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Resumo VI

GARCIA FILHO, A. “Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora
caninum em rebanhos bovinos leiteiros e de corte da regido de
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RESUMO

7

Neospora caninum é um protozodrio reconhecido como
agente causador de abortamentos em bovinos, descrito em varias areas
do mundo e presente em varias regides do Brasil, o que justificou a
abordagem da ocorréncia de N. caninum na regido de Presidente
Prudente, um importante polo pecuério. O objetivo do estudo é fornecer
subsidios, em rebanhos leiteiros e de corte, para o estudo epidemioldgico
da neosporose nessa regido. Pelo método de ELISA foram testados 505
soros de bovinos de corte da raca Nelore, pertencentes a seis
propriedades e 408 de bovinos leiteiros procedentes de 11 propriedades.
A ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum entre propriedades leiteiras
variou de 19,23% a 74,28%, com uma média aritmética de 35,53%,
enguanto para o gado de corte essa variacdo foi de 11,40% a 34,29%
com uma média aritmética de 20,0%. A ocorréncia de anticorpos anti-
N.caninum foi significativamente maior em gado de leite quando

comparada com o rebanho de corte.

Palavras chave: N.caninum; Nelore; Holandesa; Abortamento; Bovino.



Abstract V11

GARCIA FILHO, A. “Occurrence of antibodies anti- Neospora caninum
in bovines of Presidente Prudente/SP region.” Botucatu, 2004. 48p. A
dissertation submitted in partial fulfillment of the requirements to obtain
the Master's Degree in Veterinary Clinical Science. School Veterinary

Medicine and Animal Husbandry, Sdo Paulo State University.

ABSTRACT

Neospora caninum have been recognized as a protozoa
that causes bovine abortion, being cosmopolitan and present in many
brazilian regions, which has justify these analysis of N. caninum
occurrence in Presidente Prudente region, an important bovine breeding
center. The objective of this study was to get subsidy, in dairy and beef
cattle, for N.caninum epidemiology and comportment at this place. ELISA
test method was used in 505 beef cattle serums of Nelore from six
different ranches and 408 dairy cattle serums from 11 other ones. The
antibodies anti-N.caninum occurrence, among dairy ranches, ranged
between 19,23% up to 74,28% with a arithmetic average of 35,53%,
meanwhile for the beef cattle, through this variance, ranged from 11,40%
up to 34,29%, with a arithmetic average of 20,0%. The antibodies anti-N.
caninum occurrence were significant larger in the dairy cattle than the beef

cattle, when compared.

Keywords: N. caninum; Nelore; Holstein; Abortion; Bovine.
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1. INTRODUCAO

Existem varias causas de perdas embrionarias e
abortamentos em bovinos, por isso a identificacdo do agente etioldgico é
importante para sanear e definir medidas de controle de uma doenca.

Até 1988, Neospora caninum era confundido com
Toxoplasma gondii, posteriormente, ambos parasitos foram diferenciados em
sua microestrutura (Dubey et al., 1988), onde percebeu-se a importancia do
N.caninum no meio ambiente e na interagcéo entre caes e bovinos.

O céo é considerado hospedeiro definitivo por eliminar
oocistos nas fezes devido a reproducdo sexuada do parasito que ocorre em
sua mucosa e submucosa intestinal (McAllister et al.,1998). Pastagens e
alimentos contaminados sdo considerados como fonte de infeccdo do N.
caninum por transmissdo horizontal. Outras vias de transmissao, na
horizontal, seriam o colostro e o leite (Uglla et al.,1998), a placenta e o
liguido amniético (McAllister et al.,1998). Por outro lado, infectando-se com
0S proprios oocistos esporulados, os cdes se tornam também hospedeiros
intermediérios.

A transmissdo horizontal foi apontada como responsavel
pela epidemia de abortamentos em bovinos, nos quais, a maioria das vacas
gue abortaram, haviam sido infectadas no periodo pds-natal, evidenciando a
contaminagcdo do meio ambiente (Thurmond et al.,1997b). Também

rebanhos com alta prevaléncia e a presenca de caes entre eles, evidenciou-
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se a infeccdo horizontal (Dijkstra et al.,2002). Estes carnivoros sao
considerados um fator de alto risco, pois infectam-se com restos de
placentas e fluidos fetais contaminados.

Entre as vias de transmissédo, a vertical assume um papel
primordial na manutencdo da doenca, pois a maioria das infeccoes
congénitas resulta em bezerros clinicamente normais, porém
persistentemente infectados. Posteriormente, quando estes animais
congenitamente infectados alcancarem a idade de reproducdo, irdo
perpetuar a doenca na propriedade (Bjorkman et al., 1996).

Matrizes infectadas e suas descendéncias congenitamente
infectadas, podem transmitir o parasita durante gestacdes subsequentes,
caracterizando a transmissao vertical como a mais importante via de infecéo
em alguns rebanhos (Bjorkman et al. ,1996; Paré et al.,1996; Anderson et
al.,1995).

A determinacdo ou ndo do abortamento esta condicionada a
fase de gestacdo em que o feto € exposto. Assim, se a exposicdo ao
parasito for feita no primeiro trimestre gestacional, havera grandes chances
de ocorrer o abortamento, entretanto, se tal exposi¢cao ocorrer no terco final
de gestacdo, provavelmente ocorrera 0 nascimento de um bezerro
congenitamente infectado (Willians et al., 2000).

O prejuizo econdmico causado pelo N. caninum tem sido
evidente em muitos paises. Nos Estados Unidos, as perdas com

abortamentos alcancaram as cifras de US$ 35 milhdes (Barr et al., 1997),
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havendo um custo por abortamento em torno de US$ 500, 00(Dubey, 1999).
Na California, foi considerado a maior causa de abortamentos em bovinos
leiteiros (Anderson et al.,1991), no mesmo estado, foi encontrada uma
ocorréncia de 42,5% em animais leiteiros (133/266), com histérico de
abortamento (Anderson et al., 1995).

Na industria leiteira h& decréscimos dos indices produtivos,
tais como aumento do intervalo de parto, queda da média de lactacéo e taxa
de nascimentos, interferindo negativamente na produtividade do rebanho e
reducdo na producéo leiteira de 01 Kg de leite / dia nos animais infectados
(Thurmond & Hietala, 1997b). Na pecuaria de corte, 0 prejuizo foi estimado
entre US$15 e US$ 24 milhdes em rebanhos do Texas (Kasari et al., 1999).

A infeccdo causada pelo N. caninum em bovinos, estimula
uma resposta com anticorpos séricos. Esta resposta, por sua vez, indica que
em alguma fase da vida, este bovino teve contato com o parasita. Para a
deteccdo desses anticorpos, varios testes sdo empregados, tais como:
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o teste imunoenzimatico
(ELISA) e o teste de aglutinacao direta (Bjorkman & Uglla,1999). Segundo
Guimaraes (2003), o teste de aglutinacao direta se mostrou menos sensivel
quando comparado com a RIFI, pois possui sensibilidade de 38,2% e
especificidade de 95,1%, com concordancia global de 82,8% em relacdo a
RIFI, ndo servindo assim, seu emprego, como meétodo de eleicdo para
triagens em rebanhos. JA& com o método de ELISA, considerado mais

sensivel (Schares et al.,1998), foram encontrados indices de 16,3% de
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soropositivos com a RIFI e 30,13% de soropositivos pelo ELISA, este
trabalho de levantamento epidemioldgico que visava determinar ocorréncias
do N.caninum em rebanhos e comparar os dois métodos (Sartor et al.,1999).

No Brasil, varios levantamentos sorolégicos, pela técnica de
ELISA, vem apontando a importancia do N. caninum. Ocorréncias que
variam de 7,7% (Andreotti et al.,1999) a 67,8% (Belo,1999), sdo extremos de
dados de rebanhos nacionais. Um numero grande de trabalhos de
ocorréncias do N.caninum, com o método de ELISA, no Brasil, foram feitos,
tais como, Brautigam et al. (1996) que encontrou 17,5% e Pituco et
al.(2001)* com 3.085 amostras feitas dos estados de S&o Paulo, Parand,
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, resultando em 31,5%, sendo
17,9% em gado de corte e 35,9% em gado leiteiro. Outros trabalhos
nacionais sob a técnica de ELISA foram: Melo e Leite (1999) com 7,7%;
Locatelli-Dittrich et al. (2001b) com 34,8%; Melo (2001) com 20% ; Melo et
al.(2001) com 18,6% e Munhoz et al.(2002a) , Munhoz et al.(2002b) com
23,8% e 33,5% respectivamente.

Pela extensdo do territério nacional, com sua variabilidade
de clima, costumes regionais que podem influenciar na difusdo da doencas,
isto €, 0 manejo dos criatorios, o mapeamento de um pais, para uma
determinada doenca, antecede qualquer outra medida que visa a prevencao
da mesma. Assim, 0 objetivo da pesquisa € verificar a ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum, em rebanhos de corte e de leite, pertencentes a

regido de Presidente Prudente, Sado Paulo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico

Na Noruega, Bjérkas et al.,(1984), relacionaram o quadro de
paralisia em filhotes da raca Boxer com miosite e encefalite, com a presenca
de cistos no tecido nervoso semelhantes ao Toxoplasma gondii. No entanto,
alguns cées ndo apresentaram anticorpos anti-Toxoplasma.

Este fato, veio despertar a curiosidade de Dubey et
al.,(1988), que fizeram um estudo retrospectivo utilizando tecidos fixados de
caes, cuja suspeita diagnosticada era de toxoplasmose. De 23 caes
estudados, 10 apresentaram diferenciacdo do Toxoplasma gondii quando
este material foi submetido aos exames histopatoldgicos,
imunohistoquimicos e a observacdo ultraestrutural por microscopia
eletrénica. Concluiu-se entdo, que havia um novo parasita a qual foi
denominado de Neospora caninum.

Quanto a taxonomia, foi classificado no reino Protista, sub-
reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, sub-classe
Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae (Cox, 1991; Ellis
et al., 1994).

Ainda em 1988, foram identificados os trés estagios de
desenvolvimento do parasita; os taquizoitos, os cistos contendo em seu

interior bradizoitos e também o terceiro estagio, esporozoitos contidos nos
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oocistos (Dubey e Lappin, 1988). Logo depois ocorreu o primeiro isolamento
do parasita, oriundo de tecido nervoso de cdes com alteracdes neuroldgicas,
sendo os taquizoitos mantidos em cultivo celular. A partir do isolamento,
houve o desenvolvimento da técnica de RIFI para deteccdo de anticorpos
séricos (Dubey et al.,1988).

No ano seguinte, através dos taquizoitos obtidos por cultivo
celular, foi possivel produzir anticorpos especificos contra N. caninum e
elaborar uma técnica de imunohistoquimica para deteccdo do agente em
tecidos infectados (Lindsay & Dubey, 1989). Ainda neste ano, foi realizada a
primeira identificacdo do N. caninum por imunohistoquimica como agente de
abortamento em bovinos (Thilsted & Dubey, 1989).

Nos Estados Unidos, Anderson et al.,(1991) examinando
213 fetos abortados constataram, pelo método de imunohistoquimica, cistos
teciduais em 89 deles.

A transmissdo transplacentaria entre  bovinos foi
demonstrada por Dubey et al.,(1992) que infectaram trés vacas , pelas vias
intramuscular e subcutanea, utilizando taquizoitos e cistos do N. caninum.
Uma vaca foi submetida a eutanasia, onde foram encontradas lesbes
teciduais fetais associadas ao parasito tais como: necrose multifocal e
infeccdo n&o supurativa. Confirmou-se a neosporose por exame
imunohistoquimico. As outras duas vacas, apesar de clinicamente normais,

abortaram.
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No ano posterior, Dubey e Lindsay (1993) observaram
taquizoitos do parasita em diferentes tecidos ao passo que, cistos teciduais
foram identificados, por imunohistoquimica, em tecido do Sistema Nervoso
Central. Neste mesmo ano, foi realizado pela primeira vez, sorologia em
bovinos e, pelo método da RIFI, anticorpos foram encontrados em 55 vacas
abortadas. Os titulos variaram entre 320 e 5.120 no momento do
abortamento, caindo para os patamares de 160 e 640 em 150 dias. Isto
significa que o animal eliminou o parasita ou que este se encistou nos
tecidos (Conrad et al., 1993).

Dubey et al.(1996), fizeram uma avaliacdo entre a RIFI e 0
ELISA. Concluiram que ambas as técnicas podem ser utilizadas para a
pesquisa de anticorpos anti-Neospora, embora ocorressem algumas reacoes
cruzadas com Sarcocystis spp no método de ELISA.

Bjorkman et al.(1996), na Suécia, observaram abortamentos
esporadicos numa fazenda implantada desde 1980, em 58 vacas, 17 (29%)
apresentaram soropositividade para N. caninum pelo método ELISA.

E finalmente, ap0s inUmeras tentativas, descobriu-se ser o
cdo, o hospedeiro definitivo por eliminar em suas fezes, 0s oocistos, por
reproducdo sexuada na mucosa e submucosa intestinal (McAllister et al.,

1998).
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2.2. Ciclo Biolégico

A partir da descoberta do hospedeiro definitivo, estabeleceu-
se o ciclo bioloégico do N.caninum, o qual pode infectar varias espécies além
de caninos e bovinos, equinos, ovinos, caprinos e cervideos (Dubey &
Lindsay, 1996), tendo também alguns animais como reservatérios naturais,
como raposas, cachorro do campo e lobo-Guara.

O céao elimina em suas fezes, por reproducdo sexuada, 0s
oocistos (McAllister et al., 1998) e pode se infectar pelos trés estagios de
desenvolvimento do N. caninum, 0S esporozoitos, 0s taquizoitos e o0s
bradizoitos contidos nos cistos (Dubey & Lappin, 1988).

Esses oocistos das fezes dos caes, s6 esporulam apos 24 a
72 horas no ambiente, tornando-se entdo, infectantes, esporulados,
contendo dois esporocistos com quatro esporozoitos cada. Os oocistos
medem de 10 a 11 um. No meio ambiente, nas pastagens, estes oocistos
sdo ingeridos por um hospedeiro intermediario € 0s esporozoitos sao
liberados no trato intestinal deste, onde penetram nas células,
transformando-se em taquizoitos que se multiplicam por endodiogenia, uma
forma de multiplicacdo assexuada extremamente rapida, causando as
maiores lesdes teciduais e distribuindo a infeccdo por todos os tecidos do
corpo do hospedeiro intermediario, no caso, o bovino (Dubey et al., 1988b).
Assim, a fase mais patogénica prejudicando os tecidos, € a fase de

multiplicacdo dos taquizoitos atingindo células neurais, macréfagos,
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fibroblastos, células do endotélio vascular, miécitos, células do epitélio
tubular renal e hepatécitos, através da corrente sanguinea e linfatica (Dubey
et al., 1988).

Os taquizoitos ao penetrarem nas células se transformam
em bradizoitos, sob influéncia do sistema imune, sendo encontrados no
interior dos cistos (Wouda,2000), os quais possuem tropismo para sistema
nervoso central e muscular cardiaco do hospedeiro intermediario. De
morfologia oval, medem 107 um de didmetro, em média, possuem uma
capsula, sdo encontrados geralmente em tecidos nervosos, sao resistentes a
solucdo de pepsina acida do estdbmago, sobrevivendo a 4°C por 14 dias,
tornando-se inativas a -20°C por 24 horas (Lindsay et al., 1992). Possuem
caracteristica de laténcia, confundindo o sistema imune, dificultando a
defesa do organismo e provocando a reativacdo da neosporose quando o
animal esta sob estresse e/ou imunodepresséao, explicando a razéo pela qual
as vacas apresentam abortamentos repetidos.

O céao, hospedeiro definitivo, completa o ciclo ao ingerir
cistos ou taquizoitos de fetos abortados, restos placentéarios e liquidos fetais,
ou mesmo outros tecidos contaminados (McAllister et al.,1998). Bezerra
nascida infectada, ao atingir a idade reprodutiva podera abortar, gerar um
produto persistentemente infectado com sintomatologia clinica normal ou
ainda com quadro de sintomatologia nervosa, geralmente encefalite, que

culminara em morte ao redor de 60 dias apds o0 nascimento.
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Pouco se sabe sobre os estagios dos epitélios intestinais e
suas estruturas, porém o periodo pré-patente situa-se por volta de cinco a

oito dias (Lindsay;Dubey,2000).

2.3. Neosporose no Brasil

No Brasil, os primeiros relatos foram feitos por Brautigam et
al.,(1996) e Gondim e Sartor (1997). Estes autores, no municipio de
Botucatu/ SP, detectaram titulos que variavam de 800 a 3.200 em rebanho
leiteiro com histoérico de abortamento. Gondim et al.,(1999b), por
imunohistoquimica, identificaram cistos de N.caninum no tecido nervoso de
feto abortado nesta mesma propriedade. Na regido de Avaré/ SP, Sartor et
al.,(1999), fizeram um levantamento sorolégico no qual puderam avaliar as
técnicas de RIFI e ELISA nos mesmos rebanhos, tendo como
soroprevaléncia, respectivamente 16,3% e 30,13%. Na mesma regido,
Hasegawa et al.,(1999) detectaram em 777 amostras sangiliineas de gado
de corte, pela RIFI, um valor de 15,5% nos titulos. J& Piagentini (2002), em
estudo retrospectivo comparando os mesmos rebanhos leiteiros dessa
regido, constatou a ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum de 21,6% em

1997 passou para 38,9% em 2000.

Concomitantemente as sorologias, 0s pesquisadores

conseguiram 0s primeiros isolamentos através de cultura celular in vitro.
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Gondim et al.,(2000) isolaram o N.caninum de um cdo com neuropatia,
Pituco et al., (2000) isolaram o parasita em bezerros e apds um ano em
cérebro de fetos abortados. Esses isolamentos por cultura celular usaram
células da linhagem VERO, acrescida de 2% de soro equino mais 1% de
antibiotico e inoculacdo em camundongos.

Outros trabalhos brasileiros mostram a importancia que o
N.caninum vem ocupando em regides brasileiras. Os quadros 1 e 2

resumem a maioria desses trabalhos realizados.

AUTOR ESTADO N. AMOSTRAS OCORRENCIA (%)
Brautigam et al.,(1996) MS 40 17,50
Andreaotti et al.,(1999) MS 91 7,70
Sartor et al.,(1999) SP 521 30,13
Melo e Leite.,(1999) MG 39 7,70
Pituco* et al.,(2001) SP 3085 35,90
Melo et al., (2001) MG 584 18,66
Locatelli-ditrich et al.,(2001a) PR 147 42,00
Locatelli-Ditrich et al.(2001b) PR 172 34,80
Corbellini et al.(2002) RS 29 65,50
Munhoz et al.,(2002a) RJ 140 33,57
Munhoz et al.,(2002b) RJ 126 23,81
Andreotti et al.,(2002) MS 151 16,56
Piagentini (2002) SP 615 32,00

Quadro 01 — Ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum detectados pela técnica de
ELISA em diversos estados do Brasil.

* Pituco, E.M. ( Instituto Bioldgico — S&o Paulo ) Comunicagéo Pessoal, 2001.
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AUTOR ESTADO N°AMOSTRAS OCORRENCIA % P.C*
Gondim e Sartor (1997) SP 10 60,0 200
Gondim (1999) BA 391 15,60 200
Belo et al.,(1999) SP 28 67,85 100
Hasegawa et al.,(1999) SP 150 24,67 200
Sartor et al.,(1999) SP 521 16,30 200
Stobbe e Cortes(1999) SP 84 53,60 200
Rezende et al.,(1999) SP 171 22,20 200
Stobbe (1999) SP 188 36,70 200
Ogawa et al.,(1999) PR 385 11,69 200
Hasegawa (2000) SP 777 15,50 200
Santos (2000) PR 35 14,50 200
Corbellini et al.,(2001) RS 223 11,20 200
Costa et al., (2001) MG 88 6,81 200
Costa et al., (2001) SP 411 23,11 200
Jesus et al., (2002) BA 391 10,29 200
Silva et al.,(2002) PE 469 34,75 200
Ragozo et al., (2002) varios 802 28,00 25
Guimarédes Jr. (2003) PR 623 21,55 25

*PC = ponto de corte

Quadro 2 — Ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum detectados pela técnica de
RIFI em diversos estados do Brasil.

2.4 Neosporose em outros paises

A Neosporose em bovinos apresenta distribuicdo mundial,
seguem alguns trabalhos relatando soroprevaléncias , no Japao (Ogino et

al.,1992), no México (Abbit et al., 1993; Morales et al., 2001; Garcia-Vasquez
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et al.,, 2002), em Israel (Harmelin et al., 1995), na Suécia (Holmdahl et al.,
1995), no Reino Unido (Otter et al., 1995), na Africa (Jardine; Wells, 1995),
na Australia (Dubey; Lindsay, 1996), na Irlanda (McNamme et al., 1994), na
Holanda (Dijkstra et al., 2001b), na Espanha (Pumarola et al., 1996; Mainar-
Jaime et al.,, 1999; Quintanilla-Gonzalo et al., 1999), na Franca ( Ould
Amrouche et al., 1999), nos USA (Dyer et al.,2000; Sanderson et al.,2000) e
na Argentina (Moore et al., 2002).

Embora as primeiras pesquisas de impacto econémico causado
pelo N.caninum terem sido direcionadas aos rebanhos leiteiros, existem hoje
trabalhos importantes na pecuaria de corte, sobretudo no descarte de
fémeas soropositivas, natimortos, abortamentos e decréscimo da taxa de
natalidade, relatando assim uma queda na producdo de carne bovina
(Waldner et al., 1998).

Os abortamentos podem acontecer ao longo do ano e foram
encontradas as mesmas soroprevaléncias entre rebanhos confinados na
Califérnia e em rebanhos criados a pasto na Holanda. A idade média do feto
no abortamento gira em torno de 6 meses (Dubey; Lindsay, 1996). Atribui-se
uma taxa de 25% dos abortamentos ocorridos no rebanho leiteiro da
California, (Anderson et al., 1991) e da Holanda (Wouda et al., 1999) a

infeccdo pelo N. caninum.
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2.5 Neosporose em cées

A neosporose canina, assim como a bovina, também é
cosmopolita. A importancia dos canideos esta na transmissédo horizontal
para bovideos. No Brasil ha relatos do N. caninum em cées que variam de
4,3 a 59% (Gennari et al.,, 2002). Em trabalho realizado com cées de
propriedades de gado de corte, zona rural da regido de Avaré, verificou-se
um indice de 58,97% dos cades soropositivos para N. caninum, pela técnica
de RIFI (Hasegawa, 2000). Na Nova Zelandia, foram examinados 200 caes
sendo 22% de soropositivos (Reichel, 1998). Outro trabalho, realizado na
Holanda, indicou uma maior prevaléncia em caes rurais do que nos urbanos,
respectivamente 23,6% e 5,5% (Wouda et al., 1999).

Os casos de cdes com neosporose, na maioria sdo de
filhotes congenitamente infectados que quando nascidos, desenvolvem
uma paresia progressiva, principalmente nos membros posteriores,
causando uma hiperextensédo destes, provavelmente devido a miosite e
paralisia do neurénio motor (Dubey & Lindsay, 1996).

Os cées adultos podem apresentar alteracdes neurologicas,

polimiosites, encefalite, miocardite e dermatite (Perl et al., 1998).
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2.6 Epidemiologia

Em véarias espécies de animais foram encontrados o0s
anticorpos anti-N. caninum, além de bovinos e caes, também em ovinos,
caprinos e bufalos, coiotes, camelos, cervideos, raposas e gatos (Dubey,
1999).

Estudos epidemioldgicos tem observado uma relacdo entre
hospedeiro definitivo e intermediario, ou seja, a presenca de cdes em
propriedades rurais, tem sugerido um fator de risco para o rebanho devido
a infeccdo do N. caninum e abortamentos (Paré et al., 1998; Bartels et al.,
1999).

A transmissdo vertical foi relatada como importante por
alguns autores (Bjorkman et al., 1996; Paré et al., 1996), onde a maioria
das infeccbes congénitas resultam em nascimentos de bezerros
aparentemente normais mas persistentemente infectados. Do outro lado,
a transmissao horizontal € tida como importante em rebanhos com
prevaléncia alta (Hietala & Thurmond, 1999; Dijkstra et al., 2001b; Dijkstra
et al., 2002;). Ha4 uma forte correlacdo com caes soropositivos para N.
caninum e a alta prevaléncia de bovinos com anticorpo anti-N.caninum
(Wouda et al., 1999).

Sao considerados como fonte de infeccdo na transmissao
horizontal o colostro e o leite de vacas infectadas (Uggla et al., 1998),

placenta, restos placentéarios e liquidos fetais infectados (Mc Allister et al.,
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1998). Segundo Piagentini (2002) comparando-se maes e filhas de uma
mesma propriedade, observou-se predominancia de animais n&o
reagentes no primeiro teste para reagentes no segundo teste, 3 anos
mais tarde, e a presenca abundante de cées nesta propriedade, atribuiu
importante papel destes, na transmissdo dessa efermidade. As taxas
foram de 21,6% em 1997 para 38,9% em 2000, portanto um aumento
significativo da soroprevaléncia e a importancia também da transmissao
horizontal.

Em outro estudo envolvendo fatores de risco em
propriedades leiteiras da regido Norte do Parana, observou-se a presenca
de cdes em 91,3% destas. Embora tenha sido verificada a presenca de
cdes, na maioria destas propriedades, constatou-se uma correlacdo
positiva fraca em relacdo a ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum em

bovinos (Guimaraes Juanior, 2003).

2.7 Diagnostico

2.7.1 — Anamnese

Geralmente em propriedades com relato de abortamentos, ha
bom controle preventivo para outras doencas abortivas, tais como,
brucelose, leptospirose, IBR, BVD, Campilobacteriose, Trichomonose e

outras. Animais com mais de um abortamento podem ser encontrados.
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2.7.2 — Sorologia

Os sorodiagnosticos tem sido enfocado para mostrar 0s
valores das ocorréncias, através da deteccdo dos anticorpos anti-
N.caninum. Esses diagnosticos medem a taxa de contato e passagem do
N.caninum pelo corpo do hospedeiro. Assim, existem dois métodos mais
usados para o sorodiagnostico, sao eles a RIFI e o ELISA. Segundo
Guimaraes Junior (2003), o teste de aglutinacdo para Neospora (NAT),

ndo se mostrou adequado para triagens.

2.7.3 — ldentificacéo

Utiliza-se os métodos para confirmacdo do agente pela
imunohistoquimica (IHQ) e a reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).
Esta técnica é baseada na amplificacdo do DNA ou de pequena
subunidade do RNAr e tem excelente acuracia (Payne;Ellis,1996).
Quando a amostra é oriunda de material bovino abortado, a IHQ tem se
mostrado eficiente (Sundermann et al.,1997), porém depende da quantia
de parasitas nos tecidos e situacado do material post-morten (Osawa et al.,

1998).
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2.7.4 — Isolamento

Geralmente ndo € simples, pois o material post morten
chega ao laboratério, muitas vezes, autolisado assim como 0s parasitos.
O cultivo celular pode ser feito em células VERO e depende do grau de
autdlise da amostra, da quantidade de parasitos presentes nesta e o
resultado levando o processo 20 dias a 2 meses (Pituco et al., 2000). O
PCR resolve tais problemas, além de apresentar elevada sensibilidade e
especificidade (Ellis et al., 1998).

A taxa de sucesso para isolamento, segundo Conrad et
al.,(1993) gira em torno de 2% das amostras suspeitas de abortamento
por N. caninum.

Os primeiros isolamentos e identificacdo, no Brasil,

encontram-se no quadro abaixo.

Autores Ano Estado Método Espécie Dados Obs.
Gondim et al. 1999 SP IHQ Bovina 1 Feto
Gondim et al. 2000 SP IHQ Canina 1 Cao com
Encefalite
Pituco* et al. 2000 SP ICC/ME Bovina 4/4 Bezerros com
encefalite
Okuda et al. 2001 SP ICC/PCR Bovina 4/120 Fetos

IHC = Imunohistoquimica; ICC = Isolamento em cultivo celular; ME = Microscopia Eletrénica

Quadro 3: Isolamento e Identificacdo de N. caninum no Brasil.

* Pituco, E.M. (Instituto Bioldgico — S&o Paulo ) Comunicagéo Pessoal, 2000.
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A inoculacdo em animais de laboratério (bioensaio) também
€ outro método de isolamento (Lindsay, Dubey e Blagburn, 1996), sendo

o camundongo e gerbil os animais de elei¢cdo (Dubey; Lindsay, 2000).

2.8 Controle

Ja que a terapéutica € ineficaz, principalmente na reducéo
do abortamento, existem vacinas para profilaxia.No entanto, por se tratar
de um género pertencente a familia Apicomplexa e suas caracteristicas
imunogénicas, a eficiéncia da vacina atua em patamares que nao
justificam seu uso. Assim, recomenda-se o0 descarte de fémeas
soropositivas, a ndo aquisicdo, principalmente, de fémeas positivas,
evitando assim a permanéncia de bezerros infectados congenitamente,
que acarretam problemas tardiamente na idade de reproducdo (Dubey,
1999).

Evitar o fornecimento de leite e colostro (Ugla,1998) e
placentofagia de outras vacas soropositivas (McAllister et al.,1998).
Controlar e fazer o monitoramento de agua e alimentos de consumo
bovino, limitar o acesso de cdes em pastagens, evitando assim, com
essas medidas, a transmissao horizontal (Paré et al., 1998; Mc Allister et

al., 1998; Atkinson et al., 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Estudo

As amostras de soro bovino, tanto dos rebanhos de corte
gquanto nos de leite, foram procedentes da regido de Presidente
Prudente, oeste do estado de S&o Paulo, que envolve 21
municipios. Essa regido possui um rebanho aproximado de
2.400.000 (dois milhdes e quatrocentas mil) cabecas, sendo
portanto, a area de maior concentracdo de bovinos do estado de

Sao Paulo e do pais.

3.2. Amostras

Todos o0s animais pertencentes ao ensaio eram fémeas
bovinas que estavam prenhes ou haviam parido pelo menos uma
vez. Foram analisadas 408 amostras de soro oriundas de rebanhos
leiteiros, mantidos em regime semi-extensivo, cuja principal
diferenca de manejo para os bovinos de corte, é o oferecimento de
suplementacao, particularmente no outono e inverno, entre 0s
meses de abril e outubro.

Para o conhecimento da ocorréncia dessa enfermidade em

gado de corte foram testadas 505 amostras de soro. A diferenga
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mais significativa para os rebanhos leiteiros era o tipo de manejo
pois, esses animais ndo viviam em sistema intensivo, possuindo
uma menor lotacdo por area e recebiam apenas sal mineral ou

proteinado.

3.3. Atécnica de ELISA

Para a deteccdo de anticorpos anti- Neospora, foi usado o
teste imunoenzimatico ( ELISA )* que é feito com taquizoitas rompidos e
originalmente descrito por Bjorkman e Uggla (1999).

Os procedimentos laboratoriais foram de acordo com as
instrucdes do fabricante e os resultados expressos como na relagdo S/P <
0,50 foram classificados como negativos e > 0,50 como positivos.

Todos os ensaios imunoenzimaticos foram realizados no
Instituto Biolégico de S&o Paulo, no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento

de Sanidade Animal, laboratério de viroses de bovideos.

* IDEXX do Brasil (11) 6345.7007 — S&o Paulo
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3.4. Andlise Estatistica

As observagbes sobre as ocorréncias dos anticorpos anti-
N.caninum foram analisadas pelo teste do c? (Qui-quadrado), de
acordo com Pimentel Gomes (1976), para verificar se as
ocorréncias observadas para bovinos de corte diferem

significativamente daquelas observadas para bovinos de leite.
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4. RESULTADOS

As tabelas 1 e 2 mostram a ocorréncia do N.caninum em

varias propriedades leiteiras e de corte, pertencentes a regido de Presidente

Prudente — SP.

Tabela 1

- Ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum

constatados pelo método de ELISA, em bovinos leiteiros de propriedades da

regido de Presidente Prudente.

Propriedade Municipio Total Positivos %

LO1 — Viana Pres. Prudente 78 38 48,72
LO2 — Manoel de Oliveira Regido Pres. Prudente 40 10 25,00
LO3 - Arlindo Redivo Pres. Bernardes 26 5 19,23
LO4 — Eduardo Celestino Pres. Prudente 40 11 27,50
LO5 — Joaquim A. Campos Pirapo 22 31,82
LO6 — Otavio Inague Pres. Bernardes 24 5 20,83
LO7 — Sitio Inague Pres. Bernardes 35 26 74,28
LO8 — Sto. Antonio Inague Regido Pres. Prudente 20 8 40,00
LO9 — José Ricardo Pres. Bernardes 9 33,33
L10 — Centro Zootecn. Regido Pres. Prudente 20 8 40,00
L11 — Santa Maria Emilianépolis 94 24 25,53
TOTAL 408 145

MEDIA 35,11
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Tabela 2 : Ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum
constatados pelo método de ELISA em bovinos de corte pertencentes a

propriedades da regido de Presidente Prudente-SP.

Propriedade Municipio Total Positivos %

C1 - Viana Pres. Prudente 149 32 21,48
C2 - Orlando Arikawa Santo Inacio 71 16 22,54
C3 — Faz. Mandacaru Anhumas 79 9 11,40
C4 — Orlando Arikawa Santo Inacio 110 20 18,19
C5 — César O. Lima Regido Pres. Prudente 35 12 34,29
C6 — UNOESTE Mirante do Paranapanema 61 12 19,68
TOTAL 505 101

MEDIA 21,26

Na aplicacdo do teste c2, as ocorréncias observadas nas
tabelas 1 e 2, resultaram num valor de c2 = 25,24, com 1 no grau de
liberdade e significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Deste resultado pode-se concluir que a incidéncia do

N.caninum difere significativamente entre o gado de corte e o de leite.
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5. DISCUSSAO

Optou-se pela técnica de ELISA, pelas inUmeras vantagens
que esta oferece sobre outras, entre elas, a rapidez na determinacdo de
titulacdo de anticorpos (Venkatesan; Wakeli,1993), a viabilidade de
processamento de grande nimero de amostras em pouco tempo (Osawa et
al.,1998), por possuir uma sensibilidade alta de até 98% e especificidade de
até 100% (Schares et al.,1998) e também por eliminar erros de interpretacao
técnica, como € no caso da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).

Diferengas significativas sao observadas entre as diferentes
técnicas para constatacdo de anticorpos anti-N.caninum em um mesmo
rebanho. Sartor et al., (1999), comparando as técnicas de ELISA e RIFI em
soros procedentes de um mesmo rebanho, verificaram valores de ocorréncia
de anticorpos anti-N.caninum de 30,13% para ELISA e de 16,30% para
RIFI. Verificacdo semelhante, foi citada por Guimaraes Janior (2003) quando
da comparacdo da RIFI e NAT, encontrando valores 80% maiores no
primeiro método em relagdo ao segundo. Partindo dessas premissas, deve-
se observar quais os métodos que foram utilizados quando existe a
comparacao entre estudos epidemiolégicos.

A diferenga significativa da maior ocorréncia de anticorpos
anti-N.caninum em bovinos de leite (35,11%) em relacdo aos de corte

(21,26%) pode ser observada em dois estudos realizados no estado de S&o
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Paulo (Sartor et al.,1999 ; Hasegawa, 2000), no estado da Bahia, em
trabalho realizado por Jesus et al.,(2001) e por Ragoso (2003), que em
levantamento epidemiolégico em seis estados brasileiros, nas amostras
como um todo, constatou a maior ocorréncia em bovinos de leite (26,2%)
que nos de corte (19,1%). Nesse estudo foi verificado que nos estados do
Parand e no Mato Grosso do Sul, o maior nimero de soropositivos se
encontrava no gado de corte, enquanto que no estado de Minas Gerais,
houve uma maior ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum em gado leiteiro.

Diferencas entre a ocorréncia desses anticorpos em favor do
gado de corte sdo citadas na Argentina (Moore et al.,2002) e na Espanha
(Quintanilla-Goncalo et al.,1999). Entretanto, na Bélgica, uma maior
soroprevaléncia de anticorpos anti-N.caninum foi constatada em bovinos de
corte (Hemphill e Gottstein,2000). Os autores justificam essa diferenca
devido a raca e ao manejo dos animais.

Fica dificil uma conclusdo quando comparamos racas e
manejos com outros paises pois, no Brasil, para corte, utiliza-se quase que
exclusivamente, racas de Bos indicus em manejo extensivo enquanto outros
paises, criam racas de Bos taurus em sistema intensivo.

Comparando-se estudos que utilizaram o mesmo método,
isto €, apenas ELISA, os valores médios de ocorréncia de anticorpos anti-
N.caninum de 35,11%, para o gado de leite, assemelham-se aos
encontrados por Sartor et al.,(1999), Pituco et al (2001), Locatelli-Ditrich et

al.,(2001b), Munhoz et al.,(2002a) e Piagentini (2002). S&o inferiores aos
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achados por Locatelli-Diitrich et al.,(2001a) e o de Corbellini et al.,(2002),
porém superiores aos encontrados por Melo et al.,(2001), Brautigam et
al.,(1996), Mello e Leite.,(1999). Quando comparamos 0s estudos com a
utilizacdo do método da RIFI, o resultado do ensaio foi semelhante aos
encontrados por Stobbe (1999), Silva et al.,(2002) e Ragozo et al.,(2002),
inferiores aos citados por Gondim e Sartor (1997), Belo et al.,(1999) e
Stobbe e Cortes (1999), porém superiores aos achados por Gondim et
al.,(1999), Hasegawa (2000), Sartor et al .,(1999), Guimaraes Junior (2003)
e Ogawa et al.,(1999), evidenciando-se que Belo et al.,(1999), Guimaraes
(2003) e Ragozo (2002), utilizaram como ponto de corte 100, 25 e 25,
respectivamente, enquanto 0s outros autores usaram como ponto de corte
titulos de 200.

No gado de corte, pelo método de ELISA, ficaram no mesmo
nivel do resultado de 21,26%, os trabalhos de Melo et al.,(2001) e Munhoz et
al .,(2002b), séo inferiores aos achados por Pituco et al.,(2001)* e Corbellini
et al .,(2002) , no entanto, sdo superiores aos encontrados por Andreotti et
al.,(1999) e Melo e Leite(1999). Ja no estudo comparativo com o meétodo
RIFI, os ensaios semelhantes foram o de Hasegawa (2000), Costa et al.,
(2001) e Guimaraes Junior (2003), sendo inferiores aos citados por Corbellini
et al.,(2002) e Pituco et al.,(2001), porém superiores aos de Andreotti et

al.,(1999) e Melo e Leite (1999).
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6. CONCLUSOES

Considerando-se o0s resultados obtidos neste estudo

podemos concluir que:

e Anticorpos anti-N. caninum encontra-se presente tanto no gado de

corte como no gado leiteiro da regido de Presidente Prudente, Sao
Paulo;

e A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum foi significativamente maior

em bovinos de leite em relagdo aos bovinos de corte.
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