nas
células e se multiplicam rapidamente lesionando tecidos e provocando uma infec¢do (Dubey,
2003). A partir da resposta imune do hospedeiro, alguns taquizoitas se transformam em

bradizoitas, se dividindo lentamente dentro de cistos teciduais (Dubey & Lindsay, 1996).

2.1.4. Transmissao de Neospora caninum

A ingestdo de oocistos ¢ a unica forma de transmissdo horizontal j& demosntrada
em ruminantes, € N. caninum ¢ um dos mais eficientes microrganismos transmitidos pela via
transplacentaria em bovinos (Dubey et al., 2007). Uma vez infectados, os animais podem
transmitir a infeccao aos seus descendentes em diferentes gestacoes (Piergili-Fioretti et al., 2003).
Essa forma de transmissao pode ocorrer tanto em fémeas com sintomatologia abortiva, como

naquelas que ndo abortaram (Dubey et al., 2007).
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Os canideos geralmente se infectam pela ingestdo de cistos presentes em tecidos
ou, mais raramente, através do leite contaminado por taquizoitas, o que pode levar a posterior
eliminagdo de oocistos no ambiente (Bergeron et al., 2001). A transmissdo horizontal geralmente
ocorre por meio da infec¢do oral-fecal, onde o hospedeiro definitivo elimina oocistos no
ambiente, contaminando agua ou alimentos (Mcallister et al., 1998; Dubey, 1999a). A liberagdo
de oocistos em caes naturalmente infectados ¢ rara (Basso et al., 2001; Slapeta et al., 2002),
experimentalmente Rodrigues et al. (2004) demonstraram que caes jovens, desafiados pela
primeira vez, produzem oocistos, € em cdes adultos, anteriormente desafiados, a producao de
oocisto ¢ limitada ou ausente.

Animais de vida selvagem podem servir como reservatorios para carnivoros
silvestres influenciando na exposi¢ao do agente ao ambiente doméstico, visto que a transmissao
entre animais silvestres e domésticos ja foi comprovada (Gondim et al., 2004b).

Outros modos de transmissao sdo sugeridos, como o s€émen ¢ leite. A transmissao
venérea ¢ considerada improvavel, embora seja possivel, pois em condigdes experimentais
necessita de grande numero de taquizoitas para infec¢do. A transmissao lactogénica foi
demonstrada experimentalmente quando taquizoitas foram adicionados ao colostro oferecido a
bezerros recém-nascidos, porém, ndo ¢ considerada importante na epidemiologia da doenga
(Uggla et al., 1998; Davison et al., 2001). Dijkstra et al. (2001) constataram que caes alimentados

com leite contaminado com taquizoitas nao eliminaram oocistos.

2.1.5. Neosporose em ovinos

Dubey et al. (1990a), foram os primeiros a relatar N. caninum infectando
naturalmente ovinos através da avaliagio de um cordeiro recém-nascido que apresentava
alteragdes neurologicas e veio a dbito com uma semana de vida. Utilizando a imuno-histoquimica
e analise ultraestrutural dos cistos foi constatado que se tratava de uma infec¢ao por N. caninum
pela via transplacentaria. Kobayashi et al. (2001) constataram o primeiro caso de infeccio natural

pelo N. caninum acometendo uma ovelha prenhe e seus dois fetos gémeos.
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Por ser um parasito intracelular, pode causar morte celular devido a resposta
inflamatoria contra o taquizoito no momento de sua multiplicagao e pela propria agdao do parasita
(Dubey, 1992). Weston et al., (2009) infectaram ovinos com taquizoitas de N. caninum e
observaram alteragdes clinicas como febre, aborto, autdlise fetal, nascimento prematuro e
distocia.

Bishop et al. (2010) encontraram no cérebro de um ovino adulto da raga Merino,
na Australia, lesdes como meningoencefalite ndo-supurativa grave, mielite ndo-supurativa leve a
moderada, edema e necrose multifocal no mesencéfalo através da histopatologia, e DNA de M.
caninum foi identificado por PCR. Granulomas, necrogranulomas, hemorragia, congestdo e focos
inflamatorios em tecido cerebral também podem ocorrer em ovinos (West et al., 2006, Weston et
al., 2009).

Em inoculacdo experimental em ovelhas gestantes, N. caninum provoca patologia
muito semelhante a observada em bovinos (Buxton et al., 1998). Embora a infec¢do persistente
pareca se estabelecer em ovinos (Schares et al., 2002), a recrudescéncia da infeccdo materna ¢
relatada como frequente experimentalmente (Buxton et al., 2001).

Ovinos tém sido utilizados como um excelente modelo experimental para testar a
eficacia de testes de vacinas contra o aborto por neosporose em ruminantes (Dubey et al., 2011a),
porém o seu papel epidemiologico na infeccdo ainda ndo esta bem esclarecido (Mcallister et al.,
1996; Buxton et al., 1997). Estudos afirmaram que as ovelhas podem abortar repetidamente apos
uma infecg¢do inicial por neosporose, mas existe a possibilidade de haver um grau de imunidade
contra novos abortamentos e transmissao placentaria (Jolley et al., 1999; Buxton et al., 2001).

No Brasil, Pena et al. (2007) isolaram N. caninum, por meio de bioensaio em cdo
que ingeriu parte do cérebro de uma ovelha infectada. Os oocistos eliminados pelo cao foram
inoculados em roedores, dos quais constataram a infec¢do pela recuperagao de cistos e por PCR.
Foram examinados ainda cérebro, cerebelo e medula espinhal através do PCR, seguido de

seqiienciamento, o que confirmou a presenca do parasito.
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2.1.5.1. Prevaléncia

A neosporose ¢ uma enfermidade de distribuicdo mundial. Em ovinos tem sido
detectada em diversos paises com positividade variando de 2,2% na Australia (Bishop et al.,
2010) a 63% na Jordania (Abo-Shehada & Abu-Halaweh, 2010). Estudos sobre a prevaléncia de
N. caninum infectando naturalmente ovinos sao escassos quando comparados com os de bovinos.

No Brasil, foram encontradas prevaléncias de anticorpos contra N. caninum em
ovinos que variam de 3% em Rondonia (Aguiar et al., 2004) a 64,2% em Pernambuco (Tembue
et al.,, 2011). Os relatos de infec¢ao por N. caninum comecaram em 1996, em bovinos, com
histérico de abortamentos (Brautigan et al., 1996). Varios estudos foram publicados a partir de
1999 de forma mais intensiva relatando infeccdes do parasito em cdes e em outras espécies
(Gondim et al., 1999; Andreotti et al., 2004).

O primeiro isolamento de taquizoitas de N. caninum, no Brasil, foi descrito na
Bahia, em um cao da raga Collie, macho, de sete anos de idade, que apresentava incoordenagao e
paralisia dos membros posteriores (Gondim et al., 2001).

Virios aspectos podem influenciar a soroprevaléncia da neosporose ovina, como
fatores epidemioldgicos, regionais, idade, manejo, testes soroldgicos e pontos de corte aplicados
na sua determinacao (Ueno et al., 2009; Soares et al., 2009). Na tabela 1.1 verificam-se estudos

de prevaléncia de anticorpos contra N. caninum no Brasil.

Tabela 1.1 — Prevaléncia de anticorpos contra Neospora caninum em ovinos no Brasil.

Estado N° amostras Técnica Prevaléncia (%) Fonte

Rio Grande do Sul 305 RIFI 9,5 Romanelli et al., 2007
Rio Grande do Sul 660 ELISA 4,24 Helmick et al., 2002
Rio Grande do Sul 597 RIFI 9,2 Figliuolo et al., 2004
Rio Grande do Sul 62 ELISA 3,2 Vogel et al., 2006
Sao Paulo 150 3 Cardoso et al., 2008
Rondo6nia 141 RIFI 29 Aguiar et al., 2004
Sao Paulo 382 RIFI 12,8 Langoni et al., 2010
Minas Gerais 488 RIFI 13,1 Andrade et al., 2012

Pernanmbuco 81 RIFI 64,2 Tembue et al., 2011
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2.1.5.2. Fatores associados a infec¢ao

O conhecimento sobre os fatores associados a infec¢ao de N. caninum em ovinos ¢
importante para desenvolver e programar medidas de controle adequadas. Atualmente existem
poucos estudos dos fatores associados a neosporose ovina. Baseado no fato da patogenia em
ovelhas prenhes ser semelhante em vacas prenhes (Buxton et al., 1997), a espécie ovina ¢ um
excelente modelo experimental para bovinos (Dubey & Schares, 2011a), e, possivelmente, os
fatores de risco avaliados sejam semelhantes entre ambas as espécies.

A idade pode ser um importante fator na transmissdo horizontal, pois as chances
de ingestdo de oocistos presentes no ambiente aumentam a medida que o animal passa mais
tempo exposto a pastagens e ambientes potencialmente contaminados, assim quanto mais velho o
animal maior a chance de ter sido exposto ao protozoario. A idade do animal também pode estar
relacionada com a taxa de reposicdo, influenciado pelo tempo em que o animal permanece no
rebanho (Bartels et al., 2000).

O contato dos rebanhos com caes ¢ considerado um fator de risco na infec¢ao por
N. caninum (Asmare et al., 2013; Santos et al., 2013) devido a possibilidade de contaminagao dos
hospedeiros intermediarios com alimentos contendo oocistos de suas fezes (Dijkstra et al.,
2002b), porém, Von Blumroder et al. (2006) sugeriram que o cdo ¢ um fator de protecdo em
propriedades de corte, possivelmente por restringir a presenca de outros canideos na propriedade,
e demonstrando que nessas situagdes o contato com as excregdes de cades de fazenda e os animais
¢ limitado pela distancia.

Em estudo com vacas leiteiras em Sergipe, para pesquisa de anticorpos contra N.
caninum através de ELISA, foi verificado que propriedades mais tecnificadas apresentaram maior
frequéncia de animais positivos (Melo et al., 2003a). Melo et al. (2004) verificaram que em
bovinos, a co-infeccao dos agentes N. caninum, Herpesvirus tipo 1 e Diarréia Viral Bovina ocorre
amplamente, e o sinergismo entre os patdgenos altera a epidemiologia da infec¢do em vacas.

O fornecimento de feno na alimentagdo dos animais pode ser questionado, pois a
sua utilizagdo diminui o tempo de pastejo e consequentemente evita a ingestdo de oocistos nas

pastagens (Dubey et al., 2007). No entanto, Barling et al. (2001) demonstraram que o mau
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armazenamento do feno foi um fator de risco para a infeccdo pelo N. camninum, associacdo
explicada através da observagdo de vacas que pariam, abortavam ou expeliam placenta proximo
ao feno, e 14 os caes também defecavam ao buscar os restos de partos.

A pressao produtiva ¢ outro fator importante para bovinos, pois Melo et al. (2001)
verificaram que o aumento do estresse imposto a vacas de produgdo leiteira pode implicar maior
chance de recrudescéncia da infecgdo. A alta densidade de animais também constitui fator de
risco, pois em propriedades onde o numero de animais € maior, existe a possibilidade de
suplementagdo, e esses alimentos geralmente ficam armazenados em locais que atraem roedores,
presas para os hospedeiros definitivos de N. caninum, podendo contaminar os alimentos com
fezes (Barling et al., 2000).

O pastejo em piquetes consorciados parece aumentar o risco da transmissao
horizontal, o reaproveitamento de seringas foi identificado com fator de risco, apesar da
transmissdo iatrogénica ndo ser relatada (Santos et al., 2013). O tamanho do rebanho pode ser
considerado um fator para infec¢do pelo N. caninum, ja que em rebanhos maiores as medidas de
controle para evitar o acesso dos caes as placentas ou outro material infectado sdo mais dificeis

(Schares et al., 2004).

2.1.5.3. Patogenia

O hospedeiro intermedidrio ingere oocistos esporulados, consequentemente
havendo liberacao de esporozoitas na luz intestinal, que ao penetrarem nas células do epitélio
transformam-se em taquizoitas. Taquizoitas se dividem rapidamente, ¢ podem penetrar em
diversas células do hospedeiro (macréfagos, polimorfonucleares, neurdnios, fibroblastos,
endotélio vascular, midcitos, células tubulares renais, hepatocitos, placenta e liquido amini6tico),
causando severas lesdes em distintos 6rgaos (Dubey & Lindsay, 2000; Farias, 2002). Como
mecanismo de defesa do protozoario a resposta imune, alguns se transformam em bradizoitas,
dentro de cistos de parede espessa, permanecendo latentes, em divisdo lenta (Dubey & Lindsay,

1996).
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Estudos sugerem que o resultado da infeccdo por N. caninum sobre o feto bovino
depende da idade gestacional do mesmo e da sua competéncia imunologica no momento da
infeccao materna (Barr et al., 1994b). Outros relatos indicam que a capacidade de suscitar alguma
resposta imune mediada por células em fetos bovinos pode existir a partir de 120 dias de gestagao
(Higgins et al., 1983; Hein et al., 1988, Jensen et al., 1988).

McAllister et al. (1996), utilizando isolados de caes, demonstraram que infec¢des
experimentais, em bovinos, no inicio de gestagao (65 dias), com 1,7xlO5 ou 1,7);106 taquizoitas,
resultaram em abortamento em todos os casos, enquanto que infec¢des em gestacdes avangadas
(120 dias) resultaram em animais clinicamente normais. Estes estudos provaram que o periodo de
gestagdo ¢ importante frente a uma infecgdo, indicando uma resposta imune por parte do feto no
tergo final da prenhez. Estudos imunoistoquimicos revelaram cistos do protozoario em cérebro de
38% dos fetos abortados. Semelhante ao que ocorre na infec¢do natural, os cistos ndo foram
encontrados fora do SNC.

Buxton et al. (2001), experimentalmente, observaram que todas as fémeas
inoculadas durante a gestacdo apresentaram aborto enquanto ovelhas inoculadas antes da
cobertura ndo apresentaram mortalidade de seus cordeiros, confirmando a importancia do tempo

de prenhez na infecgao.

2.1.6 Diagnostico

Para um diagnéstico preciso da infec¢do por N. caninum ¢é necessario a
combinacao do historico do rebanho, sinais clinicos e exames laboratoriais. Casos de abortos ou
natimortos em ovinos adultos sugerem uma infec¢do, porém, casos assintomaticos ou com sinais
inespecificos de neosporose dificultam o diagnodstico clinico da doenga, o que torna o exame
laboratorial imprescindivel (Munhoz, 2009). A andlise histologica de tecidos como cérebro,
coragdo, figado, placenta, fluidos corporais e sangue fetal ¢ importante para o diagndstico

definitivo de neosporose (Dubey, 2005).
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Infec¢do com N. caninum pode ser demonstrada através da utilizagdo de testes
imunodiagnosticos, por técnicas histopatologicas, molecular e de isolamento (Dubey, 1999b;
Dubey, 2003). Testes Imunodiagndsticos disponiveis sdo: reacao de imunofluorescéncia indireta
(RIFT), ELISA, aglutinacdo direta, imuno-histoquimica (IHQ) e eletroforese combinado com
imunodeteccdo (Western Immunoblot) (Dubey, 1999a; Dubey, 1999b). A Histopatologia e a
Imuno-histoquimica realizadas em tecido fetal bovino sdo técnicas diagnostico importantes em
infeccoes por N. caninum (Dubey, 2005).

O diagnostico de aborto consequente a neosporose pode ser realizado na presenca
de lesdes como meningoencefalite necrosante multifocal (MENM), miocardite, miosite, nefrite,
hepatite, pneumonia e adrenalite nao-supurativa focal caracterizada pela presenca de células
mononucleares. A presenga do parasito nessas lesdes pode ser confirmada por IHQ realizada em
tecidos fetais formalinizados. Embora a sua sensibilidade seja baixa, provavelmente devido a
auséncia de parasitas no tecido autolisados, ¢ uma técnica valida de diagnostico (Anderson et al.,
2000).

A técnica de PCR ¢ utilizada para detectar DNA de N. caninum em tecidos de
animais infectados (Baszler et al., 1999). Contudo, devido a alta eficiéncia que N. caninum
apresenta para transmissao vertical, idependende da manifestagdo clinica, os resultados positivos
por THQ, histopatolégicos ou PCR devem ser sempre associados a problemas reprodutivos € o
uso de outras técnicas diagnostico ¢ necessario, ndo s6 para identificar os protozoarios, mas
também para excluir outras causas de aborto (Pereira-Bueno et al., 2003).

Exames sorologicos sdo ineficazes para o diagnostico de abortos causados por N.
caninum em ovinos (Reichel et al., 2008). A producdo de anticorpos proporciona a deteccao de
animais positivos e indica que houve exposi¢ao ao agente, ndo necessariamente a infecgado, e €
importante nos estudos epidemiolégicos (Hoffmann, 2007).

A Reagdo de Imunofluorescécia Indireta ¢ teste referéncia por apresentar boa
sensibilidade e especificidade (Langoni et al., 2011), foi o primeiro teste imunodiagndstico
utilizado para deteccdo de N. caninum (Dubey et al., 1998) e sua utilizagdo tem sido bastante

difundida (Andreotti et al., 2002).
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2.1.7. Importancia econémica

A neosporose em ovinos tem impacto reprodutivo significativo, com perdas
econOmicas subseqlientes, porém, menos relevantes que em bovinos (Sasani et al., 2013). A
neosporose pode causar doenga durante a gestacdo que resulta em aborto, mortalidade neonatal,
nascimento de filhotes congenitamente infectados e sinais clinicos em ovelhas adultas (Zhang et
al., 2011). No entanto, em propriedades em que sdo criados juntamente com bovinos, 0s ovinos
podem eventualmente participar da epidemiologia da infec¢do como fonte de tecido infectado
para o hospedeiro definitivo que por sua vez transmite horizontalmente, via oocistos, para
bovinos, € o protozodrio se mantém no rebanho através da transmissdao vertical (Romero &
Frankena, 2003).

Consequentemente, esta infec¢do produz grandes perdas reprodutivas no rebanho
bovino, incluindo retornos ao cio, com intervalos regulares ou irregulares, abortos, nascimento de
bezerros fracos e invidveis, com problemas neuroldgicos, ou persistentemente infectados (Dubey
& Lindsay, 1996). Pesquisas revelaram que, no mundo, essas perdas variam de 35 a 85 milhdes

de doélares por ano (Dubey, 1999a).

2.1.8. Controle e profilaxia

As medidas de controle contra N. caninum ainda sdo limitadas e podem ser
consideradas inviaveis ou pouco praticas (Munhoz et al., 2009). O controle e profilaxia sdao
fundamentados nos aspectos epidemioldgicos conhecidos, e devem ser realizados com o intuito
de evitar a disseminagdo da doenca uma vez que ndo existe tratamento ou vacina eficaz. A
descoberta de novos hospedeiros, possibilidade de novas vias de transmissdao e dificuldade no
diagnostico da infecgdo somam-se aos desafios (Costa et al., 2008).

A presenca de cdes soropositivos nas propriedades rurais foi correlacionada com a

alta soroprevaléncia de N. caninum em bovinos (Wouda et al., 1999). Recomenda-se que caes,
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unicos hospedeiros definitivos domésticos, até o momento, ndo devam ter acesso as instalagcdes e
a agua ou comida de possiveis hospedeiros intermediarios (bovinos, ovinos, caprinos € outros)
para evitar uma possivel contaminacao com suas fezes (Dijkstra et al., 2002b; Reiterova et al.,
2009). Assim como deve ser evitado o consumo de placentas, carcacas, descargas uterinas e
alimentag¢do com carne crua por parte dos caes (Trees & Williams, 2000).

Nao hé agentes quimioterdpicos efetivos capazes de curar os animais infectados
(Dubey, 2003). Animais positivos podem ser descartados como uma forma eficaz de controle da
infec¢do em curto prazo, porém, do ponto de vista econdomico, ndo € considerado viavel (Almeria
et al., 2009).

Para controlar a infeccdo congénita, mediante descarte de animais infectados,
deve-se repor com animais negativos que nao sejam descendentes dos portadores de infecgdo
(French et al., 1999; Jensen et al., 1999). A transferéncia de embrides para fémeas negativas ¢
recomendada como método de controle para prevenir a transmissdo vertical (Baillargeon et al.,
2001; Ferre et al., 2008).

Vacinas tém sido desenvolvidas como uma estratégia racional de prevenir a
neosporose, porém, devido a baixa eficiéncia e ambiguidade dos resultados, a unica vacina

comercializada foi recentemente tirada do mercado (Monney & Hemphill, 2014)

2.2 Brucelose Ovina

A brucelose ovina ¢ uma doenga infecciosa cronica dos ovinos causada por
bactérias do género Brucella, caracterizada por varios graus de epididimite e orquite em machos,
placentite e abortamento em fé€meas, e elevada mortalidade de cordeiros (Niilo et al., 1986;

Homse et al., 1995; Baigun et al., 2000).
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2.2.1 Historia

A infeccao clinica foi descrita inicialmente na Nova Zelandia, através de relatos de
abortos ¢ natimortos em ovinos, tendo sido identificada uma bactéria como causa, ¢ sendo
associada a casos naturais e experimentais de epididimite. Em seguida, na Australia, foi isolado
microrganismo, similar a bactéria do género Brucella, do epididimo de carneiros (Simmons &
Hall, 1953). Posteriormente, o isolado da Nova Zelandia foi caracterizado, com intuito de
esclarecer a etiologia da doenca reprodutiva em ovelhas e relatar a possivel condicao de infec¢do
da membrana fetal em cordeiros, e, sugeriu-se que o organismo era uma forma mutante de
Brucella melitensis (Buddle & Boyes 1953). Em 1956 esse agente recebeu a denominagdo de
Brucella ovis (Buddle, 1956).

As espécies B. melitensis ¢ B. ovis podem causar desordens em ovinos, € mais
raramente a B. abortus (Narez et al., 1999; Ocholi et al., 2005). Porém, ndo ha relatos da
ocorréncia de B. melitensis no Brasil (Poester et al., 2002).

Brucella ovis apresenta distribuicdo cosmopolita e seu primeiro relato foi realizado
por Buddle e Boyes em 1953, na Nova Zelandia. No Brasil o primeiro diagndstico clinico da
doenga foi relatado por Ramos et al. (1966), e o isolamento do agente em epididimos de ovinos
por Blobel et al. (1972), ambos no Rio Grande do Sul.

Inquéritos sorologicos pontuais para B. ovis em ovinos tém sido efetuados no
Brasil e os percentuais de animais reagentes encontrados sdo variaveis: 34,0% e 11,3% no Rio
Grande do Norte (Silva et al., 2003; Azevedo et al., 2004); 13,4% no Rio Grande do Sul
(Magalhdes Neto & Gil-Turnes, 2003), 17,5% em Pernambuco (Coleto et al., 2003), 12% em Sao
Paulo (Nozaki et al., 2004), 5,6% e 7,5% na Paraiba (Clementino et al., 2007; Alves et al., 2010)
e 3,3% da Bahia (Silva et al., 2009).

Como fatores associados a infec¢do por B. ovis tém-se: compartilhamento de pasto
com outros ruminantes (Riviriego et al., 2000), tamanho do rebanho (rebanhos grandes),
rebanhos sem acesso a agua limpa, remog¢ao de estrume insuficiente e/ou limpeza inadequada de
instalagdes, introducao de animais de rebanhos nao-livres de brucelose ou de rebanhos de status
desconhecido (Coelho et al., 2007), adicdo de novos animais, empréstimo de ovinos durante

estagdo reprodutiva, contato com outros rebanhos de ovinos (Al-Majali et al., 2007) e aptidao



20

produtiva (Coelho et al., 2008). Por outro lado, como fatores associados a protecdo tém-se:
higienizacao das instalagdes (Clementino et al., 2007), idade dos criadores (mais velhos) (Coelho

et al., 2007) e vacinagdo com vacina Rev-1 no caso de B. mellitensis (Al-Majali et al., 2007).

2.2.2 Etiologia

As bactérias do género Brucella pertencem ao grupo alfa das Proteobactéria e
familia Rhizobiaceae, sdo cocobacilos pequenos, gram-negativos, medindo de 0,6-1,5 um de
comprimento e 0,5-0,7 um de didmetro (Maurin, 2005). S3o parasitas intracelulares facultativos,
ndo encapsuladas, imoveis, ndo formadores de esporos (Gul & Khan, 2007), estritamente
aerdbios, catalase positiva e oxidase geralmente positiva. O género Brucella inclui as espécies: B.
mellitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae, B. microti, B. ceti, B. pinnipedialis
e B. inopinata, sendo que as trés ultimas cepas foram integradas ao género pelo International
Committee on Systematics of Procaryotes, Subcommittee on the Taxonomia of Brucella (ICSP,
2010). Brucella spp. que acometem os mamiferos terrestres sdo importantes zoonoses com
excecao a Brucella ovis que ndo apresenta risco ao homem (Maurin, 2005).

As brucelas crescem em meios cujo pH ¢ alcalino, enriquecidos com 7% de sangue
ou soro, em uma atmosfera com 10 a 20% de didxido de carbono em cultivo primario (Robles,
1998). Baseado no aspecto das colonias em cultivo primdrio, as diferentes espécies sdo
classificadas em lisas, como B. mellitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae,; ou rugosas como B.
canis e B. ovis (Castro et al., 2005). Tal classificagdo baseia-se na composi¢ao bioquimica dos
lipopolissacarideos de membrana, que estdo relacionados a viruléncia das espécies (Brasil, 2006).

A sobrevivéncia desses agentes, na auséncia de parasitismo, depende das
condigdes ambientais (Lage et al., 2008). Diante disso, Brucella spp. pode resistir no ambiente
por longos periodos, principalmente quando as condi¢des de umidade, pH e temperatura sao

favoraveis (Pessegueiro et al., 2003).
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2.2.3 Epidemiologia

Brucella ovis possui distribuicdo mundial e acomete naturalmente ovinos, € mais
rarametne cervideos (Cervus elaphus). Experimentalmente ja foi observada infecgdo em animais
de laboratorios e caprinos (Ridler, 2002). Nao ha relatos de infec¢ao de humanos por esta espécie
de Brucella (Narez et al., 1999).

A infeccdo por B. ovis tem sido registrada na maioria dos paises onde a
ovinocultura representa uma importante atividade econdmica. Alguns paises tém controlado e
erradicado a enfermidade, e outros nao possuem informacoes da real situacdo (Robles, 1998). B.
ovis foi reportada na Australia, América do Norte e do Sul, Nova Zelandia, Africa do Sul e em
varios paises da Europa (OIE, 2012). A brucelose em pequenos ruminantes causada por B.
abortus foi relatada em alguns paises, como Venezuela (Arias et al., 2007), Egito, India, Emirados
Arabes Unidos, Suddo, Oma (Gul & Khan, 2007), Brasil (Peixoto et al., 2008) e México (Torres
et al., 1997).

As prevaléncias soroldgicas da infeccdo por B. ovis variam de acordo com
diferentes fatores como regido, raga, idade, sexo e outros. Quando a enfermidade ¢ reportada pela
primeira vez em um pais ou regido a incidéncia tende a ser alta, entre 20 a 60 % de carneiros
infectados e entre 45 a 70% das matrizes. Em paises onde a enfermidade ¢ endémica a incidéncia

tende a ser menor (Robles, 1998).

2.2.4 Fatores associados a brucelose ovina

Coelho et al. (2007) estudaram os fatores de risco associados a rebanhos de
pequenos ruminantes portugueses com presenga de animais soropositivos e relataram as seguintes
caracteristicas com potencial de aumentarem a probabilidade de infecg¢@o: rebanhos com mais de
116 animais (OR = 2,99), com remocao inadequada de fezes e falta de higiene nas instala¢des
(OR = 2,87), sem limpeza de bebedouros (OR = 3,05), com introdu¢do de animais de rebanhos

nao livres de brucelose ou de estado sanitario desconhecido (OR = 12,11) demonstrando a
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importancia do manejo sanitario para controle da enfermidade. Foi observado também a
diminui¢do da chance de ocorréncia da infeccdo em propriedades onde os responsaveis tinham 55
anos ou mais (OR = 0,4).

Na Jordania os fatores de risco observados para o contagio foram: adi¢do de novos
animais no rebanho (OR=2,8), contato entre rebanhos ovinos (OR=1,8), empréstimo de machos
durante a estacdo reprodutiva (OR= 1,9) (Al-Majali et al., 2007) e pastejo em piquetes
consorciados (Al-Talafthah et al., 2003) (OR = 22.60). Dados semelhantes foram obtidos por
Reviriego et al. (2000) na Espanha, que descreveu pastoreio em pastagens consorciadas com
outros ruminantes como fator de risco, assim como relatados por Islam et al. (2013).

A vacinagdo com vacina Rev-1 comportou-se como um fator de protecao a
infeccao (OR= 0.01) (Al-Talafthah et al., 2003; Al-Majali et al., 2007), assim como a freqiiéncia
de praticas de desinfec¢do, mais de trés vezes ao ano (OR = 0,02) (Reviriego et al., 2000), uso de
desinfetantes, fornecimento de agua encanada (Al-Talathah et al., 2003) e a disponibilidade de
servico veterinario na propriedade (Mainar-Jaime & Vazquez-Bolande, 1999).

No Paraiba, a baixa freqliéncia de higienizagdo das instalagdes foi a caracteristica
associada ao aumento do risco de infeccdo pela B. ovis em carneiros, pois nas propriedades onde a
higienizagdo era realizada com frequéncia didria/semanal e/ou mensal ndo houve animais
soropositivos, contra 7,2% (6/77) e 12,5% (18/126) das propriedades que ndo higienizavam e o

faziam de forma semestral e anual, respectivamente (Clementino et al., 2007).

2.2.5 Transmissao

A transmissdo da brucelose pode ocorrer por contato direto com tecidos de animais
infectados e por via transplacentaria; e por contdgio indireto pela ingestdo de alimentos e dgua
contaminados (Castro et al., 2005), fomites e inseminagao artificial (Brasil, 2006). J4 a penetracao
das brucelas no organismo dos hospedeiros pode ocorrer pelas vias digestiva, respiratoria e pelas
mucosas conjuntival, prepucial e vaginal, além da pele lesionada (Brasil, 2006), sendo que para os
ovinos, a principal porta de entrada para B. ovis ¢ a mucosa genital; ja para B. abortus ¢ por via

digestiva, durante a ingestao de alimentos e/ou 4gua contaminados (Lira & Megid, 2009).
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Quispe et al. (2002) observaram rapida disseminac¢dao da enfermidade durante 60
dias de estacdo de monta no Peru, durante esse periodo foram observados 27 casos novos de
machos sororeagentes em rebanho de reprodutores e prevaléncia pré-estagdo de monta de 58,7%
(101/172) de machos positivos a B. ovis.

A transmissdo de B. ovis de machos artificialmente infectados para fémeas nao
infectadas através do coito foi demonstrada por Brown et al. (1973). Essas mesmas fémeas foram
fontes de infeccdo para outros machos nao infectados apds acasalamento, confirmando a
transmissdo venérea do agente.

Devido a capacidade de aderéncia a zona pelucida do 6vulo, a B. ovis pode ser
vastamente disseminada através da técnica de transferéncia de embrides, sendo que a técnica de
lavagem do material a ser transferido com Penicilina e Estreptomicina, nem sempre ¢ eficaz
(Wolfe et al., 1988). Palhetas de sémen podem ser outra fonte de disseminagdo da doenca entre as
fronteiras (Ridler, 2002), além da importacdo de reprodutores, como ocorreu com o México que
teve seu primeiro relato da doenca em 1979 em machos Suffolk importados do EUA (Luna-

Martinez & Mejin-Teran, 2002).

2.2.6 Patogenia

As alteragdes clinicas causadas pela Brucella spp. sdo encontradas, especialmente,
nos orgaos reprodutores e tecido reticulo-endotelial. As lesdes no trato reprodutor, na placenta e
no feto de bovinos, ovinos, suinos e caprinos levam a infertilidade, associadas ou nao ao
abortamento (Ocholi et al., 2005). Tais lesdes sdo decorrentes do processo patolégico da doenga,
que ¢ iniciado com a penetragdo do agente pelas mucosas. Em seguida, a bactéria ¢ conduzida
livremente ou no interior dos macréfagos por meio da corrente linfatica, aos linfonodos regionais,
onde se multiplica ativamente e permanece por dias a meses. A partir dai, atinge a circulagdo
sanguinea, caracterizando um quadro agudo, favorecendo a disseminagdo da bactéria por todo
organismo, especialmente nos 6rgdos ricos em células fagocitarias, como figado, linfonodos,
bago, bem como pulmodes e rins, podendo ocasionar hiperplasia linféide, granulomas difusos,

esplenomegalia, hepatomegalia e endocardite (Paulin, 2003; Brasil, 2006; Lira & Megid, 2009).
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Devido a preferéncia das brucelas por eritritol, alcool utilizado pelo microrganismo como fonte
de energia para seu crescimento, a maioria das lesdes se concentram nos 6rgaos genitais, onde ha
maior concentracao desta substancia (Brasil, 2006; Gul & Khan, 2007). A partir do segundo més
pos-infeccdo, B. ovis desaparece dos ganglios linfaticos e outros oOrgdos encontrando-se
unicamente nos epididimos, vesiculas seminais, glandulas bulbouretrais, ampolas dos ductos
deferentes e, por vezes, nos rins (Robles, 1998).

Estabelecida no epididimo, B. ovis produz uma reagdo inflamatoria caracterizada
por edema perivascular e infiltracdo celular do tecido conectivo. Ocorre hiperplasia do epitélio
dos tibulos epididimarios e um processo de metaplasia leva a formacdo de vesiculas intra-
epiteliais. As mudangas epiteliais conduzem ao extravasamento de espermatozoides no intersticio
causando uma forte reacao inflamatoria e a formacao de granulomas espermaticos. As vesiculas
seminais e as ampolas parecem ser o local mais comum da infeccdo por B. ovis, porém sem
lesdes palpaveis no aparelho reprodutor (Robles, 1998). Segundo Pessegueiro et al. (2003),
agentes que causam doencga crénica, como € o caso das brucelas que podem adentrar no interior
dos macrofagos e do reticulo endoplasmatico rugoso de células inflamatérias, adquirem a
capacidade de evitar ou suprimir a resposta imunoldgica, pois, impedem a formacdo do
fagolisossoma (Gross et al., 2003) e degranulagdo de neutrdfilos (Castro et al., 2005).

Brucella ovis tem sido isolada em carneiros a partir do epididimo, testiculo, tinica
vaginal, vesiculas seminais, ampolas dos ductos deferentes, glandulas bulbouretrais, figado, rins,
bago e ganglios linfaticos regionais. Contudo, o sémen ¢ a via de maior importancia para
excrecdo e transmissdo do agente. As fémeas se infectam e desenvolvem a enfermidade quando
prenhes, e a resposta inlamatoria gera, principalmente, placentite, porém sio incapazes de manter

a infeccao de uma estagao reprodutiva para outra (Robles, 1998).

2.2.7 Sinais clinicos

A brucelose em ovinos ¢ uma enfermidade cronica causada especificamente por B.

ovis, caracterizada por induzir lesdes genitais, caracterizadas por epididimite e sémen de
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qualidade varidvel (Megid et al., 2010), podendo resultar em subfertilidade ou infertilidade nos
machos (Carvalho Junior et al., 2010), abortamentos nas fémeas e mortalidade de cordeiros
(Xavier et al., 2009). B. mellitensis e, raramente, B. abortus podem causar a doenga em ovinos,
sendo que a ocorréncia dessas bactérias nesses animais estd associada a criacdo consorciada de
caprinos, bovinos e ovinos (Ocholi et al., 2005). Ademais, B. mellitensis nao foi diagnosticada no
Brasil (Brasil, 2006).

As lesdes causadas por B. ovis se restringem ao trato reprodutor de fémeas e
machos, concentrando-se no epididimo, testiculo e vesiculas seminais (Paulin, 2003; Carvalho
Junior et al., 2010), enquanto nas fémeas B. ovis ocasiona cervicite e endometrite, podendo ou nao
estar associada a abortamentos (Carvalho Junior et al., 2010), e, ainda, mortalidade neonatal em
cordeiros (Buddle, 1956).

Os sinais clinicos iniciais passam geralmente despercebidos, os animais
apresentam um periodo de febre acompanhada de apatia, dispnéia e inflamag¢do do escroto. A
primeira lesdao palpavel no epididimo aparece em torno de 45 dias ap6s infec¢ao, ocorrendo ainda
dor local e acimulo de liquido dentro da bolsa escrotal (Robles, 1998).

As fémeas infectadas podem abortar. Os abortamentos ocorrem, com maxima
frequéncia, na segunda metade da gestacdo e acarretam como sequela a endometrite. Também ¢
observado o nascimento de crias mortas ou de cordeiros com debilidade vital na gestagcdo a termo
(Beer, 1999).

Apo6s periodo agudo, as lesdes palpaveis variam de leve aumento de tamanho a
severas areas de induragdo dos testiculos, com deformagdes na cauda do epididimo, bolsa escrotal
espessa e com fibrosamento que restringe a mobilidade do testiculo, ha inclusive aderéncias
fibrosas obstruindo a cavidade que separa as tunicas (Ridler, 2002; Robles, 2004). Os animais
afetados apresentam libido normal e a qualidade do sémen ¢ variavel, porém, usualmente, a
concentracdo e a motilidade de espermatozoides estd diminuida, surgindo defeitos de cauda e
cabecga dos espermatozoides soltas com aumento variavel da quantidade de neutrofilos (Robles,

1998), e o microrganismo pode ser excretado no s€émen ou os animais infectados apresentam
apenas resposta sorologica (Burgess et al., 1982).

A ma qualidade do sémen se deve a presenca das lesdes palpaveis no epididimo,

principalmente quando ambos estdo afetados, pois a epididimite pode ser uni ou bilateral, mas
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comumente ¢ unilateral, e as lesdes testiculares sdo sempre secundarias a epididimite, ocorrendo
principalmente atrofia testicular. Alteragdes nas vesiculas seminais podem ser encontradas,
incluindo edema (Carvalho Junior et al., 2010).

Experimentalmente os sinais clinicos se assemelham a infec¢do natural, ocorrendo
degeneragdo, atrofia e mineralizacdo testicular, aderéncias testiculares, deformagdes, aumento de
volume, presenca de massas caseosas e cistos purulentos nos epididimos, sendo a maior
incidéncia de granulomas espermaticos na cauda. Histologicamente foi detectado epididimite,
vesiculite, ampolite cronica e aglomerado de neutrofilos e macréfagos fagocitando
espermatozodides e células gigantes em contato direto com células mononucleares (Paolicchi et al.,

2000).

2.2.8 Achados patolégicos

As alteragdes patoldgicas em carneiros infectados estdo praticamente restritas ao
trato genital, envolvendo principalmente epididimos, testiculos e glandulas sexuais acessorias. As
primeiras lesoes aparecem na cauda do epididimo. Os achados macroscopicos no estagio cronico
da enfermidade consistem no aumento do tamanho do epididimo afetado em até quatro ou cinco
vezes de seu tamanho normal. A cauda do epididimo afetada esta firme a palpacdo e com
contorno irregular (Robles, 1998).

Geralmente, em casos de orquite/epididimite por Brucella ovis, ao corte dos 6rgaos
reprodutivos, observa-se extravasamento de exsudato amarelado de consisténcia cremosa e
histologicamente presenca de granulomas nas trés por¢cdes do epididimo, cistos epiteliais,
infiltrado de células mononucleares e esclerose de vasos (Narez et al., 1999).

Podem ser observadas aderéncias entre o epididimo, testiculo e tinica vaginal. Em
algumas ocasides o epididimo estd totalmente afetado, mas ¢ importante salientar que a afec¢cao
da cabega e corpo do epididimo ¢ sempre precedida pela afeccdo da cauda do mesmo 6rgdo. As
alteracdes nos testiculos sdo sempre secundarias aquelas dos epididimos. A atrofia testicular ¢ o
achado mais comum e ¢ mais severo em casos onde ha grande quantidade de aderéncias. A

presenca de calcificacao também tem sido reportada (Robles, 1998).
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Fémeas artificialmente infectadas no segundo més de gestacdo apresentaram morte
neonatal e nascimento de cordeiros saudaveis, sendo possivel o isolamento em placentas e
deteccao de titulos para a bactéria no colostro (Ris, 1970). Ocholi et al., (2004) isolaram o agente
em leite e swab vaginal de ovelhas que haviam abortado. As lesdes sdo caracterizadas por
degeneracdo e inflamacdo do endométrio com infiltragdo linféide local ou difusa, com
desenvolvimento de endometrite necrotica purulenta em casos mais graves (Burgess, 1982).

Al-Talathah et al. (2003) estudando oito propriedades da Jordania, observaram
20% de média de abortamentos no rebanho, e relataram que 13% desses eram causados por
Brucella melitensis.

Os achados mais consistentes observados em ovelhas prenhes sao na placenta fetal,
caracterizada por lesdes na darea intercotiledonaria formada de numerosas placas cinza-
amareladas. Em muitos casos as placas coalescem formando manchas, a membrana
coreoalantdide estd aderida ao amnio ou estd espessada por um edema viscoso e gelatinoso.
Alguns contilédones apresentam areas difusas amarelo-acinzentadas de descoloracdo e sao mais
firmes e consistentes que o normal. Mudancas histopatologicas na area intercotiledondria incluem
necrose de trofoblastos contendo organismos e sdo circundados de numerosos neutrdfilos e
macréfagos. Lesdes vasculares sdo comuns, ocorrendo tromboses com o inchamento das células
endoteliais e alteragdes proliferativas no endotélio e intima. Infiltrado de neutréfilos e de células
mononucleares ocorrem na adventicia e camada média de varios vasos. Nos cotilédones ha

necrose de vilos com acumulo de neutrofilos (Burgess, 1892).

2.2.9 Analise de sémen

A presenga de leucdcitos no sémen de carneiros pode ser um indicativo de
infeccao clinica causada por B. ovis, podendo ser utilizado como técnica de triagem (Kimberling
et al., 1986). De 887 reprodutores ovinos examinados, 80 apresentaram leucocitos no ejaculado,
destes, 67,5% (54) foram positivos para cultura de B. ovis. Em amostras fracamente positivas para

Brucella ovis, os ejaculados estavam aquosos, s€émen pouco denso, acompanhado de coagulos
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mucosos e presenga de células inflamatorias. Nos casos em que havia muitas células inflamatorias
foram encontradas bactérias fagocitadas no interior dos neutréfilos (Wiemer & Ruttle, 1987).

Uma das causas da queda da fertilidade causada pela presenca de B. ovis ocorre
devido a presenca de leucdcitos no ejaculado que produz citocinas, fator de necrose tumoral-o
(TNF-a), radicais livres e reduzem a motilidade e o potencial de fertilidade dos espermatozoides,
além do sistema imune produzir resposta anti-espermatica de longa duragao nas células infectadas
(Paolicchi et al., 2000).

A infeccdo por B. ovis causa perda na qualidade seminal devido a queda da
concentragdo e motilidade, aumento de espermatozodides sem cabeca e com defeitos de cauda
(Cameron & Lauerman Junior, 1976). Kott et al. (1988) compararam ejaculados de carneiros
naturalmente infectados com de machos livres da infeccdo e descreveram o sémen de animais
positivos com menor motilidade, aumento do nimero de células espermdticas anormais ¢ com
defeitos de cabega, menor porcentagem de espermatozoides vivos e alta concentragdo de células
brancas no ejaculado e no sangue desses animais.

Em 14 animais experimentalmente infectados Paolicchi et al. (2000), observaram
oligospermia, presenca de células inflamatdrias, aumento de células de progénie espermatica,
esfregaco seminal contendo a bactéria rodeada por fagocitos, no entanto o isolamento seminal e

nos 0rgdos genitais ocorreu em 57% e 36% dos animais, respectivamente.

2.2.10 Resposta imune

A resposta imunitaria do animal ¢ variada e pode estar dirigida contra antigenos
presentes nos espermatozoides, fluido seminal, a propria Brucella ou uma combinacdo destes
(Robles, 1998).

A imunidade mediada por células tem fungdo de reduzir o niimero inicial de
bactérias. Os macréfagos, neutrdfilos e as células natural killer (NK) desempenham um papel
fundamental na fase da resposta a invasdo contra a Brucella sp. (Goldinget al., 2001). As células

NK formam a primeira linha de defesa contra Brucella sp., pois sdo ativadas diretamente pelas
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bactérias. Apos ativadas eliminam as células infectadas através da secre¢ao de interferon-y (IFN-
Y), citocina que estimula tanto a atividade de fagocitose bacteriana de macréfagos quanto a
atividade citotoxica de linfocitos T CD8 + (Golding et al., 2001).

Os macrofagos tém a funcdo de reconhecer produtos microbianos por ligacao
direta a eles, e induzem sinais intracelulares que ativam fatores de transcri¢do (tal como o NF-
kB) que liberam a produgdo de citocinas tais como TNF-a, IL-1 e IL-6, e processam antigenos
em seus compartimentos intracelulares promovendo uma resposta imune adaptativa (Forestier et
al., 2000).

Os neutrofilos sdo responsaveis pela fagocitose e subsequente destrui¢do da
Brucella sp., e embora sejam as primeiras cé€lulas relacionadas com a eliminagdo de agentes
patogénicos, sdo considerados de baixa eficiéncia na eliminagdo da Brucella sp., pois, podem se
disseminar nos 6rgaos, tornando a infec¢do constante (Rivers et al., 2006). As bactérias ingeridas
podem sobreviver pelo mecanismo destrutivo dos fagocitos gragcas as moléculas de baixo peso
molecular que inibem o sistema antibacteriano mieloperoxidase peroxido de hidrogénio-haleto
(Canning et al., 1985).

A ativagdo do complemento constitui um fator essencial para a resposta inata,
ocorrendo apos a entrada da Brucella sp. no organismo, e tem a funcdo de proteger as células e
tecidos normais, evitando a liberagao de produtos de degradagdo e consequentemente possiveis
lesdes teciduais. A lise de bactérias € mediada, principalmente, pela via classica do complemento,

que ¢ dependente de anticorpos (Sarafana et al., 2007).

2.2.11 Diagnostico

O diagnodstico de maior confiabilidade ¢ obtido por meio do isolamento e
identificacdo do micro-organismo em animais suspeitos (Pinheiro Junior et al., 2008), a partir de
amostras de sémen, leite, secrecdes vaginais, anexos placentarios, figado, pulmao, linfonodos,
testiculos, epididimo e vesiculas seminais (Brasil, 2006). Entretanto, essa técnica possui

sensibilidade limitada, alto custo e execucdo demorada. Diante disso, os métodos indiretos
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baseados em testes soroldgicos sdo amplamente utilizados em programas de controle e
erradicacao da doenca (Jardim et al., 2006).

A Organiza¢ao Mundial de Saude Animal (OIE) recomendou para uso nas técnicas
soroldgicas de diagnostico para B. ovis o extrato salino obtido por aquecimento a partir da cepa
REO 198 (OIE, 2011). Este antigeno ¢ rico em lipopolissacarideo rugoso (LPS-R) e outras
proteinas externas de membrana (Estein, 1999). A sensibilidade e especificidade da imunodifusao
em gel de agar (IDGA) tém sido avaliadas por varios pesquisadores, sendo que a sensibilidade
varia de 91,7% a 100% e a especificidade situa-se em torno de 100% (Worthigton et al., 1984,
Robles, 1998, Ficapal et al., 1998).

Os testes Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), 2-Mercaptoetanol e Fixagao
de Complemento (FC) sdo as principais provas laboratoriais para detectar anticorpos contra B.
abortus e contra B. mellitensis (Ferreira et al., 2003). O teste de Polarizacdo Fluorescente (TPF)
foi aprovado pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) como teste
confirmatorio para cepas lisas (Brasil, 2010).

A Fixacao de complemento ¢ a prova mais utilizada para o diagndstico serologico
da infeccdo por B. ovis. Tem sido usada com éxito junto com outros procedimentos em
programas de controle para eliminar a brucelose bovina em nivel de estabelecimento (West &
Bruere, 1979).

O AAT ¢ uma técnica de triagem, que consiste numa prova de aglutinagdo
antigeno-anticorpo, usada no diagnostico de B. abortus, sendo que os resultados positivos nesta
técnica devem ser confirmados por outros testes, como o 2-ME ou FC (Pessegueiro et al., 2003).
O 2-ME tem como fungdo inibir as reagdes inespecificas decorrentes de [gM (Nozaki et al, 2004),
enquanto a FC ¢ utilizada para identificar anticorpos da classe IgG, de alta especificidade. Tais
provas, associadas aos testes de triagem, aumentam a especificidade do diagnostico (Pessegueiro
et al., 2003).

Em contraste com B. abortus, B. melitensis e B. suis, que sao Brucellas lisas, B.
ovis ¢ de tipo rugoso. Esta caracteristica ¢ importante para o tipo de teste que sera utilizado, ja que
B. ovis ndo tem a habilidade de formar suspensdes estaveis e, portanto, os testes baseados em

aglutinacdes ndo sdo utilizados (Robles, 1998). Para o diagnostico de B. ovis o MAPA recomenda
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a Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) como teste padrio de triagem, sendo que os animais
reagentes a esse teste devem ser confirmados por meio da FC (Brasil, 2004).

Desde que foi reportada por Myers e Siniuk (1970), a IDGA tem sido amplamente
utilizada, sendo adotados diferentes procedimentos, e apresenta grande variagdo dos resultados,
porém, quando ha padroniza¢do com adequada concentracdo de cloreto de sédio no gel e ¢
utilizado um antigeno apropriado, a difusdo em gel ¢ tdo sensivel quanto a fixacdo de
complemento. Os géis podem ser preparados com diferentes agares, agaroses e tampdes, mas os
géis hipertonicos (10% de NaCl) sdo altamente recomendaveis. O antigeno obtido através de uma
extracdo salina aquecida e uma concentragdo entre 2-10mg/ml rende os melhores resultados. A
imunodifusdo em gel de 4gar apresenta baixo custo, ¢ de facil realizagcdo e interpretacdo, € ndo
requer equipamentos ou instalagdes especiais. As maiores desvantagens sao que os antigenos nao
tém sido padronizados e os resultados sdo lidos ap6s 72 horas, sendo apenas qualitativos (Robles,
1998).

Outros testes podem ser utilizados para o diagnostico de brucelose ovina, como
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) indireto e competitivo, ¢ Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Para ELISA indireto sdo utilizados diversos kits comerciais contendo lipopolissacarideos
da parede celular das brucelas, sendo considerado de alta sensibilidade e especificidade
semelhante aos testes de triagem (Brasil, 2006). Segundo Nozaki et al. (2004), a utilizacao das
técnicas de ELISA e IDGA para o diagndstico de B. ovis € mais confiavel, uma vez que, juntos,
proporcionam maior sensibilidade.

Como diagndstico complementar para diagnostico de brucelose a partir de material
abortado, a PCR pode ser utilizada, através da andlise de secrecdes do trato genital e excrecdes
corporais, que detecta um segmento de DNA especifico de Brucella spp., sendo considerada de

alta sensibilidade e especificidade (Elisei et al., 2010).

2.2.12 Importancia econdmica e social

A infeccdo por B. ovis compromete sobremaneira a produtividade do rebanho em

decorréncia do comprometimento da fecundidade nos machos, abortamento em fémeas e
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crescente mortalidade perinatal. A bactéria ndo acomete o homem e, portanto nao se trata de uma

zoonose (Homse et al., 1995).

2.2.13 Tratamento, prevenc¢ao e controle

A brucelose em animais de produ¢do ndo possui um tratamento especifico, pois a
bactéria ¢ intracelular facultativa, requerendo o uso de antibidticos com boa penetragdo durante
periodos prolongados, além da utilizacdo combinada de classes desses medicamentos, tornando o
tratamento inviavel devido aos custos e muitas vezes os sinais clinicos ndo desaparecem,
reduzindo apenas o surgimento de complicagdes (Estein, 1999).

Apesar do tratamento ser incapaz de resolver a epididimite clinica e as lesdes
microscopicas caracteristicas da enfermidade, ja foi reportado o uso de aurecomicina combinada
com estreptomicina e oxitetraciclina, com sucesso, para deter a eliminagdo de B. ovis pelo sémen
(Robles, 1998).

As medidas de preven¢do e controle para brucelose em bovinos e bubalinos se
ap6iam em dois pilares: vacinacao e diagnostico, que permitem reduzir ou evitar a exposi¢ao dos
animais ao agente ¢ aumentar a resisténcia do rebanho as brucelas (Jardim et al., 2006). Com
1sso, o Plano Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT)
determina a vacinagdo obrigatdria de fémeas entre trés e oito meses e de animais adultos que nao
foram vacinados quando jovens, além de abate sanitario dos sororreagentes ao AAT e
confirmados no 2-ME ou FC, controle do transito de animais, feito somente com certificado de
teste negativo, interdi¢do de propriedades com focos de brucelose e certificagdo de propriedades
livres e monitoradas (Brasil, 2006).

Tais medidas pretendem ser adotadas pelo Plano Nacional de Vigilancia e
Controle da Epididimite Ovina (PNVCEQO), ainda ndo implantado, com excecao da vacinagao,
que ndo existe para ovinos no pais. Assim, o programa recomenda o diagnostico precoce da
enfermidade, causada por B. ovis, fazendo-se o uso da IDGA como prova de triagem em

laboratorios credenciados e da FC como confirmatério, realizado somente por laboratdrios
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oficiais. Assim, animais positivos pelo teste de IDGA e confirmados pela FC devem ser
destinados ao abate sanitario, seguido de visita e interdi¢ao do estabelecimento onde ocorreu o
caso (Brasil, 2004). Além disso, o transito e a participacdo de animais machos nao castrados,
acima de seis meses, em feiras e exposicdes, se faz mediante a apresentacdo da guia de transito
(GTA) acompanhado de testes negativos, sendo o IDGA conclusivo para o transito e valido
durante o periodo do evento.

Ainda como medida de controle, o programa prevé a certificacdo de propriedades
livres de epididimite, obtido mediante trés testes de IDGA negativos consecutivos € com
intervalos semestrais, em todos os ovinos machos ndo castrados, com idade acima de seis meses,
e eutandsia dos animais positivos. A certificagdo tem validade de 24 meses, durante os quais sao
realizados testes sorologicos semestralmente. Terminado os 24 meses, a certificagdo podera ser
renovada, mediante a realiza¢do de testes soroldgicos na categoria animal descrita acima (Brasil,
2004). Ademais, o controle da infec¢do por B. ovis, deve se basear na eliminagdo dos machos

com diagndstico bacteriologico e/ou sorologico positivo (Estein, 1999).
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CAPITULO 2

FATORES ASSOCIADOS A PREVALENCIA SOROLOGICA DE Neospora caninum NO
REBANHO OVINO DE SERGIPE, BRASIL
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1. RESUMO E ABSTRACT

Objetivou-se determinar a prevaléncia e os fatores associados a infec¢do por
Neospora caninum em ovinos de Sergipe, Nordeste brasileiro. Foram colhidas 932 amostras de
soros de ovinos, oriundas de 54 propriedades de 19 municipios do Estado e analisadas pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) para pesquisa de anticorpos contra N. caninum, com
ponto de corte de 1:50. Observou-se que 12,45% (116/932) dos ovinos foram sororeagentes. Na
regressao logistica ndo condicional a presenga de caes na propriedade (OR=0,36) e uso de aprisco
(OR=0,53) foram fatores associados a protecdao; enquanto que propriedades maiores que 50
hectares como fator associado a infec¢do (OR=1,71). A prevaléncia encontrada indica que a
regido ¢ endémica, e, portanto, cabe a ado¢ao de medidas preventivas e de controle.

Palavras-chaves: epidemiologia, imunofluorescencia, neosporose.

The aim of this study was to determine the prevalence of Neospora caninum
infection and associated factors in sheep from Sergipe State, Northeastern Brazil. A total of 932
sheep serum samples from 54 properties in 19 municipalities of the State were collected and
assayed using indirect fluorescent antibody test. A cutoff point of 1:50 was adopted and 12.45%
(116/932) of sheep were serum-reactive. In a logistic regression, presence of dogs in property
(OR=0,36) and use of pen house (OR=0,53) was associated with protection and properties bigger
than 50 hectares (OR=1,71) was associated with infection. The prevalence found indicates that
the disease is endemic in the region, and so, adoption of preventive and control measures is
necessary.

Keywords: epidemiology, imunofluorescence, neosporosis.
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2. INTRODUCAO

Neospora caninum € o protozoario causador da neosporose. Os caes (McAllister et
al., 1998), coiotes (Gondim et al., 2004), dingos australianos (King et al., 2010) e lobos cinzentos
(Dubey et al., 2011) s@o considerados hospedeiros definitivos e por isso desempenham um papel
fundamental na manutengao e disseminacao desse agente.

Este parasito possui um ciclo de vida heteroxeno facultativo e pode infectar
diversos animais, tais como ovinos (Dubey et al., 1990), caprinos (Dubey et al., 1992), bovinos
(Dijkstra et al., 2001) e galinhas (Costa et al., 2008). Apesar de ter sido observada a presenca de
anticorpos contra N. caninum em humanos (Lobato et al., 2006), seu potencial zoondtico ainda
nao foi confirmado (Dubey et al., 2007). As vias de transmissdo mais comuns sao: a
transplacentaria (Paré et al., 1996), a ingestdo de cistos presentes em tecidos pelos carnivoros
(Bergeron et al., 2001) e a ingestdo de oocistos em agua ou alimentos contaminados (McAllister
et al., 1998).

A ovinocultura ¢ uma atividade econdmica explorada mundialmente, presente em
diferentes areas sob as mais diversas caracteristicas bioclimatologicas (Leite, 2004). O efetivo
rebanho ovino brasileiro ¢ de 16.789.492 de animais, sendo 55,55% encontrados na regido
Nordeste (Brasil, 2012), que tem apresentado capacidade para a exploragdo de ruminantes
domésticos, principalmente ovinos, pela disponibilidade de vegetacdo natural (Alvares, 2005;
Leite & Simplicio, 2005).

A neosporose ¢ importante para a espécie ovina, por causar distarbios relacionados

a reproducdo, e consequentemente perdas econdmicas devido a abortamentos, mortalidade
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neonatal e nascimento de cordeiros fracos (Anderlini et al., 2011; Pinto et al., 2012). A
prevaléncia da infeccdo em rebanhos ovinos no Brasil varia de 3,0% em Sdo Paulo (Cardoso et
al., 2008) a 64,2% em Pernambuco (Tembue et al., 2011). A variacdo da soroprevaléncia também
pode ser observada em outros paises (Dubey & Schares, 2011).

Ovinos tém sido utilizados como modelo experimental para bovinos (Weston et
al., 2009). Fatores de risco nessa espécie ainda sdo pouco conhecidos, porém, alguns estudos
realizados identificaram uma relagao entre a frequéncia e tamanho da propriedade, ingestao de
agua represada, abate de animais na propriedade, cdes com acesso as visceras (Munhoz et al.,
2009; Anderlini et al., 2011; Machado et al., 2011). Considerando a importancia da enfermidade
e a escassez de informacgdo epidemiologica em Sergipe, objetivou-se identificar os principais
fatores relacionados a frequéncia de anticorpos contra Neospora caninum em rebanhos ovinos no

estado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local De Estudo

Este estudo foi realizado no Nordeste do Brasil, Sergipe (Latitude entre 9°30'49" e
11°34'05" e Longitude 36°23'40" e 38°15'00"), que tem um rebanho de ovinos de 247.703
animais, e ¢ dividido em trés mesorregides : o "Sertdo Sergipano" que apresenta 41,19 % desta
populacdo, o "Agreste Sergipano" possui 44,12%, e o "Leste Sergipano" contém 14,69% do

rebanho (Governo De Sergipe , 2007).

3.2 Descricao Da Populacao

O efetivo ovino de Sergipe ¢ de 247.703 animais, distribuidos nas trés
mesorregides do Estado da seguinte forma: o Sertdo Sergipano possui 41,19% dessa populagdo, o
Agreste Sergipano 44,12%, e o Leste Sergipano, 14,69% (Governo de Sergipe, 2007). O rebanho
¢ composto basicamente por animais da raca Santa Inés, animais sem raca definida (SRD) e
outros. O sistema de exploracdo de ovinos predominante caracteriza-se pelo pastoreio extensivo

durante o dia e alguma protecdo do ambiente natural durante a noite.
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3.3 Delineamento Amostral

Amostragem nao probabilistica foi utilizada para selecionar os produtores. Este foi
o método de eleigdo porque ndo existe uma listagem representativa dos produtores de ovinos no
Estado, o que torna impossivel uma amostragem ao acaso, sendo adotada amostragem por
conveniéncia. Para sele¢do das propriedades, utilizou lista da Associag¢do Brasileira de Criadores
Ovinos (ASCCO, banco de dados Empresa de Desenvolvimento Agropecudrio de Sergipe
(EMDAGRO/SE) e indicagdo de veterinarios atuantes em cada regido.

Para determinagdo do universo amostral foram selecionados os municipios com
maiores rebanhos ovinos de cada regido do Estado, totalizando 19 municipios, sendo seis deles da
mesorregido do Sertdo Sergipano (83.728 animais), seis do Agreste Sergipano (89.688 animais) e
sete do Leste Sergipano (20.373), perfazendo 193.789 animais, que representam 78,23 % da
populagdo ovina do Estado (247.703).

O niimero minimo de amostras a serem testadas (383) foi calculado pelo programa
estatistico EPI-INFO versao 3.5.1, considerando uma prevaléncia esperada de 50%, uma vez que
nao ha estudos de prevaléncia anteriores na regido, ¢ os estudos em estados vizinhos apresentam
resultados discrepantes, adotou-se, ainda, erro amostral de 5% e grau de confianga de 95%, para
uma populacao de 193.789 animais. O nimero de propriedades a serem visitadas foi estimado de
acordo com o nimero minimo de amostras a serem colhidas por municipio, o que foi
determinado por proporcionalidade ao rebanho municipal, sendo estabelecida uma média de 15

amostras por propriedade.

34 Coleta de Amostras

A coleta das amostras foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UESC-39/2009). As amostras de sangue, dos animais selecionados, foram colhidas
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mediante puncdo da veia jugular externa, entre marco e maio de 2008. Estas foram centrifugadas
a 1600g por 10 minutos, sendo os soros separados, acondicionados em microtubos e congelados a
-20°C. Na visita foi aplicada uma entrevista semi-estruturada abordando dados do animal, do
criador, da propriedade, do sistema de produgdo, manejo sanitario e alimentar.

Foram colhidas 932 amostras oriundas de 54 propriedades, distribuidas nos 19
municipios, dos 75 que compdem o estado, sendo 38,20% (356/932) no Sertdo de Sergipe,
44,85% (418/932) no Agreste de Sergipe e 16,95% (158/932) no Leste de Sergipe.

Municipios amostrados

1. Canindé do S3o Francisco
2. Poco Redondo

3. Porto da Folha

4. Gararu

5. Monte Alegre de Sergipe
6. Nossa Senhora da Gldria
7. ltabaiana

8. Campo do Brito

9. Simdo Dias

10. Lagarto

11. Poco Verde

12. Tobias Barreto

13. Sdo Cristdovéo

14. Itaporanga d'Ajuda

15. Salgado

16. Estdncia

17. Araua

18. Itabaianinha

19. Tomar do Geru

Figura 2.1 — Mapa de Sergipe, dividido em mesorregides: Sertdo Sergipano, Leste Sergipano e
Agreste Sergipano, com os municipios amostrados identificados.

Dos animais amostrados, 192 (20,60%) eram machos, dos quais 90 eram
reprodutores, e 740 (79,40%) fémeas, sendo 545 matrizes. Quando considerada a estratificagdao
por idade, 298 ovinos eram jovens (31,97%), com idade entre seis meses e um ano e 634
(68,03%) tinham idade estimada superior a um ano.

Os sistemas de producdo das propriedades foram classificados em extensivas
(38/54) e com algum grau de tecnificacao (16/54) segundo os critérios a seguir, possuir tratador
de ovinos, aprisco, terem assisténcia técnica regular, realizar monta controlada e fazer

suplementa¢do alimentar.
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3.5 Sorologia

As andlises para pesquisa de anticorpos contra N. caninum foram realizadas no
laboratério da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), foi empregada a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFT). Nela, foram utilizadas laminas apropriadas para IFI, contendo
antigenos da cepa NcBA de N. caninum, soros controles positivo — obtido através da inoculagdo
de N. caninum (1x10°) em um cordeiro de 06 meses de idade —, ¢ negativo para N. caninum,
obtido através de testes consecutivos. A diluicao inicial foi de 1:50 (Figliuolo et al., 2004), ¢ os
positivos foram submetidos a diluigdes sequenciais na base dois até a negativagao.

Para preparo das laminas adicionou-se 10 microlitros de solu¢do, contendo uma
concentragdo de 500 a 1000 taquizoitas por microlitro, em cada poco da lamina, em seguida a
lamina foi levada a estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos, foi realizada fixacdo em
metanol por 5 minutos e as laminas foram acondicionadas em lenco de papel individualmente e
protegidas da luz com papel aluminio, sendo armazenadas a -20°C até o momento da utilizagao.

Para execucdo da técnica, lavaram-se as laminas previamente preparadas em
solucdao tampao por 5 minutos, incubou-as a 37°C até secagem, e adicionou-se 10 microlitros de
amostra soroldgica a ser testada, ja diluida, uma em cada pogo, totalizando 10 amostras por
lamina, e 10 microlitros do controle positivo e negativo nos dois pogos restantes. As laminas
foram mais uma vez incubadas a 37°C por 30 minutos, em camara imida, em seguida foram
lavadas em PBS por cinco minutos por duas vezes, e ficaram em temperatura ambiente até
secagem. Com as laminas secas, colocou-se 10 microlitros do anticorpo anti-ovino conjugado
com Isotiocianato de Fluoresceina (F-7634, Sigma-Chemical, EUA) diluido em PBS-Azul de
Evans (0,5%) em todos os pogos, protegeu-se as laminas da luz e em sequéncia elas foram
novamente incubadas a 37°C por 30 minutos, protegidas da luz. Apds incubacdo as laminas
foram lavadas em PBS por cinco minutos, € em seguida ficaram em temperatura ambiente até
secagem, sempre abrigadas da luz. Por fim, adicionou-se uma gota de glicerina entre os pogos,
cobriu-se a lamina com laminulas e levou-se para leitura em microscopio Binocular BX 51

™ . A
(Olympus ) com sistema de fluorescéncia.
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Foram considerados os campos com soros positivos os que mais de 50% dos

taquizoitas apresentaram fluorescéncia periférica total.

3.6 Analise Estatistica

Para identificar fatores de risco associados a infec¢do por N. caninum, foi
conduzida uma andlise univariada usando o teste qui-quadrado e o teste exato de Fisher com nivel
de significdncia a 5%, utilizando o programa estatistico EPI-INFO versdao 3.5.1. Todas as
variaveis com plausibilidade bioldgica e p < 0,2 na andlise bivariada foram submetidas a uma
analise de colinearidade determinada pelo Teste de Spearman, no programa BioEstat 5.0, e,
posteriormente uma andlise de regressdo logistica multivariada ndo condicional (stepwise) foi

executada no programa EPIINFO versao 3.5.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O niimero de amostras analisadas foi maior que os demais estudos conduzidos no
Nordeste, que ¢ a regido do pais com maior nimero de ovinos (55,55%) (Brasil, 2012).
Anticorpos contra N. caninum foram encontrados em 116/932 (12,45%) animais, com titulos
variando entre 1:50 (18/932; 1,93%), 1:100 (38/932; 4,08%), 1:200 (13/932; 1,40%), 1:400
(22/932; 2,36%), 1:800 (10/932; 1,07%), 1:1600 (08/392; 0,86%) e 1:3200 (06/932; 0,64%).
Considerando cada mesorregido, 57 (16,01%) dos animais no Sertdo Sergipano, 47 (11,24%) no
Agreste Sergipano e 12 (7,59%) no Leste Sergipano foram positivos. Exposicdo a N. caninum foi
observada em 78,94% (15/19) dos municipios analisados, e das propriedades estudadas 75,93%
(41/54) apresentavam ao menos um animal positivo, com soropositividade variando de 4,76 a
58,33%. Dentre os municipios analisados, Gararu, localizado no sertdo, apresentou a maior
frequéncia de animais positivos (25,81%) e os municipios de Salgado, Itaporanga D’ajuda e
Araud, no Leste de Sergipe, ¢ Monte Alegre, no Sertdo de Sergipe, ndo apresentaram animais
positivos (Tabela 2.1).

Comparando apenas com estudos feitos na regido Nordeste, que tem clima
semelhante, esse resultado bem inferior ao de Tembue et al. (2011), em Pernanbuco, com 64,3%
de reagentes. Faria et al. (2010), em pesquisa realizada em Alagoas, com caprinos, observou
9,6% de positividade, e verificou que propriedades com area inferior a 30 hectares (OR=7,23) e a
origem da 4gua oferecidas aos animais (OR=4,76) estavam relacionados com o aumento de

chance de ocorrer a infec¢do. As variacdes observadas podem estar relacionadas a diferencas
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regionais, climaticas, idade dos animais, tamanhos amostrais (Dubey et al., 2011) e sinergismo de
patogenos (Melo et al., 2004). Pesquisa sorologica do mesmo agente em Sergipe, através do teste
de ELISA, em vacas leiteiras, apresentou positividade semelhante (13,5%) (Melo et al., 2003a).

Foi verificada diferenca estatistica significativa de soropositividade da
mesorregido Sertdo (p=0,0127) para as demais, Leste (p=0,0581) e Agreste (p=0,3665).
Analisando as caracteristicas das propriedades amostradas com o intuito de qualificar o grau de
tecnificagdo das propriedades entre as regides, foram considerados os seguintes itens: nimero de
funciondrios contratados, funcionarios exclusivos para manejo de ovinos, drea da propriedade
superior a 50 hectares, uso de aprisco, realizar suplementacdo alimentar, apresentar depdsito nas
instalacdes, realizar acompanhamento técnico, possuir o melhoramento genético como objetivo
da criacdo e ter mais de 50 animais no rebanho. Verificou-se que as criacoes do Leste eram mais
estruturadas, onde metade das propriedades possuia area inferior a 50 hectares, sendo que todas
realizavam acompanhamento técnico especializado.

O Agreste apresentou grau de tecnificagdo intermedidrio em relagdo as outras
regides, com praticamente metade das propriedades tendo mao-de-obra exclusiva pra o manejo de
ovinos, composta por maioria das propriedades com area superior a 50 hectares, e apresentando
bons resultados para os demais indicadores de tecnificagdo selecionados. O Sertdo apresentou
menor grau de tecnificagdo dentre as regioes, com grande parte das criagdes com pouco numero
de animais, sem acompanhamento técnico especializado, sem aprisco, ou seja, maior parte de
criagdes com finalidade de subsisténcia. Foi possivel verificar que as criagdes da regido mais
distante da capital, apresentavam menor grau de tecnifica¢do, enquanto a regido a qual a capital
estd inserida apresentou maior grau, demonstrando uma possivel relagdo com a maior facilidade
de acesso a tecnologia, informagao e insumos em criatdrios proximos ao centro urbano. Portanto,
observou-se que a regido menos tecnificada apresentou maior prevaléncia de anticorpos contra N.
caninum, indicando que em criagdes extensivas ha maior possibilidade de infec¢do pelo agente,
possivelmente pelo do transito de animais em ambientes onde o hospedeiro definitivo esta

presente, através da transmissao horizontal do oocisto.
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Tabela 2.1 — Deteccao de anticorpos contra Neospora caninum em ovinos de Sergipe, Brasil, e
sua distribui¢do por titulagdo nos municipios analisados.

. Diluicao Positivos

Municipio 1550 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 O (w)  Dvaler
Leste Sergipano 3 4 0 1 3 0 1 158 7,59 0,0581
Salgado 0 0 0 0 0 0 0 18 0,00
Itaporanga D'ajuda 0 0 0 0 0 0 0 25 0,00
Itabaianinha 1 2 0 0 1 0 0 26 15,38
Tomar do Geru 0 1 0 0 0 0 0 21 4,76
Araua 0 0 0 0 0 0 0 15 0,00
Estancia 2 0 0 0 2 0 1 37 13,51
Sao Cristovao 0 1 0 1 0 0 0 16 12,50
Agreste Sergipano 8 17 5 10 4 2 1 418 11,24 0,3665
Tobias Barreto 3 4 2 6 2 0 1 111 16,22
Itabaiana 0 2 0 0 0 1 0 38 7,89
Pogo Verde 1 3 1 0 1 0 0 64 9,38
Siméo Dias 1 0 2 1 0 0 0 30 13,33
Campo do Brito 0 2 0 1 0 0 0 24 12,50
Lagarto 3 6 0 2 1 1 0 151 8,61
Sertio Sergipano 8 17 10 10 2 6 4 356 16,01 0,0127
Nossa Senhora da Gléria 4 13 5 7 1 1 2 142 23,24
Monte Alegre 0 0 0 0 0 0 0 32 0,00
Canindé do Sio Francisco 2 2 1 1 0 1 0 49 14,29
Poco Redondo 2 0 0 0 1 1 1 49 10,20
Porto da Folha 0 2 1 0 0 0 1 53 7,55
Gararu 0 0 3 2 0 3 0 31 25,81
TOTAL 19 38 15 21 9 8 6 932 12,45

A partir da entrevista estruturada (ver formuldrio em anexos) aplicada em cada
propriedade, foi possivel tabular os dados por varidvel. Sendo realizado teste qui-quadrado entre
a variavel de exposi¢do e a presenca de anticorpos contra N. caninum (Tabela 2.2). As variaveis
com plausibilidade bioldgica e p-valor menor que 20%, foram submetidas ao teste de
colinearidade, e entdo inseridas no modelo inicial da regrecao logistica.

O modelo final da regressdo logistica mostrou que as variaveis “possuir contato
com cdes” e “uso de aprisco” se comportaram como um fator de prote¢do, enquanto a varidvel
“area maior que 50 ha” se comportou como fator de risco para infec¢ao por N. caninum (Tabela

2.3).
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Tabela 2.2 — Teste de qui-quadrado entre a varidvel e presenca de anticorpos contra Neospora

caninum.
Ovinos Ovinos Odds Ratio
Variaveis Positivos Negativos P-valor
n Y n Y (IC 95%)
Idade
Até 1 ano 44 14,8 254 852 1
Mais de 1 ano 72 11,4 562 88,6 1,35(0,90-2,02) 0,1726
Agua de pogo profundo
Sim 8 10,3 70 89,7 1
Nao 108 12,6 746 87,4 0,79 (0,37-1,69) 0,6650
Cria caprinos
Sim 18 14,5 106 855 1
Nao 98 12,1 710 87,9 1,23(0,71-2,12) 0,5459
Bovinos na propriedade
Sim 102 13,5 652 86,5 1
Nao 14 79 164 92,1 1,83 (1,02-3,29) 0,0533
Area maior que 50 hectrares
Sim 57 15,9 302 84,1 1,64 (1,11-2,43)
Nao 59 10,3 514 89,7 1 0,0160
Reprodutor trocado/empresta
Sim 32 204 125 79,6 1
Nao 84 10,8 691 89,2 2,11(1,34-3,30) 0,0015
Vermifuga freqlientemente
Sim 72 11,2 570 88,8 1
Nao 44 15,2 246 84,8 0,721 (0,47-1,06) 0,1125
Ovinos tem contato com caes
Sim 84 10,4 723 89,6 1
Nao 32 256 93 744 0,34(0,21-0,53) 0,0000
Uso de aprisco
Sim 45 17,9 609 89,6 1
Nao 71 10,4 207 82,1 0,53 (0,35-0,80) 0,0033
Agua de cisterna
Sim 7 16,7 35 833 1
Nao 109 12,2 781 87,8 1,43(0,62-3,31) 0,5427
Sexo
Macho 22 11,5 170 88,5 1
Fémea 94 12,7 646 87,3 0,89 (0,54-1,46) 0,7318




47

Bebem agua direto da fonte

Sim 65 16,1 339 839 1

Nao 51 9,7 477 90,3 1,79 (1,21-2,65) 0,0044
Presenca de aguas limpas

Sim 92 12,2 662 87,8 1

Nao 24 13,5 154 86,5 0,89 (0,55-1,44) 0,7341
Suplementa¢do mineral

Sim 93 12,2 669 87,8 1

Nao 23 13,5 147 86,5 0,88 (0,55-1,45) 0,7303
Cria a mais de 10 anos

Sim 53 143 317 857 1

Nao 63 11,2 499 88,8 1,32(0,89-1,95) 0,1909
Tipo de monta

Controlada 90 12,7 619 87,3 1

Natural 26 11,7 197 88,3 1,10(0,69-1,75) 0,7704
Tem tratador de ovinos

Sim 38 10,4 327 89,6 1

Nao 78 13,8 489 86,2 0,73 (0,48-1,10) 0,1589
Mais de 100 animais

Sim 51 12,1 371 879 1

Nao 65 12,7 445 87,3 0,94 (0,64-1,40) 0,8383
Sistema de produgdo

Extensivo 81 12,9 546 87,1 1

Algum grau de tecnificagdo 35 11,5 270 88,5 0,87(0,57-1,33) 0,6026

Tabela 2.3 — Modelo final da regressao logistica ndo-condicional dos fatores associados com
infeccao por Neospora caninum em ovinos de Sergipe, Nordeste do Brasil.

Variaveis Odds Ratio 1.C. (95%) P-Valor
Ovinos tem contato com caes 0,3620 0,2267 0,5781 0
Uso de aprisco 0,5281 0,3478 0,8017  0,0027
Area maior que 50 hectares 1,7189 1,1503 2,5687  0,0082

p<0,0001, likelihood= 667,1463

A presenca de cdes nas propriedades foi um fator significativo (p<0,001), sendo
que quando estes estavam presentes a positividade foi menor, podendo o cdo ser considerado um
fator de prote¢do nesse estudo. Melo et al. (2003b) observaram prevaléncia sorologica de

anticorpos contra N. caninum, através da mesma técnica, de 68,37% em caes da regido
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metropolitana de Aracaju, Sergipe. E sabido da fung¢io do hospedeiro definitivo na epidemiologia
da infecg¢ao por N. caninum, porém a presenca de caes das propriedades pode restringir o transito
de caes vadios e/ou selvagens, diminuindo a contaminagdo do ambiente com oocistos (Barling et
al., 2001), além disso, cdes ndo sdo bons produtores de oocistos, produzindo em pequena
quantidade por pouco tempo (Cavalcante et al., 2011). Assim, ¢ refor¢ada a idéia de transmissdo
congénita deste parasito, pois ndo foi verificada influéncia da idade com a presenga da infec¢do
por N. caninum, e sabe-se da adaptagdo deste para perpetuar no ambiente via transmissao vertical,
sendo comprovada a infec¢do de bezerros pelo agente antes mesmo de ingerirem colostro
(Magalhaes et al., 2014).

O uso de aprisco nas propriedades se comportou como fator de protegdo,
possivelmente por facilitar a higienizacdo dos ambientes, uma vez que boa parte dos criadores
utilizava as fezes recolhidas do aprisco como adubo, para uso proprio ou para venda a terceiros.
Adicionalmente, estudos prévios indicam que a higienizacdo regular e freqiiente reduz a chance
de infecgdo por N. caninm (Reviriego et al., 2000; Al-Talathah et al., 2003).

Observou-se que a area da propriedade, quando superior a 50 hectares, foi um
fator associado a infecgdo, isso € provavel, pois, com uma maior area para pastejo dos ovinos,
aumenta a possibilidade destes transitarem em ambientes contaminados com oocistos liberados
pelos hospedeiros definitivos, uma vez que quanto maior a area, mais dificil o controle de transito
de outros animais, facilitando a presenca de hospedeiros definitivos e intermediario. Bartley et al.
(2013), verificaram que varios mamiferos carnivoros sdo hospedeiros intermedidrios capazes de

atuar como reservatorios na infec¢do para outras espécies.
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5, CONCLUSOES

Foi verificado que o protozoario N. caninum esta presente na area estudada, sendo
observada uma prevaléncia de 12,45%.

O uso do aprisco se comportou como um fator de prote¢do da infec¢io, podendo
inferir que a instalacdo reduz o risco de infecdao, possivelmente pela higienizacdo da mesma,
reduzindo a carga do parasito no ambiente.

Caes podem afugentar outros hospedeiros definitivos e, por ndo serem bons
produtores de oocistos, a presenca dos mesmos nas propriedades reduziu as chances da infecgao,
demosntrando que atuam como aliados no combate a infec¢@o pelo protozoario.

Propriedades maiores possuiram maior chance de infeccdo, podendo estar
associado ao acesso dos ovinos a uma area maior, € consequentemente, maior chance de se
infectar horizontalmente através do contato com pastagem e 4gua, contaminadas com oocistos

liberados por hospedeiros definitivos de N. caninum.
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CAPITULO 3

PREVALENCIA SOROLOGICA E FATORES ASSOCIADOS A BRUCELOSE (Brucella
ovis) NO REBANHO OVINO DE SERGIPE, BRASIL
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1. RESUMO E ABSTRACT

Foi realizado um levantamento soro-epidemiolégico da brucelose em ovinos de
Sergipe com o objetivo de determinar a prevaléncia, distribui¢do da infec¢do em propriedades
rurais e analisar os possiveis fatores de risco associados a mesma. Foram analisadas 54
propriedades criadoras de ovinos, das quais foram colhidas 932 amostras de soro sanguineo de
animais com idade superior a seis meses, nas mesorregioes do Leste, Agreste e Sertdo de Sergipe.
Todos os soros foram examinados pela Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA). De acordo com as
analises, 46,30% (25/54) das propriedades apresentaram evidéncia sorolégica de infec¢do por
Brucella ovis, com uma prevaléncia de 4,40% (41/932) de animais sororreagentes. Como fator
associado a infec¢ao por B. ovis, observou-se contato com bovinos (OR=5,50) e ter tratador de
ovinos (OR=2,68), enquanto uso de aprisco como fator de protecao (OR=0,40). Assim, verificou-
se a presenca de anticorpos contra B. ovis em Sergipe e salienta-se a importancia de adocao de
medidas sanitarias especificas nos rebanhos para preveni-los desta doenga.

Palavras-chave: brucelose, doenga do sistema reprodutivo, epididimite ovina.

Seroepidemiological study of brucellosis in sheep of Sergipe was realized in order
to determine the prevalence and distribution of infection in rural properties and possible factors
associated with Brucella ovis infection were analyzed. A total of 54 properties of sheep were

studied and 932 blood serum samples from animals older than six months were collected in the
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regions of the East, Mid and Hinterland of Sergipe. All sera were examined by agar gel
immunodiffusion (AGID). According to the serological tests, 46.30% (25/54) of the properties
had serologic evidence of infection by B.ovis, with a prevalence of 4.40% (41/932) of positive
animals. Factor associated with infection by B.ovis included contact with bovine (OR=5.50) and
to have a ovine handler (OR=2,68), where as the use of pen house presented as a protective factor
(OR=0.40). Thus, there is presence of antibodies against B. ovis in Sergipe and highlights the
importance of adopt specific health measures in herds to prevent this disease.

Keywords: brucellosis, reproductive system, epididymitis in sheep.
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2. INTRODUCAO

A brucelose ovina ¢ uma doenga bacteriana infecciosa cronica causada por
Brucella ovis e caracterizada por disturbios reprodutivos, tais como diferentes graus de
epididimite e orquite em machos, placentite e aborto em fémeas e elevada mortalidade de
cordeiros (Niilo et al., 1986, Homse et al., 1995, Baigun et al., 2000). Essa bactéria apresenta
distribuicao cosmopolita e seu primeiro relato foi realizado por Buddle & Boyes em 1953, na
Nova Zelandia. No Brasil o primeiro diagnostico clinico da doenga causada por B. ovis foi
relatado por Ramos et al. (1966), e o isolamento do agente em epididimos de ovinos por Blobel et
al. (1972), ambos no Rio Grande do Sul.

A Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE) recomendou para uso nas técnicas
soroldgicas de diagndstico para B. ovis o extrato salino obtido por aquecimento a partir da cepa
REO 198 (OIE, 2011). Este antigeno ¢ rico em lipopolissacarideo rugoso (LPS-R) e outras
proteinas externas de membrana (Estein, 1999). A sensibilidade e especificidade da imunodifusao
em gel de agar (IDGA) tem sido avaliadas por varios pesquisadores, sendo que a sensibilidade
varia de 91,7% a 100% e a especificidade situa-se em torno de 100% (Worthigton et al., 1984;
Robles, 1998; Ficapal et al., 1998).

Inquéritos sorologicos para B. ovis em ovinos tém sido efetuados no Brasil e os
percentuais de reagentes encontrados sdo varidveis: 34,0% e 11,3% no Rio Grande do Norte
(Silva et al., 2003, Azevedo et al., 2004), 17,5% em Pernambuco (Coleto et al., 2003), 13,4% no
Rio Grande do Sul (Magalhdes Neto & Gil-Turnes, 2003), 12% em Sao Paulo (Nozaki et al.,
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2004), 5,6% e 7,5% na Paraiba (Clementino et al., 2007; Alves et al., 2010) e 3,3% no Estado da
Babhia (Silva et al., 2009).

Como fatores associados a infeccdo por B. ovis tém-se: tamanho do rebanho
(rebanhos grandes), rebanhos sem lugares com agua limpa, remog¢do de estrume insuficiente e
limpeza inadequada de instalagdes, introducdo de animais de rebanhos ndo-livres de bruceloses
ou de rebanhos de status desconhecido (Coelho et al., 2007), aptidao produtiva (Coelho et al.
2008), compartilhar pastos com outros ruminantes (Riviriego et al., 2000), adicdo de novos
animais, empréstimo de ovinos durante estacdo reprodutiva e contato com outros rebanhos de
ovinos (Al-Majali et al.,, 2007). Por outro lado, como fatores associados a protecdo té€m-se:
higiene das instalagdes (Clementino et al., 2007), idade dos criadores (mais velhos) (Coelho et
al., 2007).

O rebanho ovino de Sergipe ¢ composto basicamente por animais da raca Santa Inés e
animais sem raca definida (SRD) (Governo De Sergipe, 2011). Considerando a importancia
econdmica da pecudria ovina no Estado, e a auséncia de informacdes sobre a infeccdo destes
animais pela B. ovis, a realizagdo do presente estudo tem por objetivo determinar a prevaléncia
sorologica da infec¢do por B. ovis em ovinos de Sergipe, Brasil, e detectar fatores associados a

infeccao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado na regido Nordeste do Brasil, em Sergipe, que apresenta um
rebanho ovino de 247.703 animais, distribuidos em trés mesorregides: o Sertdo Sergipano, que
possui 41,19% dessa populagdo, o Agreste Sergipano, com 44,12%, e o Leste Sergipano, com

14,69% (Governo De Sergipe, 2007).

3.2 Delineamento Amostral

Para determinagdo do universo amostral foram selecionados os municipios com
maiores rebanhos ovinos de cada regiao do Estado, totalizando 19 municipios, sendo seis deles da
mesorregido do Sertdo Sergipano (83.728 animais), seis do Agreste Sergipano (89.688 animais) e
sete do Leste Sergipano (20.373), perfazendo 193.789 animais, que representam 78,23 % da
populagdo ovina do Estado (247.703).

O niimero minimo de amostras a serem testadas (383) foi calculado pelo programa

estatistico EPI-INFO versao 3.5.1, considerando uma prevaléncia esperada de 50%, uma vez que
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ndo hé estudos de prevaléncia anteriores na regido, e os estudos em estados vizinhos apresentam
resultados discrepantes, adotou-se, ainda, erro amostral de 5% e grau de confianga de 95%, para
uma populacao de 193.789 animais. O nimero de propriedades a serem visitadas foi estimado de
acordo com o nimero minimo de amostras a serem colhidas por municipio, o que foi
determinado por proporcionalidade ao rebanho municipal, sendo estabelecida uma média de 15
amostras por propriedade.

Amostragem ndo probabilistica foi utilizada para selecionar os produtores. Este foi
o método de eleicdo por ndo existir uma listagem representativa dos produtores de ovinos no

estado, o que tornou impossivel um delineamento ao acaso.

3.3 Coleta de Amostras

A coleta das amostras foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UESC-39/2009). As amostras de sangue, dos animais selecionados, foram colhidas
mediante pun¢do da veia jugular externa. Estas foram centrifugadas a 1600g por 10 minutos,
sendo os soros separados, acondicionados em microtubos e congelados a -20°C. Na visita foi
aplicada uma entrevista semi-estruturada abordando dados do animal, do criador, da propriedade,
do sistema de producdao, manejo sanitario e alimentar.

Foram colhidas 932 amostras oriundas de 54 propriedades, distribuidas nos 19
municipios, sendo 38,20% (356/932) no Sertdo de Sergipe, 44,85% (418/932) no Agreste de
Sergipe e 16,95% (158/932) no Leste de Sergipe. Dos animais amostrados, 192 (20,60%) eram
machos, dos quais 90 eram reprodutores, e 740 (79,40%) fémeas, sendo 545 matrizes. Quando
considerada a estratificacdo por idade, 298 ovinos eram jovens (31,97%), com idade entre seis
meses € um ano, 303 (32,51%) eram jovens adultos, entre um e trés anos, € 331 (35,51%) tinham
idade estimada superior a trés anos.

Os sistemas de producao das propriedades foram classificados baseados no grau de
tecnificacdo da criacdo e no regime alimentar em: extensivo (19/54), semi-intensivo (33/54) e

intensivo (02/54).



Municipios amostrados

1. Canindé do S&do Francisco
2. Pogo Redondo

3. Porto da Folha

4. Gararu

i
6
7
8

Monte Alegre de Sergipe

. Nossa Senhora da Gléria
. Itabaiana

. Campo do Brito

Q.
10. Lagarto
11
12
13
14. Itaporanga d’Ajuda
15
16. Estédncia
17
18

Sim&o Dias

. Pogo Verde
. Tobias Barreto
. S80 Cristdvio

. Salgado
. Araua

. Itabaianinha
. Tomar do Geru

62

Figura 3.1 — Mapa de Sergipe, dividido em mesorregides: Sertdo Sergipano, Leste Sergipano e
Agreste Sergipano, com os municipios amostradosidentificados.

3.4 Sorologia

Para pesquisa de anticorpos contra B. ovis foi utilizada a técnica de imunodifusao em gel

de agar (IDGA) (Cavalcanti et al.,, 2006), empregando-se kits comerciais produzidos pelo

Instituto de Tecnologia do Paranda (TECPAR), sendo a técnica executada de acordo com as

instrugdes do fabricante, utilizando-se antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de B. ovis,

amostra Reo 198.

A leitura foi realizada apds 48 e 72 horas, com luz indireta sobre fundo escuro,

sendo considerada definitiva a tltima leitura. Considerou-se como reagdo positiva a presenca de

uma linha de precipitacdo esbranquigada e uniforme entre o pogo teste e o antigeno, apresentando

identidade com a linha formada pelo soro padrdo; e como reagdo negativa a auséncia de uma

linha de precipitagdo ou sem linha de identidade (Azevedo et al., 2004). As amostras de soro que

tiveram resultados inconclusivos foram retestadas por mais duas vezes.
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3.5 Analise Estatistica

Os dados, obtidos da entrevista estruturada, foram tabulados no pacote estatistico
EPI INFO 3.5.1 (Dean & Arner, 2009). As chances de ocorrer (OR) da andlise univariada foram
calculadas com medidas de associagdo e intervalo de confianca de 95%. As variaveis com valor
de p igual ou inferior a 20% e com plausibilidade biologica foram selecionadas e submetidas a
correlacdo de Spearman para determinacdo da multicolinearidade (p>0,8), utilizando o programa
BIOESTAT 5.0. Por fim, foi realizada uma andlise multivariada de regressdo logistica ndo-
condicional, sendo modelo final construido através da entrada e saida das variaveis (sistema
backward).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo se verificou que o agente encontra-se disseminado entre os rebanhos,
porém com baixa prevaléncia de animais positivos. Este resultado, do ponto de vista
epidemioldgico, sugere que a infeccao seja endémica, pois, segundo Robles (1998), regides onde
a enfermidade ¢ recente ha altas prevaléncias (20% a 60%), enquanto regides endémicas tendem
a apresentar prevaléncias menores.

Dos 932 soros examinados pelo teste de IDGA, 41 (4,40%) foram positivos. Em
relacdo aos municipios 73,68% (14/19) possuiam animais sororreagentes (Tabela 3.1) e 46,30%
(25/54) das propriedades apresentaram pelo menos um animal positivo. Dos 41 animais positivos,
apenas trés eram machos reprodutores, pertencentes a propriedades diferentes e unicos animais
positivos do total amostrado em cada rebanho, porém, esses animais apresentam grande
importancia epidemiologica, uma vez que a transmissao venérea ¢ de extrema importancia (Lira
& Megid, 2009). Estas propriedades apresentaram historico de abortamento, apesar de ndo terem
sido observadas fémeas positivas.

A cadeia epidemioldgica da B. ovis e B. abortus ¢ similar a das demais espécies do
género Brucella, desta forma, a fonte de infeccdo ¢ o animal infectado, na condigdo de
reservatorio ou animal doente, que contamina o pasto, d4gua e alimentos através das secrecoes e
excregdes corporais, como secrecdes do trato reprodutivo, anexos fetais, leite e urina, que
constituem as vias de eliminacao do agente (Brasil, 2006; Lira & Megid, 2009).

Diferente do que foi relatado por Rahman et al (2011), ndo foi observada
associacao entre idade e presenca de anticorpos contra B. ovis, 0 que sugere que a principal forma
de transmissdo da bactéria no rebanho ¢ vertical, uma vez que na transmissdo horizontal
verificariamos maior percentual de adultos infectados em relagdo aos jovens. Também nao houve
diferenca significativa entre a infeccao e a regido do estado.

Apo6s a realizacdo da analise bivariada (Tabela 3.2), as varidveis com
plausibilidade biologica e p-valor inferior a 20%, foram inseridas no modelo inicial da regressao

logistica ndo-condicional, obtendo-se, no modelo final, como fatores de risco associados a
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prevaléncia de B. ovis no rebanho ovino de Sergipe, uso de aprisco, area da propriedade maior

que 50 hectares e ter tratadores de ovinos (Tabela 3.3).

Tabela 3.1 — Frequéncia soroldgica de ovinos de Sergipe, Brasil, submetidos ao diagnostico de
brucelose para Brucella ovis pelo teste de IDGA, segundo municipio, mesorregido de localizacao

dapropriedade.
Positivos
Municipio Total Frequéncia Frequéncia P-valor
absoluta relativa (%)
Leste Sergipano 158 9 5,70 0,5095
Salgado 18 0 0,00
Itaporanga D' Ajuda 25 1 4,00
Itabaianinha 26 2 7,69
Tomar do Geru 21 4 19,05
Araua 15 1 6,67
Estancia 37 0 0,00
Sao Cristovao 16 1 6,25
Agreste Sergipano 418 14 3,35 0,2117
Tobias Barreto 111 1 0,90
Itabaiana 38 1 2,63
Pogo Verde 64 3 4,69
Simao Dias 30 0 0,00
Campo do Brito 24 0 0,00
Lagarto 151 9 5,96
Sertdo Sergipano 356 18 5,06 0,5455
Nossa Senhora da Gléria 142 5 3,52
Monte Alegre de Sergipe 32 0 0,00
Canindé do Sao Francisco 49 1 2,04
Pogo Redondo 49 2 4,08
Porto da Folha 53 5 9,43
Gararu 31 5 16,13
TOTAL 932 41 4,40

Tabela 3.2 — Teste de qui-quadrado entre as variaveis e presenca de anticorpos contra Brucella

oVis.
Ovinos Ovinos Odds Ratio
Fatores Positivos Negativos P-valor
n % n (IC 95%)

Idade
Até um ano 13 44 285 1
Mais de um ano 28 44 606 0,98 (0,50-1,93) 0,8936
Agua de pogo profundo
Sim 3 3,8 75 1
Nao 38 44 816 0,85 (0,26-2,85) 0,5456F




Produz caprinos
Sim
Nao

Empréstimo de reprodutores
Sim
Nao

Vacina contra raiva
Sim
Nao

Vermifuga regularmente
Sim
Nio

Consomem agua de cisterna
Sim
Nao

Plantas toxicas no pasto
Sim
Nao

Sexo
Macho
Fémea

Ocorréncia de mastites
Sim
Nao

Realiza exame de brucelose
Sim
Nao

12
29

29
12

2,4
4,7

5,1
4,3

5,0
4,2

4,5
4,1
100

5,6
3,7

4,2
4,5

4.4
4,0

8,1
4,0

121
770

149
742

230
661

613
278

42
849

322
569

184
707

796
95

79
812

97,5
95,3

94,9
95,7

95,0
95,8

95,5
95,9

57,1
72,4

94,4
96,3

95,8
95,5

95,6
96,0

91,9,
96,0

1
0,50 (0,15-1,65)

1
1,21 (0,55-2,67)

1
1,19 (0,60-2,37)

1
1,10 (0,55-2,18)

1
0 (0,00-1,59)

1
1,53 (0,81-2,86)

1
0,93 (0,42-2,05)

1
1,10 (0,38-3,16)

1
2,11 (0,91-4,93)

0,3579

0,8000

0,7557

0,9292

0,1447F

0,2459

0,9830

0,5549

0,0747F
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Suplementa¢do mineral

Sim 34 4,5 728 955 1

Nao 7 4,1 163 95,9 1,09 (0,47-2,50) 0,9929
Uso de aprisco

Sim 24 3,7 655 96,3 1

Nao 16 6,3 236 93,7 0,56(0,29-1,07) 0,1124
Realiza castragao

Sim 12 3 392 970 1

Nao 29 55 499 94,5 0,53(0,26-1,05) 0,0892
Cria a mais de 10 anos

Sim 18 49 352 951 1

Nao 23 4,1 539 959 1,20(0,64-2,25) 0,6897
Tipo de monta

Monta natural 26 43 577 954 1

Monta controlada 15 4,6 314 957 0,94 (0,49-1,81) 0,6295
Possui tratador de ovinos

Sim 22 6,0 343 940 1

Nao 19 34 548 96,6 1,85(0,99-3,47) 0,0759
Contato com bovinos

Sim 39 53 699 94,7 1

N3o 2 1,0 192 99,0 5,36 (1,28-22,38) 0,0176
Mais de 100 animais

Sim 21 5,0 401 950 1

Nao 20 3,9 490 96,1 1,28 (0,69-2,40) 0,5345
Sistema de produgdo

Extensivo 24 3,8 603 96,2 1

Algum grau de tecnificagdo 17 5,6 288 944 1,48(0,78-2,80) 0,2940

= Teste exato de Fischer

Tabela 3.3 — Modelo final da regressao logistica ndo-condicional dos fatores associados com
infeccao por Brucella ovis em ovinos de Sergipe, Nordeste do Brasil.

Variavel Odds Ratio I.C. (95%) P-Valor

Contato com bovinos 5,4974 1,3123 -23,0302 0,0197
Uso de aprisco 0,4004 0,1973 -0,8126 0,0113
Tem tratador de ovinos 2,6792 1,3466 — 5,3305 0,0050

p= 10,0005, likelihood=316,7925
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Quando se analisou as caracteristicas das propriedades positivas através do questionario
aplicado em entrevista estruturada no momento da visita (ver modelo em anexos), foram
observadas condi¢des higiénicas inadequadas nas instalacdes, além da presenca de outros animais
como bovinos, aves, animais silvestres, gatos e cdes. O sistema de producdo predominante nas
propriedades positivas era extensivo, os ovinos ndo eram a atividade primaria, sendo
normalmente a bovinocultura Além disso, era realizada monta controlada, o que pode favorer a
disseminagdo do agente quando nao se realiza medidas preventivas adequadas e a condigdo
sanitaria do reprodutor ¢ desconhecida, adicionalmente, todas as propriedades com animais
reagentes relataram historico de abortamento. Apesar da doenga ser natural apenas em ovinos
(Estein, 1999), Clementino et al. (2007) relataram que outros animais podem participar como
vetores mecanicos ao ingerir restos abortados, contribuindo para a dissemina¢do do agente.

A variavel idade ndo apresentou diferenca estatistica significativa. Diferente de Rahman
et al. (2011), que ao analisaram sexo e idade como fatores associados a infeccdo por B. ovis,
verificaram que animais com idade igual ou superior a dois anos apresentavam noventa vezes
mais chances de possuirem anticorpos contra o patdégeno, porém, assim como o presente estudo,
ndo houve diferenca estatistica entre a presenga de anticorpos contra o agente € sexo.

Corroborando com estudos anteriores que indicam que o contato ou consércio de
pastagens com outros ruminantes ¢ fator de risco para a infeccdo (Riviriego et al., 2000; Al-
Majali et al., 2005; Islam et al., 2013), foi verificado que “contato com bovinos” se comportou
como fator associado a presenga de anticorpos contra B. ovis.

A variavel “tem tratador de ovinos” se comportou como fator de risco. E possivel que o
homem atue como vetor mecanico da bactéria, aumentando as chances de infec¢dao (Clementino
et al., 2007), ou ainda que o manejo mais intensivo dos ovinos, na preseng¢a de tratador, favoreca
a aglomeragao de animais nas instalacdes, aumentando o contato entre os mesmos, € a chance de
infeccdo, especialmente quando ndo ¢ realizado exame de brucelose nos animais, e o perfil do
rebanho quanto a exposi¢do a B. ovis ¢ desconhecido, ndo sendo realizado manejo preventivo ou
descarte dos animais positivos (Coelho et al., 2007).

O uso de aprisco nas propriedades se comportou como fator de protecao, possivelmente
por facilitar a higienizagdo do ambiente, uma vez que boa parte dos criadores utilizava as fezes

recolhidas do aprisco como adubo, para uso préprio ou para venda a terceiros, recolhendo
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regularmente. Os resultados estdo de acordo com Coelho et al. (2007) e Pinheiro Junior et al.
(2009), que observaram que higiene inadequada e irregular aumenta as chances de infec¢ao por
B. ovis.

A falta de assisténcia técnica e o desconhecimento dos produtores sobre a existéncia do
agente como causador de doenca em ovinos favorecem a permanéncia do agente nos rebanhos
(Martins et al., 2013). Apesar da brucelose ovina causada por B. ovis nao ser considerada como
zoonose, ¢ importante que seja realizado o controle desta infecgdo, uma vez que esta gera grandes
perdas produtivas (Ficapal et al., 1998), ainda que os animais ndo apresentem sinais clinicos
(Carvalho Junior et al., 2012), interferindo severamente no status sanitario do rebanho,
especialmente por apresentar morbidade significativa, sendo listada pela Organizagao Mundial de

Satde Animal (OIE, 2011).
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5 CONCLUSOES

Foi constatada a presenga de ovinos positivos sorologicamente para Brucella ovis
em rebanhos em Sergipe, e observada prevaléncia de 4,4%. A baixa prevaléncia indica condigdo
endémica de B. ovis no estado.

O uso do aprisco se comportou como um fator de protecdo da infec¢ao, podendo
inferir que a instalagdo reduz o risco de infecdo, possivelmente pela higienizagdo frequente da
mesma, devido a comercializagdo do esterco ovino realizda pela maioria dos produtores,
reduzindo a carga da bactéria no ambiente.

Ter mao de obra exclusiva para o manejo de ovinos, “tratador de ovinos”,
aumentou as chances de ocorrer a infec¢do por B. ovis, possivelmente devido a medidas de
manejo adotadas de forma inadequada, ou ainda, deve-se considerar a possibilidade do homem
atuar como vetor mecéanico da bactéria.

O contato com bovinos também aumentou as chances de infec¢ao, assim como
verificado em outros estudos, acredita-se que isso ocorra em decorréncia da inferior condi¢ao
sanitaria encontrada em criagdes consorciadas, que favorece o aumento da viabilidade do agente

no ambiente.
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Os estudos realizados demonstraram que ambos agentes, tanto Neospora caninum
quanto Brucella ovis, estdo presentes em Sergipe.

Acredita-se que o desconhecimento das enfermidades que grassam na regido,
assim como a nao contratacdo de assisténcia técnica especializada favoreca ao aumento dos
indices de infec¢ao dos animais, uma vez que medidas de controle e prevengdo, muitas vezes, sao
desconhecidas pelos criadores, e, portanto, um inadquado manejo sanitério ¢ adotado.

Ovinos criados em propriedades maiores tiveram mais chances de se infectarem
por N. caninum, acredita-se que isso ocorra por aumentar a probabilidade destes animais
compartilharem o mesmo ambiente de hospedeiros intermediarios e definitivos, facilitanto a
exposicao a oocistos esporulados no ambiente, e infeccdo horizontal. Portando, recomenda-se a
adocdo de bom manejo de pastagens para que os animais tenham oferta de alimento satisfatoria
numa parea reduzida.

A presenca de caes na propriedade se comportou ocmo fator de protecdo para
infeccdo de ovinos por N. caninum, supde-se que caes, apesar de hospedeiros definitivos,
apresentam liberacdo de oocistos limitada, e devido ao instinto territorialista, afungentem e
restringem o transito de outros hospedeiros definitivos na propriedade, reduzindo as chances de
transmisssao horizontal.

A construcao, higiene adequada e regular, de aprisco indica ser uma importante
medida para reduzir a exposi¢do dos animais a agentes patogénicos, se comportando como fator
de protecdo para ambos patdgenos estudados.

Evitar contato de ovinos com outros ruminantes parece ser um cuidado importante
para a reducao da infeccdo por B. ovis, portanto, recomenda-se ndo utilizar pastagens
consorciadas entre ovinos € bovinos.

A presenca de tratador de ovinos se portou como um fator de risco para a infec¢ao
por B. ovis em ovinos, hipotetiza-se a ado¢do de manejo inadequado favorecendo o contagio dos
animais, ou a atuacdo do homem como vetor mecanico, porém recomenda-se a realizagao de mais

estudos para esclerecer qual real influéncia do tratador de ovinos na epidemiologia desta bactéria.
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ANEXO A - Questionario

IDENTIFICAGAO DO PRODUTOR

Nome:

Faixa etaria: ()20 a30anos ( )31a40anos ( )41a50anos ( )51a60anos () Acima de 61 anos

Endereco completo do proprietario (para correspondéncia): Rua

Cidade: UF: CEP: DDD/Tel.:

Endereco eletronico (e-mail):

Reside na propriedade? ( )Sim ( )Né&o Grau de instrugdo: ( ) Seminstrugdo ( )1°grau ( )2°grau ( ) Universitario
Profissao: Municipio da propriedade: UF: MG

Filiado a Associacdes de Criadores? ( ) N&o ) Sim: Qual(is)?

Preferéncia para receber informacdes através de: Contatos interpessoais (visita a propriedade)

Reunides — Dia e horario:

Palestras — Dia e horario:

Radio — Emissora e horario:

Jornal — Qual?

TV - Canal e horério:

(

()

()

()

() Dia de Campo - Dia e horario:
()

()

()

(

) Outra. Qual?

Principal fonte de renda: ( ) Caprinocultura () Ovinocultura () Agricultura () Outra. Qual?

Quantas pessoas da familia: Residem na propriedade? pessoas. Trabalham na propriedade? pessoas.
Numero de funciondrios da propriedade (exceto os familiares): pessoas.

Trabalhando exclusivamente com caprinos e ovinos? pessoas.

Trabalhando com caprinos, ovinos e outras atividades da propriedade? pessoas.

PROPRIEDADE (Observagao direta / Visitar as instalagoes)
AREA: Total (ha): De solta (ha): De pastagens (ha):

Para produg&o de alimentag&o animal (capineira, silo, feno, banco de proteina) (ha):

Possui aprisco? ( ) Ndo ( ) Sim. Tipo de piso: ( ) Chaobatido ( )Ripado  ( )Cimentado ( ) Outro:

Faz divisdo de pastagens? () Sim ( )Néo

Caracteristicas da propriedade: ( ) Presenca de areas alagadas com muita matéria organica () Presencga de areas com florestas

() Presenca de vegetagdo nativa () Presenca de aguas limpas salobras ou alcalinas () Outros

Quais espécies cria na propriedade para fins de producéo?

() Caprinos () Ovinos () Caprinos e Ovinos () Equinos () Suinos ()Aves () Bovinos

Presenca de bovinos: ( ) Na propriedade () Em propriedades vizinhas () N&o ha bovinos na propriedade ou areas préximas a ela.
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ALIMENTACAO(Preencher os parénteses deste item com as letras “A” se for usada no periodo das aguas, com “S” se usada no

periodo seco, e com “AS” se usada nos dois periodos):

( ) PastagemTipo: ( )Buffel ( )Braquiaria( ) Colonido () Andropogon () Outras:

Tipo de pastejo: ( ) Rotacionado () Continuo () Outro:

() Suplementacéo: Silagem. Tipo de forragem:

Feno. Tipo de forragem:

Capineira.Tipo de capim:

Banco de proteina. Tipo(s) de leguminosa:

()
()
( )Cana. Com uréia?
()
()
()

Concentrado. Tipo: ( ) Comercial () Feito na propriedade () Outro:

() Salmineral. Tipo: ( )Salcomum ( ) Sal mineralizado

Na propriedade existe alguma instalac&o utilizada para estocar alimentos destinados a suplementacéo de caprinos e/ou ovinos?

() Nao () Sim. E gatos (domésticos ou selvagens) tém acesso a estas instalagdes? ( ) N&o () Sim () Asvezes

Plantas tdxicas e abortivas existentes na regido:

A &gua oferecida aos caprinos/ovinos é proveniente de:

() Cacimba () Acude ( )Lagoa () Pogo profundo () Cisterna () Pogo artesiano

A &gua é oferecida aos caprinos/ovinos em:

() Vasilhames dentro das instalagdes () Vasilhames fora das instalagbes () Os animais bebem direto na fonte (agude, barragem, etc.)

Acompanhamento técnico? ( ) Ndo ( ) Sim. Freqiéncia: ( ) Semanal ( )Mensal ( )Quinzenal ( )Semestral ( ) Quando precisa

() Médico Veterinario () Zootecnista () Agrénomo () Técnico Agricola

() Particular () Empresa:

Quando tem algum animal doente na propriedade, a quem recorre? ( ) Medica por conta prépria ( )Veterinario de cooperativas
() Veterinario autbnomo () Veterinariodo IMA () Veterinarioda EMATER () Vizinho  ( ) Outro. Qual?

MANEJO DAS CRIAS (CAPRINOS E/OU OVINOS)

Identificacdo individual dos animais: ( )Naofaz ( )Brinco ( ) Tatuagem ( )Medalha ( ) Outro:

Corte e cura do umbigo: ( )Ndofaz  ( )Comiodo ( )Com creolina () Outro:

Tipo de colostro dado aos filhotes: ( ) Colostro de vaca () Colostro artificial () Colostro de ovelha

() Colostro de cabra in natura () Colostro de cabra tratado termicamente (65°C durante 60 min.)
() Outro. Qual?

Possui banco de colostro congelado? () Sim ( )Nao

Aleitamento: () Natural () Artificial: ( ) Leite de cabra () Leite de ovelha ( )Leitedevaca ( ) Leite em p6 de vaca
() Em p6 de soja () Outro:

Castracgo: ( ) Nao faz ( ) Cirargica ( ) Burdizzo () Elastrador () Outra:

Idade de castracdio:  ( )10a30dias ( )31a60dias ( )61a90dias () Mais de 90 dias

Idade da desmama (apartacdo): ( ) 1 més ()2 meses ()3 meses ()4 meses ()5 meses ou mais
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REBANHO OVINO

Tipo de exploragéo (Observagao direta): ( ) Carne ()La () Carne, peleela

() Intensiva () Semi-intensiva () Extensiva

Ano de inicio da criacdo:

Origem do rebanho ovino base: () Importado. Pais(es):

() Nacional. Estado(s):

Tem animais importados em seu rebanho? ( )N&o ( ) Sim. Pais(es) de origem:

Atualmente ndo tem ovinos importados no rebanho, mas ja teve ovinos importados?

( ) Nao () Sim. Pais(es): Ano de importagéo:

Reprodutores: ( ) Comprados ( ) Trocados ( )Emprestados Tempo de permanéncia do reprodutor na propriedade:

Participa com ovinos em leildes e exposi¢des agropecuarias? ( ) Ndo ( ) Sim. Onde?

Exige documento sanitario para compra de ovinos? ( )N&o ( ) Sim.Qual(is)?
QUANTIDADE TOTAL DE OVINOS POR RAGA OU TIPO RACIAL (ordem alfabética)
RAGA/TIPO QTDE RAGA/TIPO QTDE RACA/TIPO QTDE
Bergamacia Somalis SRD
Crioula Suffolk Outra:
Hampshire Down Texel Outra:
Morada Nova Dorper Outra:
Santa Inés Mestica Outra:
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MANEJO SANITARIO DOSOVINOS

Alteragdes observadas no rebanho OVINO (marque com um “X” as observadas e adicionalmente, sublinhe as mais freqiientes):

) Aborto ) Diarréias freqlientes
Nascimento de cordeiros fracos ou com anomalias Estrose
Artrites Perda de péloou 12

Bicheira (Miiase)
Ceratoconjuntivite Mamites
Lingua inchada para fora da boca Pneumonias
Lingua, labios ou focinho vermelhos ou ciandticos (roxo-azulados)
Cheiro ruim na boca Sintomas nervosos
Edema de face — inchagos no Iabio, lingua ou mandibula Carrapatos
Piolhos

Bernes

Ectima contagioso (Boqueira)

Vesiculas (bolhas ou aftas) na boca e labios

( (
() (
() (
() (
() (
() (
() (
() (
() (
() (
() (
( (

) Corrimento nasal com aparecimento de crostas (cascas) Nenhum
Vermifugacdo: ( )N& ( )Sim.( ) O mesmo dos caprinos

() Diferente dos caprinos. Frequéncia: Produto:

Linfadenite caseosa (mal do carogo)

)
)
)
)
)
) Pododermatite — inflamag&o dos cascos e manqueira
)
)
)
)
)

Alternancia de produtos: ( ) Ndo ( ) Sim. Periodicidade:

rei’l‘lz'::jsp:xi::; Ndo | Sim Observagéio Periodicidade

Brucelose

Leptospirose

Lingua Azul

Maedi-Visna

Tuberculose Em caso afirmativo, com que teste?

Outro: -
VACINAS UTILIZADAS NOS OVINOS
Doenca Freqiiéncia Doenca Freqiiéncia
Corte de cascos: ( ) Ndo () Sim. Freqiiéncia:
Reproducéo: () Monta Natural () Monta Controlada () Inseminagao Artificial
Estacdo de monta? ( ) Néo () Sim. Epoca e duragéo:
Entrada para reproducéo (peso e idade): Machos: Fémeas:
Existem gatos domésticos na propriedade? ( ) Nao () Sim. Os gatos tém acesso as baias de ovinos? ( ) Sim ( )Nao
Os gatos tém acesso a agua oferecida aos ovinos? () As vezes () Nao () Sim
Na &rea onde esta localizada a propriedade, é comum a presenca de gatos selvagens?
( )Néo () Sim. Em caso positivo, tem acesso as baias de ovinos? () As vezes ( )Néo () Sim
Os ovinos tém contato direto com: () Cées () Gatos () Animais silvestres. Especificar:
() Bovinos () Caprinos () Eqtiinos () Suinos
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PRODUCAO DE CARNE E PELE DE OVINOS

Vende os ovinos: ( ) No préprio municipio () Para outras cidades () Para outros Estados

Vende os ovinos: ( ) Empé () Abatidos Preco médio obtido por Kg: R$

Destino dos ovinos comercializados para abate: ( ) Frigorifico () Intermediério () Mercado local (ao consumidor)

Epoca de maior procura de ovinos para abate: ( ) Inicio do ano () Meio do ano () Final do ano

O abate é feito em que idade? ( ) Com menos de 6 meses ( ) Entre 6 e 12 meses () Mais de 12 meses

Peso médio dos ovinos ao abate: Jovens: Kg Adultos: Kg

Beneficia a pele na propriedade? ( ) N&o () Sim. Tipo: ( ) Salga () Secagem ao sol () Curtimento quimico
Destino da pele: () Nao aproveitada () Curtume () Intermediario () Mercado local (a0 consumidor)

Utiliza carne ovina para consumo familiar? () Néo () Sim. Peso médio dos animais consumidos: Kg

Dificuldades encontradas na comercializacéo: ( ) Preco () Falta de frigorificos na regido () Longa distancia dos frigorificos

() Falta de comprador () Falta de curtumes naregido ( ) Outras:

Compra ovinos para: ( ) Recria () Para terminagéo em confinamento

O rebanho ovino esta estabelecido? ( ) Sim ( ) N&o. Quantas matrizes pretende manter ao estabilizar o rebanho?

Taxa de reposicdo anual do rebanho ovino: % ao ano.

12. RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO:

Nome: Empresa: Data: __ /[

DDD/ Tel. para contato: Endereco eletrénico (e-mail):

Assinatura:
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