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RESUMO

Neospora caninum é o agente etiolégico da neosporose em bovinos e cédes, € considerado como uma das
principais causas de aborto em vacas; em cées infectados intra-uterinos e imunossuprimidos, causa lesdes
multissistémicas e sdo considerados os hospedeiros definitivos. O objectivo deste estudo era determinar a
seroprevaléncia contra o Neospora caninum em caes urbanos e rurais do sudeste do Estado do México e
a sua associacdo com factores de risco para esta espécie. Utilizando amostras de conveniéncia néo-
probabilistica, foram obtidas 70 amostras de soro de cdes numa zona urbana e 76 numa zona rural. As
informacdes sobre idade, sexo, dieta e ambiente foram obtidas por meio dum questionario. A analise
estatistica foi feita por qui-quadrado, determinacédo do razdo de probabilidade (OR) e regressdao mdltipla
linear discriminante. A seropositividade global do Neospora caninum por IFA foi de 51,3% (75/146), em
caes urbanos 48,6% e em caes rurais 53,9% (p=0,314). Para o factor idade, a seropositividade aumentou
com o aumento da idade; o consumo da placenta foi reconhecido como um factor de risco. E identificada
uma ampla distribuicdo do Neospora caninum em cées, bem como uma exposi¢cao constante ao Neospora
caninum na area de estudo.

Palavras-chave: cédes, Neospora caninum, México.

ABSTRACT

Neospora caninum is the etiological agent of neosporosis in cattle and dogs. It is considered one of the
leading causes of abortion in cows. Dogs are considered the definitive host; in intrauterine infected and
immunosuppressed dogs, it causes multisystemic lesions. The aim of this study was to determine the
seroprevalence against Neospora caninum in urban and rural dogs from the southeast of Mexico State and
its association with risk factors for these species. Through a non-probabilistic convenience sampling, 70
serum samples were obtained from dogs from an urban area and 76 from a rural area. Information on age,
gender, diet and environment was obtained through a questionnaire. The statistical analysis was applied by


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
http://dx.doi.org/10.21929/abavet2022.3
https://www.youtube.com/watch?v=wxN2_RBh2vs
https://orcid.org/0000-0002-9842-3874
https://orcid.org/0000-0002-7916-2146
https://orcid.org/0000-0002-3820-4370
https://orcid.org/0000-0001-8083-7246
https://orcid.org/0000-0001-6618-1922
https://orcid.org/0000-0002-4262-9224
mailto:vicky_garciarubio@yahoo.com.mx
mailto:enresaya1@hotmail.com
mailto:pedro_abel@yahoo.com
mailto:buendia_aureliano@hotmail.com
mailto:popoxtla1@hotmail.com
mailto:mvzojeda@hotmail.com

ABANICO VETERINARIO ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com
abanicoacademico.mx/revistasabanico/index.php/abanico-veterinario >

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

means of Chi square, as well as the determination of the odds ratio (OR) and discriminant multiple linear
regression. The general seropositivity to Neospora caninum by IFAT was 51.3% (75/146), in urban dogs, it
was 48.6%, and 53.9% in rural dogs (p=0.314). As for the age risk factor, seropositivity was higher as it
increased; the consumption of placentas was recognized as a risk factor. A wide distribution of Neospora
caninum was identified in dogs as well as constant exposure to it in the area studied.

Keywords: dogs, Neospora caninum, Mexico.

INTRODUCAO

A neosporose causada por Neospora caninum, um protozodario Apicomplexa, tem sido
considerada uma causa importante de epidemia e aborto endémico com grande impacto
econdémico na industria pecuaria mundial (Dubey, 2003), bem como causando lesdes
multissistémicas em cédes imunocomprometidos ou infectados intra-uterinos (Lindsay &
Dubey, 2000). O Neospora caninum € mantido no meio ambiente por um ciclo de vida
heteroxo envolvendo o cado como hospedeiro definitivo e uma vasta gama de hospedeiros
intermediarios (Dijkstra et al.,, 2001). Os cées adultos imunocompetentes sao
assintomaticos (Kul et al.,, 2015; Silva & Machado, 2016), e podem servir como
hospedeiros definitivos e intermediarios através da excrecdo de oocistos, 0s quais, ao
serem esporulados no ambiente, podem ser ingeridos por hospedeiros intermediarios
levando a transmisséo horizontal nestes animais (McAllister et al., 1998; Lindsay et al.,
1999; Dubey, 2003). Os céaes adquirem infeccédo por ingestdo de 6rgaos, tecidos, fetos
ou membranas fetais com cistos parasitas presentes nos hospedeiros intermediarios, por
ingestdo de oocistos esporulados encontrados no ambiente e por transmissao
transplacentaria vertical (Dubey et al., 2007). Este parasita também mantém um ciclo
silvatico entre os canideos e herbivoros selvagens (Almeira, 2013; Donahoe et al., 2015).
Os anticorpos anti-Neospora caninum foram detectados em cdes em varios paises
utilizando diferentes técnicas de diagnostico e diferentes factores de risco foram
associados a sua ocorréncia nestas populacdes (Anvari et al., 2020). No México, os
sistemas de producéo de leite em pequena escala (SPLPE) tém desempenhado um papel
importante na produgé&o nacional (Lopez et al., 2008); e de acordo com o que foi relatado
por Montiel-Olguin et al., 2019, identificou a elevada seroprevaléncia da neosporose
como um factor de risco associado ao baixo desempenho reprodutivo nestas unidades
de producao; entretanto, foi confirmada a presenca do Neospora caninum e a sua
associacdo como causa de aborto em unidades SPLPE na regido sudeste do Estado do
México (Ojeda et al., 2016; Reyes-Sandoval et al., 2017); contudo, o estatuto serologico
dos cées residentes nestas unidades de producédo, bem como nas areas urbanas
circundantes, € desconhecido, 0 que permitiia uma estimativa quantitativa da sua
possivel distribuicdo. Portanto, o objectivo deste estudo era determinar a seroprevaléncia
do Neospora caninum em cdes numa zona rural e urbana do sudeste do Estado do
México e a sua associacdo com possiveis factores de risco para esta espécie.
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MATERIAL E METODOS

Area geografica

Os municipios de Amecameca, Tlalmanalco e Ayapango foram considerados como uma
zona rural entre as coordenadas 19°07'-19°80' de latitude norte e 98°45'-98°51' de
longitude oeste, no sudeste do Estado do México, a uma altitude média de 2420 m a.n.m.
O clima é sub-humido temperado com precipitacao de Verdo Cb (w2), temperatura média
de 12 a 18°C e pluviosidade de 935 mm por ano. Para a area urbana, Ciudad
Nezahualcoyotl, Estado do México a 2240 m a.n.m, o clima é temperado semi-seco
BS(1k) com precipitacdo de Verdo, temperatura entre 20-32°C e uma precipitacdo média
de 775 mm.

Animais em estudo

Setenta e seis amostras de sangue foram colhidas de cées na zona rural, provenientes
de unidades de producdo de gado leiteiro com antecedentes de aborto, onde outras
espécies como ovelhas, cabras, porcos e cavalos coabitam. Para a area urbana, 70 cées
frequentaram uma clinica veterinaria para tratamento preventivo ou cuidados de
patologias e doencas nao relacionadas com a neosporose. Para ambas as areas, 0s cées
foram incluidos no estudo ap6s os proprietarios assinarem um formuléario de
consentimento e preencherem um questionario semi-estruturado para obterem
informacdes para identificar possiveis factores de risco. Os critérios de inclusdo foram:
caes de qualquer idade e sexo, fémeas nao prenhes e em bom estado geral de saude.
As amostras foram processadas no Centro Nacional de Pesquisa Disciplinar em Saude
Animal e Inocuidade do Instituto Nacional de Pesquisas Florestais, Agricolas e Pecuarias
(CENID-SAI del INIFAP), Jiutepec, Morelos.

Amostragem e recolha de amostras

O tipo de amostragem néo era viavel por conveniéncia. As amostras de sangue foram
obtidas por puncdo de veia cefdlica em tubos vacutainer sem anticoagulante,
identificadas e mantidas a temperatura ambiente até a exsudacao do soro, separadas
por centrifugacdo a 1500 xg durante 10 min e armazenadas em frascos de polipropileno
a -20°C até a andlise. Todos os cées foram tratados em estrita conformidade com as
directrizes aceites para o0 uso ético, cuidados e bem-estar dos animais estabelecidas pelo
Comité de Etica e Bioética da Investigacdo do Centro Universitario Amecameca da
Universidade Autonoma do Estado do México, com aprovacao e numero de acto 08/2021.
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Estudo serolégico

Os soros foram descongelados e processados numa diluicdo de 1:50, e analisados por
Ensaio de Imunofluorescéncia Indirecta (IFA), utilizando o método descrito por (Dubey et
al., 2007); laminas comerciais com taquizoitos de Neospora caninum, cultivados em
células Vero, fixas e ndo manchadas (N° de Catalogo, SLD-IFA-NC, VMRD Inc.,
Washington, EUA); foi utilizado como anticorpo secundario um anti-IgG canino conjugado
com fluoresceina de origem caprina (N° de Catalogo, CJ-F-CANG VMRD Inc.,
Washington, EUA). Para cada lamina, foram utilizados como controles de teste soros
caninos positivos e negativos Neospora caninum (Cat. No., 211-P-NC-CAN e 211-N-NC-
CAN, VMRD Inc., Washington, EUA); as laminas foram observadas sob um microscoépio
de epifluorescéncia. Sera mostrando um numero = 20 taquizoitos com fluorescéncia por
campo Optico foram considerados positivos (Dubey & Lindsay, 1996). A titulacdo foi
realizada com diluicdes duplas em série a partir de uma diluicdo inicial de 1:50 para
determinar o ponto final utilizando a metodologia acima descrita.

Analise estatistica

Prevaléncia e possiveis factores de risco tais como: idade, sexo, coabitagdo com outros
cdes e/ou outras espécies, bem como o consumo de fetos abortados, placentas, ou
miudezas de tecido bovino foram considerados como variaveis dicotdbmicas; excepto para
o tipo de alimento administrado onde é dada uma descricdo da variavel. Inicialmente,
foram comparados usando o Qui-quadrado com a correccdo Yates e naqueles em que o
factor de risco era significativo (p < 0,05) foi estimado o razdo de probabilidade (OR),
onde valores superiores a uma associac¢ao indicada, usando o programa OpenEpi versao
3.01.

Por outro lado, a relacdo entre seropositividade e potenciais factores de risco foi
determinada por multiplas analises de regresséo linear discriminante usando o software
Statsgraphics Centurion XVIII.

RESULTADOS

Dos 146 soros testados, 75 mostraram uma reacgao positiva ao Neospora caninum, pelo
que a identificacdo de anticorpos especificos nos cdes em estudo foi de 51,3%, a
seroprevaléncia em caes da zona urbana foi de 48,6% (34/70) e para a zona rural de
53,9% (41/76), ndo encontrando diferenca estatistica (p=0,314). Os titulos de anticorpos
anti-Neospora canino foram: 66,7% (50/75) a 1:50, 10,7% (8/75) a 1:200, 9,3% (7/75) a
1:400 e 13,3% (10/75) a 1:800. Embora tenha sido identificada uma maior
seroprevaléncia nos machos 55. 9% (47/84) em comparagdo com as mulheres 45,1%
(28/62), ndo houve diferenca estatistica significativa entre os géneros urbano e rural
(p=0,131) Tabela 1.
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Para a idade do factor de risco, a seroprevaléncia do Neospora caninum foi maior a
medida que a idade dos cdes aumentou (Tabela 2); a diferenca significativa so foi
encontrada no estrato de 5-10 anos, para ambas as zonas (p=0,02697), com um OR=11
(Cl 95%: 1,137-106,4).

Tabela 1. Neospora caninum seroprevaléncia por sexo em caes no sudeste do Estado do México

Género Ndmero de soros Soros positivos a IFAT Seroprevaléncia (%)
Areaurbana  Fémeas 34 15 44.1
Machos 36 19 52.7
Area rural Fémeas 28 13 46.4
Machos 48 28 58.3
Geral Fémeas 62 28 45.1
Machos 84 47 55.9

Tabela 2.Seroprevaléncia do Neospora caninum por idade em cées do sudeste do Estado do México

Idade (Anos) Area urbana Area rural Geral
Seroprevaléncia (%) Seroprevaléncia (%) Seroprevaléncia (%)
<1 3/10 30.0 14/38 36.8 17/48 35.4
1-5 17/35 48.5 16/26 61.5 33/61 54.1
5-10 8/19 421 8/9 88.9 16/28 57.1
210 6/6 100.0 3/3 100.0 9/9 100.0
Total 34/70 48.6 41/76 53.9 75/146 51.3

Nos cédes seropositivos da zona urbana e para o factor tipo de alimento, foram
identificados os seguintes 2,94% (1/34), frango consumido; 8,7% (3/34), racéo /frango;
8,7% (3/34), racdo /alimento humido; 73,5% (25/34), racao; 2,94% (1/34), desperdicio de
carne e 2. 94% (1/34), frango/ racao /residuos de alimentacéo; para isto e para os factores
de risco coabitacdo com outras espécies, coabitacdo com outros caes, consumo de
tecidos bovinos, nao foi possivel demonstrar uma associagdo com a seroprevaléncia. Isto
contrasta com a andlise discriminante de regressdo linear mdltipla em que a
seropositividade e os possiveis factores de risco foram considerados; o consumo de
placenta foi identificado como um factor com significado (p=0,0146) que esta relacionado
com a idade e a equacdo do modelo ajustado é:

seropositivo = 0.209517 + 0.485705 * consumo de placentas + 0.138303 * idade
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DISCUSSAO

A seroprevaléncia global para o Neospora caninum determinada neste estudo no sudeste
do Estado do México, utilizando o teste IFA foi elevada, com 51,3% dos caes, sendo
superior aos 35% obtidos para a cidade de Tizayuca, Hidalgo, México; relatado por
Sanchez et al., 2003 eCruz-Vazquez et al., 2008 de 32% em Aguascalientes, México,
ambos os estudos utilizando o teste ELISA; assim, a mesma tendéncia € observada
quando comparada com estudos mais recentes noutros paises como a China, 20% (Gao
& Wang, 2019); no Brasil, no Estado do Parana, 19,6% (Spiti et al., 2018); e em Sé&o
Paulo, onde a seroprevaléncia em trés anos consecutivos foi de 7,8%, 4,8% e 6,8% (Seva
et al., 2020)). Nesta investigacao, foi determinada uma seroprevaléncia de 53,9% em
cdes nas zonas rurais, semelhante aos 51,3% relatados por (Sanchez et al., 2003); no
entanto, foi utilizado para este estudo um ndmero menor de cades de quinta (14) em
Tizayuca, Hidalgo; mas isto contrasta com os resultados relatados por Cruz-Vazquez et
al., 2008 com 41% para caes que tiveram contacto proximo com gado leiteiro, no qual
foram amostrados 152 cées. Na area de estudo h& conhecimentos recentes sobre a
elevada seroprevaléncia em efectivos leiteiros do sistema de producdo em pequena
escala 51,7% (Ojeda et al., 2016). Contudo, ndo existem relatérios anteriores sobre a
situacdo seroepidemioldgica dos cédes, cuja importancia reside no facto de serem
considerados os hospedeiros definitivos no ciclo deste parasita e na transmissao
exdgena ao gado, sem deixar de lado a perpetuacéo da infeccao através da transmissao
enddgena no gado, considerando que é pratica comum permitir o consumo de placentas,
fetos e outros tecidos por cdes que coabitam unidades de producdo animal, o que é
identificado pela analise de regressao linear discriminante multipla utilizada neste estudo
e que, por sua vez, esta relacionado com a idade do cédo; Em todo o mundo, tem sido
relatada a presenca de parasitose numa gama de 12-42% em fetos bovinos abortados
(Lefkaditis et al., 2020). Embora o parasita possa alojar-se em qualquer tecido, tem sido
identificado principalmente no sistema nervoso central, masculo esquelético e cardiaco e
figado (Cedillo et al., 2008; Cavalcante et al., 2011).

Foi estimada uma seroprevaléncia de 48,6% para a area urbana; superior aos 20%
relatados por Sanchez et al., 2003 e Cruz-Vazquez et al., 2008; com uma amostragem
de 6 e 116 céaes, respectivamente. Considera-se que a infeccédo por parasitas em caes
ocorre apos o consumo de tecidos com a presenca de quistos, o que levanta uma questao
sobre os possiveis mecanismos de transmissdo em caes urbanos. As seroprevaléncias
reportadas variam muito em todo o mundo, o que pode ser atribuido a factores
geograficos, topograficos, climaticos, tipo de populacdo canina (domeéstica, rua, abrigo,
quinta), condicdes de manutencao, tipo de alimentagcdo; bem como aos diferentes
meétodos de amostragem e diagnostico utilizados (Dwinata et al., 2018; Anvari et al.,
2020); este estudo identifica um elevado numero de cdes seropositivos cuja dieta
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principal € o racéo, e que ndo vivem nem coabitam com outros cdes ou outras espécies
de producdo; portanto, a presenca de anticorpos anti-Neospora caninum indica a sua
exposicao ao parasita sem contacto directo com animais de criacdo, que podem estar
associados a transmissao vertical da mae para o feto durante varias geracdes ou a
transmissao horizontal pés-desmame (Sloan et al., 2017) e consumo de 4gua e alimentos
contaminados com oocistos esporulados (McAllister, et al., 1998; Langoni et al., 2013).

Para a idade do factor de risco, a seroprevaléncia foi maior & medida que a idade dos
cées aumentou, 0 que é consistente com Cruz-Vazquez et al. 2008 México com 67% para
caes entre 11 e 15 anos, Ferroglio et al., 2007, em Italia; Collantes-Fernandez et al., 2008,
em Espanha e Wang et al., 2016 na China, sugerindo uma exposicdo pés-natal mais
longa a infeccéo por transmisséo horizontal directa ou indirecta do parasita. O resultado
obtido nesta investigacdo pode dever-se ao facto de que no habitat onde os caes vivem
tanto em zonas rurais como urbanas, o ciclo parasitario € assegurado, com uma elevada
possibilidade de seroconversdo sendo maior quanto mais tempo o céo viver (Dijkstra et
al., 2001; Bandini et al., 2011). No entanto, Sloan et al., 2017, encontraram uma maior
seroprevaléncia em cdes com um ano ou menos de idade, particularmente para esse
estudo atribuiu-a ao aumento da seropositividade em cadelas gravidas e a transmissao
vertical do parasita na Australia.

Os titulos de anticorpos encontrados neste trabalho variavam entre 1:50 e 1:800, a este
respeito, de de Souza et al., en 2002 obtiveram titulos semelhantes, outros autores
encontraram titulos inferiores de 1:25 ou superiores até 1:1600 (Langoni et al., 2013;
Spiti, et al., 2018). Bandini et al., en 2011 relatam titulos de 1:800 a 1:1160 em soros de
cées experimentalmente infectados com altas doses de oocistos, sendo esta uma
referéncia do grau de exposi¢do dos cdes na area de estudo deste trabalho.

CONCLUSAO

As seroprevaléncias do Neospora caninum encontradas neste estudo determinam uma
ampla distribuicdo deste protozoario em caes na regidao sudeste do Estado do México,
tanto em areas rurais como urbanas; de forma semelhante, os titulos de anticorpos
demonstram a exposicao constante dos caes ao parasita em ambas as areas. O consumo
de placentas foi identificado como um factor de risco para 0s cédes que vivem na zona
rural, que pode estar relacionado com a elevada prevaléncia do parasita no gado da zona
em estudo.
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