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Serum samples from 339 dogs from rural (beef and dairy farms) and urban areas of Municipality of Pelotas, RS,
were tested by indirect fluorescent antibody test to verify the presence of antibodies anti-Neospora caninum. Data
from dogs took part of an epidemiologic questionnaire to identify possible risk factors associated with the seropositivity.
Antibodies anti-N. caninum were found 15.6% (53/339) of serum samples, with 5.5% (6/109) of positive dogs from
urban area and 20.4% (47/230) from rural area. The analysis multivariate of the risk factors in showed that rural dogs
have 3.5 times more chance of contact with the parasite than urban dogs. Dogs with more than 3-years old have a
greater risk (OD = 4.1) to be positive for N. caninum than dogs with less than 3-years. Rural dogs from beef farms
presented greater risk (OD = 2.8) to be positive when compared with dogs from dairy farms. Seropositivity rate
increased 2.2 times in farms which the carcasses of dead animals and aborted fetus were not appropriately removed. N.

caninum is present in the southern region of the Rio Grande do Sul, infecting urban and rural dogs.
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RESUMO

Amostras de soro de 339 cées de origem rural (propriedades
de criacdo de gado de corte e de leite) e urbana do municipio
de Pelotas, RS foram submetidas & técnica de Imunofluores-
céncia Indireta para a deteccdo de anticorpos anti-Neospora
caninum. Os dados dos cées fizeram parte de um questionario
epidemiolégico na tentativa de identificar possiveis fatores
de risco associados a soropositividade. Foram encontrados
anticorpos anti-N. caninum em 15.6% (53/339) das amostras,
com 5.5% (6/109) nos cées urbanos e 20.4% (47/230) nos de
arearural. Aanalise multivariada dos fatores de risco identifi-

! Laboratorio de Parasitologia, Instituto de Biologia, Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
Campus Universitario s/n, Pelotas, RS 96010-900, Brasil. E-mail:
niltonacfilho@hotmail.com

2 Faculdade de Veterinéria, UFPel, Pelotas, RS, Brasil.

3 Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,Universidade de Séo
Paulo, Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 67, Sdo Paulo, SP 05508-
270, Brasil.

cou que cdes rurais tém risco 3.5 vezes maior de contato com
0 parasito do que cdes urbanos. Cées acima de trés anos de
idade tém risco maior (OD =4.1) de serem soropositivos para
N. caninum que cdes com idade inferior a trés anos. Caes ru-
rais de criacdo de gado de corte tm um risco maior (OD =
2.8) de infeccéo por N. caninum do que cées de propriedades
de producéo leiteira. A soropositividade foi 2.2 vezes maior
nas propriedades nas quais carcacas de animais e fetos ndo
sdo removidas do campo. N. caninum esta presente na regiao
sul do Rio Grande do Sul, infectando cdes urbanos e rurais.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum, cdes, fatores de
risco, Rio Grande do Sul.

INTRODUCAO

A neosporose é uma enfermidade que causa grandes per-
das econdmicas na pecuaria de corte em varias partes do mun-
do, podendo ocasionar aborto e morte perinatal em bovinos
(BARR etal., 1997). O agente etioldgico é o protozoario Ne-
ospora caninum Dubey; Carpenter; Speer; Topper e Uggla
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(1988), que pode ser transmitido aos bovinos através da
ingestdo de oocistos eliminados pelas fezes de cées, seus hos-
pedeiros definitivos (MCALLISTER et al., 1998) ou pela
transmissao transplacentaria, também descrita em cées
(BJORKMAN et al., 1996).

A soroprevaléncia de N. caninum em cées tem revelado
valores que variam com o habitat, a idade, a raca, o convivio
dos cdes com bovinos e a técnica soroldgica utilizada, entre
outros fatores (CANON-FRANCO et al., 2003). Na regido
sul do Rio Grande do Sul, embora tenha sido confirmada a
ocorréncia de aborto bovino por N. caninum (PAPPEN et al.,
2005) a ocorréncia desse agente em cdes ndo é conhecida.

O objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia de
anticorpos anti-N. caninum em cées de area urbana (domicili-
ados) e rural (de propriedades de criacdo de gado de leite e de
corte) e avaliar os possiveis fatores de risco associados com a
soropositividade dos cdes nesses diferentes ambientes.

MATERIAL E METODOS

Local e Animais

O estudo foi conduzido no municipio de Pelotas, regido
Sul do Rio Grande do Sul, Brasil (31°45’43”S e 52°21°00°O).

A amostragem dos cdes foi calculada com base na popula-
¢ao humana da cidade que € de aproximadamente 320.000 ha-
bitantes, com 93,2% destes na area urbana (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, IBGE, 2000). Para o célculo darela-
¢do cdo: humano, foi usada a proporc¢éo de um cdo para cada
dez habitantes (REICHMANN et al., 1999), estimando-se um
total de 32.000 cdes no municipio. Na zona rural, em proprie-
dades de criacdo de gado de corte, estima-se uma populacao de
1.115 animais e, em propriedades de criacdo de gado de leite,
de 3.139 cdes, segundo dados contabilizados junto a Secretaria
de Agricultura e Abastecimento, Departamento de Producéo
Animal, Divisao de Fiscalizagdo e Defesa Sanitaria Animal do
Estado do Rio Grande do Sul.

O programa Epi-Info versdo 3.3.2 foi usado para o calcu-
lo amostral com prevaléncia esperada de 50%, precisdo mini-
ma de 10% e intervalo de confianca (IC) de 95%
(THRUSFIELD, 1995) resultando uma amostra de 277 cées,
sendo 96 da area urbana, 88 de propriedades de criacdo de
gado de corte e 93 de propriedades de criagdo de gado de
leite. No periodo de maio a novembro de 2006, foram coleta-
das aleatoriamente 339 amostras, sendo 109 da area urbana,
128 de propriedades de criacdo de gado de leite e 102 de
propriedades de criacdo de gado de corte.

Coleta das amostras e questionario

Durante a coleta de sangue, cada cédo foi identificado e os
proprietarios foram convidados a responderem um questio-
nario com informacdes sobre o animal e 0 ambiente. Desse
questionario foram retiradas as variaveis: origem dos caes
(urbanos ou rurais, estes Ultimos de propriedades de corte ou
de leite), raca, idade, sexo, tipo de alimentacdo (comercial,
caseira/carne crua), contato com bovinos ou com canideos
silvestres (Pseudalopex gimnocercus e Cerdocyon thous), uti-
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lidade (pastoreio, companhia/guarda), tipo de manejo (sem-
pre soltos, temporariamente soltos), nimero de caes na pro-
priedade e observacdo de sinais nervosos nos cées (adultos e
filhotes). Para os cdes do meio urbano também se perguntou
se esses tinham contato com o meio rural. Em relacdo ao am-
biente rural, as variaveis incluidas foram: area da proprieda-
de; destino dado a carcacas e fetos (se ficavam no campo ou
eram queimados) e ainda questdes sobre a presenca e diag-
nostico de abortos.

O sangue foi coletado através de venocentese da veia
cefélica, diretamente em tubos do tipo vacutainer, sem anti-
coagulante, mantidos em temperatura ambiente, com posteri-
or centrifugacéo e obtencgdo dos soros, que permaneceram a -
20°C, até o momento da prova soroldgica.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi utili-
zada para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum. Laminas
sensibilizadas com taquizoitos da cepa NC-1 foram utilizadas
como descrito por Fernandes et al. (2004), com ponto de cor-
te de 1:50. Os soros positivos nesse titulo foram diluidos
seriadamente na base dois até a maxima titulacdo reagente.
Soros controles positivos e negativos foram utilizados em cada
reagdo.

Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em formato de planilhas ele-
trénicas (Microsoft Excel). Cada um dos potenciais fatores
de risco incluidos no questionario foram comparados indivi-
dualmente, usando tabelas da contingéncia 2x2, com uma va-
ridvel categorica representando a soropositividade dos ani-
mais (positivo ou negativo). A significancia de cada uma des-
sas associacOes foi determinada por testes de qui-quadrado
ou teste Exato de Fisher (THRUSFIELD, 1995), usando o
programa Epilnfo versdo 3.3.2. As variaveis consideradas sig-
nificativas na analise univariada (P < 0,25) foram selecionadas
como variaveis independentes para integrar uma analise
multivariada, através de um modelo de regressdo logistica, no
qual a soropositividade foi incluida como variavel dependen-
te. A significancia dessas associagOes foi estimada atraves de
razdo de chance (Odds ratio - OR), com intervalos de confi-
anca em nivel de 95% (HOSMER; LEMESHOW, 1989), usan-
do o software Statistix 8.0.

RESULTADOS

Questionario Epidemiolégico

Do total de 339 cées analisados, 181 (53,4%) eram féme-
as e 158 (46,6%) machos; 159 (46,9%) possuiam raca defini-
da e 180 (53.1%) eram mesticos; 145 (42,8%) e 194 (57,2%)
possuiam, respectivamente, menos e mais de trés anos de ida-
de, sendo 109 (32,2%) do meio urbano e 230 (67,8%) do meio
rural.

Esses animais eram utilizados para companhia/guarda (165
cdes, 48,6%) ou pastoreio (174 cées, 51,4%); 61 (18%) rece-
biam dieta comercial e 278 (82%) dieta caseira. Cées manti-
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dos sempre soltos era 0 manejo de 80,5% (273) deles e tem-
porariamente soltos de 19,5% (66).

Dos 230 animais do meio rural, 128 (55,7%) eram de pro-
priedades leiteiras e 102 (44,3%) de corte. Desses, seis (2,6%)
ndo tinham contato com bovinos e o restante, 224 (97,4%)
mantinham contato com bovinos. Em relacgdo a canideos sil-
vestres, relatou-se que 83 (36,1%) tinham tido contato e 147
(63,9%) nédo apresentavam contato com esses animais.

Em relacdo as propriedades, destino adequado das carca-
cas, dos fetos e da placenta era dado em 109 (47,4%) delas,
enquanto em 121 (52,6%) propriedades esses materiais eram
deixados a campo. Propriedades estudadas com area superior
a 50 hectares foram 108 (47,0%) e as 122 (53,0%) restantes
possuiam menos de 50 hectares. Aborto nos bovinos foi rela-
tado em 103 (44,8%) propriedades e em 127 (55,2%) esse
fato ndo era observado.

Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum

Dos 339 soros analisados, 53 (15,6%) foram positivos para
anticorpos anti-N. caninum, sendo 5,5% (06/109) de cées da
area urbana e 20,4% (47/230) da area rural. Nesses Gltimos a
prevaléncia foi duas vezes maior nos cées provenientes de
propriedades de corte do que em cdes criados em fazendas de
gado leiteiro (P<0,05) com valores de 28,4% (29/102) e 14,1%
(18/128), respectivamente, Tabela 1.

A Tabela 2 apresenta os titulos de anticorpos anti-N.
caninum nos cdes do meio urbano e rural. Os titulos variaram
de 50 a 1600, com 19 (35,8%) das 53 amostras positivas (RIFI
> 1:50) apresentando titulo modal de 400.

Fatores de Risco associados & presenca de anticorpos anti-
N. caninum

Os resultados de frequiéncias e a analise de associacdo das
diferentes variaveis com a sorologia para N. caninum estdo
apresentados na Tabela 3.

Na analise univariada as variaveis origem, raca, sexo, ida-
de, utilidade e tipo de alimentag&o dos cées, bem como tipo de
propriedade, destino de carcagas, manejo dos cdes (sempre sol-
tos ou temporariamente soltos) e contato dos cdes com canideos
silvestres apresentaram valor de P < 0,25 e foram oferecidas
para a analise multivariada. Dessas apresentaram diferenca de
odds ratio significativas as variaveis: origem dos cées (urbana
ou rural), tipo de propriedade rural (bovinos de leite ou corte) e
idade dos cées (mais ou menos de trés anos). Maior prevalén-
cia foi observada nos caes do meio rural (odds ratio = 3,46; P =
0,01), de propriedades de criacdo de bovinos de corte (odds
ratio = 2,80; P = 0,005) e com idade superior a trés anos (odds
ratio = 4,12; P = 0,0001). Foi fator de protecdo a queima das
carcagas e fetos nas propriedades quando comparadas as que
deixavam os animais a campo (odds ratio = 2,23; P = 0,03).

DISCUSSAO

Esse € o primeiro relato de prevaléncia de anticorpos anti-
N. caninum em cées do Rio Grande do Sul. Dos 339 animais
examinados 15,63% (53/339) foram soropositivos para N.

caninum. Dados de prevaléncias na América do Sul mostram
uma ampla variagdo: 20% no Uruguai (BARBEr et al., 1997),
37,8% na Argentina (BASSO et al., 2001) e 18% no Chile
(PATTITUCI et al., 2001). No Brasil, Gennari et al. (2002)
observaram 18% de cées reagentes a N. caninum na area ur-
bana da cidade de S&o Paulo. Fernandes et al. (2004) relata-
ram que 14% dos cées de Uberlandia, MG, eram positivos a
N. caninum, enquanto Azevedo et al. (2005) observaram 8,4%
de prevaléncia em Campina Grande, Paraiba. Entretanto de-
vido a diferencas no nimero e tipo das amostras, técnicas de
diagnostico e pontos de corte essas comparagoes devem ser
feitas com cuidado.

A frequéncia de cées soropositivos para N. caninum na
area urbana da cidade de Pelotas, RS foi de 5,5%, semelhante
ao relatado por Wouda et al. (1999b), em area urbana, na
Holanda. Apesar de serem domiciliados, a maioria dos cdes
urbanos participantes desse experimento ndo ficava restritos
aos limites da residéncia, tendo acesso as ruas. No Chile,
Pattituci et al. (2001) detectaram 12,5% de cées soropositi-
VOs na area urbana, enquanto que, na Italia, a frequiéncia foi
de 11,7% (CAPELLI et al., 2004).

Em Uberléndia (MG), Fernandes et al. (2004) descreveram
uma prevaléncia duas vezes maior em cées do meio rural, em
comparagao com os da area urbana. No presente estudo, a pre-
valéncia de N. caninum em cdes no meio rural foi quatro vezes
maior do que para os caes de area urbana, mostrando ser a ori-
gem dos cées importante fator na epidemiologia desse parasito.
Esses dados reforgam a hipotese de que, no meio rural, 0 aces-
so dos cdes as fontes de infeccdo é mais facil, com maior possi-
bilidade de ingestéo de carcacas, fetos bovinos abortados e res-
tos placentarios. A analise multivariada demonstrou que esse
tipo de fator de risco é importante na epidemiologia da
neosporose no ambiente estudado, uma vez que cées proveni-
entes de propriedades onde nao ha o recolhimento de animais
mortos ou fetos abortados do campo apresentam risco duas vezes
maior de serem soropositivos do que cées advindos de propri-
edades nas quais, essa pratica é exercida.

Quando foram analisados os cdes do meio rural, consta-
tou-se que o risco de cdes se infectarem por N. caninum foi
2,8 vezes maior em propriedades de criacdo de gado de corte
do que nas de gado de leite. Isso pode ser conseqiiéncia do
fato de propriedades de leite possuir um maior controle da
sanidade do rebanho, considerando que geralmente sdo pro-
priedades de area mais reduzida e com menor nimero de ani-
mais. Em um estudo realizado na regido amazonica, em
Rondbénia, Aguiar et al. (2006) observaram valores de ocor-
réncia semelhantes em cées de propriedades leiteiras, de cor-
te e mistas, entretanto o manejo utilizado nas propriedades do
Rio Grande do Sul e da Amaz6nia séo bastante distintos.

No presente estudo, cdes que eram utilizados para o pastoreio
apresentaram maior prevaléncia do que os de companhia ou
guarda; esse resultado, apesar de ndo significativo (P > 0,05),
também reflete o fato de que quanto mais intimo o contato dos
cées com 0s bovinos maiores as chances de aquisicdo do N.
caninum. Patitucci et al. (2001) detectaram uma maior porcen-
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Tabela 1. Prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum do meio Tabela 2. Titulo de anticorpos (RIFI) para N. caninum em 339
urbano e de propriedades (Prop.) rurais (criagdo de bovinos cdes da area urbana (n=109) e rural (n=230) de Pelotas, RS.
de corte e de leite) do municipio de Pelotas, RS.

Titulo de NUmero de cées positivos (%) Total de
Origem Total examinados N° positivos % Anticorpos Area Urbana Area Rural positivos (%)
Urbanos 109 6 552 50 1 (16,7) 11 (23,4) 12 (22,6)
Prop. leite 128 18 14,1° 100 0 7 (14,9) 7 (13,2)
Prop. corte 102 29 28,4¢ 200 0 8 (17,0) 8 (15,1)
Total 339 53 15,6 400 3 (50,0) 16 (34,0) 19 (35,8)
Valores seguidos de letras diferentes, na coluna, representam dife- 800 2 (333) 364 5 (106
A . 1600 0 2 (43) 2 (39)
renca estatistica entre si (p < 0,05).

Total 6 (5,5) 47 (20,4) 53 (15,6)

Tabela 3. Caracterizagéo da populacdo de cées analisados e sua associagdo com a presenca de
anticorpos anti-N. caninum e os possiveis fatores de risco analisados.

Variaveis Ndmero Caes Anélise Univariada Andlise Multivariada
de cées Positivos Odds ratio P Odds ratio P
(%) (%) (95% ClI) (95% ClI)

Origem

Urbanos 109 (32,2) 06 (5,5) 1 1

Rurais 230 (67,8) 47 (20,4) 0,23 (0,08-0,56) 0,0004 3,46 (1,32-9,04) 0,0113
Propriedade

Leite 128 (55,7) 18 (14,0) 1 1

Corte 102 (44,3) 29 (28,4) 0,42 (0,20-0,85) 0,008 2,80 (1,36-5,77)  0,0051
Idade dos caes

0-3 anos 145 (42,8) 11 (7,6) 1 1

>3 anos 194 (57,2) 42 (21,6) 0,30 (0,13-0,62) 0,0004 4,12 (2,00-8,51) 0,0001
Destino carcacgas

Queima 109 (47,4) 14 (12,8) 1 1

Fica no campo 121 (52,6) 33 (27,3) 0,39 (0,18-0,82) 0,007 2,23 (1,08-4,64) 0,0311
Raca

definida 159 (46,9) 32(20,1) 1

SRD 180 (53,1) 21 (11,7) 1,91 (1,01-3,66) 0,03
Contato com bovinos

Nao 06 (2,6) 0 (0) 1

Sim 224 (97,4) 47 (20,9) 0,0 (0,0-3,32) 0,35
Tipo de manejo

Temporario 66 (19,5) 06 (9,1) 1

Sempre soltos 273 (80,5) 47 (17,2) 0,48 (0,16-1,20) 0,10
Contato com canideos

Nao 83(36,1) 12 (14,6) 1

Sim 147 (63,9) 35 (23,8) 0,54 (0,24-1,16) 0,09
Sexo

Fémeas 181 (53,4) 22(12,2) 1

Machos 158 (46,6) 31 (19,6) 0,57 (0,30-1,07) 0,06
Utilidade

Companhia/guarda 165 (48,6) 16 (9,7) 1

Pastoreio 174 (51,4) 37 (21,3) 0,40 (0,20-0,77) 0,003
Alimentacao

Comercial 61 (18,0) 06 (9,8) 1

Caseira/carne crua 278 (82,0) 47 (16,9) 0,54 (0,18-1,35) 0,17
Area (hectare)

<50 122 (53,0) 22 (18,0) 1

> 50 108 (47,0) 25(23,1) 0,73 (0,36-1,46) 0,34
Aborto bovino

Nao 103 (44,8) 22 (21,6) 1

Sim 127 (55,2) 25(19,7) 1,11 (0,55-2,21) 0,75
Diagnostico aborto

Sim 09 (7,1) 2(22,2) 1

N&o 118 (92,9) 45(38,1) 0,46 (0,05-2,59) 0,48
Recolhe carcaca

Sim 96 (41,7) 13 (13,5) 1

N&o 134 (58,3) 34 (25,4) 0,46 (0,21-0,97) 0,03
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tagem de animais infectados, entre cdes que eram utilizados
para trabalhos ou para esportes na zona rural do Chile.

Com relagdo a idade dos cées, observou-se que alguns com
mais de trés anos de idade apresentam risco quatro vezes maior
de serem soropositivos para N. caninum do que 0s mais jo-
vens, o que indica a importancia da transmisséo horizontal do
N. caninum nesses hospedeiros. Dados semelhantes foram
observados na Argentina (BASSO et al., 2001) e em estudos
similares em outras regifes do Brasil (SOUZA et al., 2002;
CANON-FRANCO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004;
AGUIAR et al., 2006). Entretanto a idade ndo apresentou as-
sociacdo com a presenca de anticorpos anti-N. caninum em
estudos conduzidos por Rasmussen e Jensen (1996) na Dina-
marca e também por Varandas et al. (2001) e Azevedo et al.
(2005) no Brasil.

Barber (1998) relata que a taxa de transmisséo vertical de
neosporose em cdes € baixa, ja que 80% da prole de maes
soropositivas ndo é infectada até o nascimento, indicando que
a infeccao pos-natal € significativa nessa espécie.

A titulagcdo maxima encontrada no presente estudo foi de
1600 (3,8% das amostras) e a mais frequente foi 400 (35,8%).
Em estudos preliminares com cées (SOUZA et al., 2002;
CANON-FRANCO et al., 2003; FERNANDES et al., 2004;
AZEVEDO etal., 2005; AGUIAR et al., 2006) néo foi obser-
vada correlacao entre presenca e valores dos titulos de anti-
corpos e sinais clinicos, semelhantes a esse estudo, no qual
todos os cées amostrados apresentaram-se sadios.

O sexo e a raga dos cdes, quando analisados pelo modelo
multivariado, ndo foram associados com a ocorréncia do N.
caninum, como também verificado em outros estudos (BASSO
et al., 2001; FERNANDES et al., 2004; AZEVEDO et al.,
2005). Aexisténcia de predisposi¢cdo de uma determinada raca
ou de susceptibilidade diferencial do sexo, a neosporose nos
caes ¢ ainda desconhecida (DUBEY;, 2003); entretanto, Wouda
et al. (1999a) observaram uma maior suscetibilidade nas fé-
meas adultas do que nos machos, fato que correlacionaram a
possiveis fatores hormonais presentes durante a gestacao
(BARBER; TREES, 1996).

Ainda ndo existem muitos estudos que associem a ocor-
réncia de anticorpos anti-N. caninum em cées e a dieta ofere-
cida a estes. Cafion-Franco et al. (2003), de forma semelhante
agora observada, ndo encontraram efeito da dieta sobre a ocor-
réncia do N. caninum. Patitucci et al. (2001) observaram que
cdes alimentados com carne crua, ou que tinham acesso a ani-
mais abatidos clandestinamente, tiveram um risco 2,6 vezes
maior de serem soropositivos, quando comparados a cdes que
se alimentavam a base de comida caseira ou comercial.

O contato com canideos silvestres ndo representou risco
de infeccdo para N. caninum. Patitucci et al. (2001) e Cafion-
Franco et al. (2004) verificaram que canideos silvestres po-
dem apresentar anticorpos anti-N. caninum, entretanto ainda
ndo se confirmou a participacdo desses canideos como hos-
pedeiros definitivos do N. caninum.

Os resultados do presente estudo demonstram a presenca
de N. caninum em cées da area urbana e rural do municipio de

Rev. Bras. Parasitol. Vet

Pelotas, Rio Grande do Sul, tendo como fatores de risco en-
volvidos na epidemiologia da neosporose canina a origem e a
idade dos cdes bem como o destino dado a carcagas de ani-
mais nas propriedades rurais da regido.
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