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De tudo ficaram trés coisas :

A certeza de que estamos recomecando,
a certeza de que precisamos continuar,
e a certeza de que podemos ser
interrompidos antes de terminar.

Fazer da interrupcdo um caminho novo,
fazer da queda um passo de danga,

do medo uma escada,

do sonho uma ponte,

da procura um encontro.

Fica a promessa do reencontro,

fica o desejo de boa sorte,

fica o desejo de lutar e vencer.

(Fernando Sabino)
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RESUMO

Foram testadas 404 amostras de soro de bubalinos (Bubalus bubalis) para se
verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em animais
oriundos de rebanhos de cinco municipios da regido oeste do Estado de Séo
Paulo, Brasil. A técnica empregada foi a reacao de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), na diluicao inicial de 1:100. Foram observados anticorpos anti-Neospora
caninum em 38,1% (154/404) dos animais testados, com freqiéncia variando
de 100 a 12800. Constatou-se diferenca entre municipios (P>0,05) com
variacao de 16,2% a 61,4 % de animais sororeagentes. A faixa etaria dos soro
positivos apresentou-se significativa no municipio de Lucélia, sendo os animais
com idade superior a cinco anos mais frequentemente infectados (P<0,05).
Esses resultados alertam para a presenca da enfermidade em bubalinos na
referida regido, cuja ocorréncia de anticorpos supera as encontradas em

bovinos expondo-os, dessa forma, com intensidade ao N. caninum.

Palavras-chave: bubalinos, soro, Neospora caninum, imunofluorescéncia

indireta.



NEGRAO, C. B. “Occurence of anti - Neospora caninum antibodies in water
buffaloes (Bubalus bubalis) from the west of Sdo Paulo State”. Botucatu, 2008.
45p. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, 2008. Universidade Estadual
Paulista — UNESP.

ABSTRACT

Serum samples from 404 water buffaloes (Bubalus bubalis) were tested to
verify occurence of anti - Neospora caninum antibodies from the west of S&o
Paulo State, Brazil. The technique used was indirect fluorescence antibody test
(IFAT), in dilutions 1:100. It was observed anti-Neospora caninum antibodies in
38,1% (154/404) about tested animals, with frequency variating 100 - 12800.
Observed a significant diference between cities (P>0,05) with minimum
variation of 16,2% and maximum of 61,4%. Age influenced in Lucélia, the
animals with more five years old were more infected (P<0,05). This results
alarm for the infection in water buffaloes from this region because the ocurrence

antibodies is bigger than cattle, expose with a high level N. caninum intensity.

Key words: water buffaloes, serum, Neospora caninum antibodies, indirect

fluorescence antibody test



1. Introducao

A neosporose é uma enfermidade de distribuicdo mundial sendo
amplamente descrita na Europa, Africa, Australia, Américas e Asia (DUBEY,
1999).

Na Califérnia (EUA), o N. caninum foi considerado como uma das
maiores causas de abortamentos em bovinos leiteiros (ANDERSON et al.,
1991), causando em todo pais perdas da ordem de US$ 35 milhdes (BARR et
al., 1997), havendo um custo aproximado de US$500 por abortamento
(DUBEY, 1999). Na pecuéaria de corte as perdas sdo estimadas entre US$15 e
US$24 milhdes (KASARI et al., 1999).

A enfermidade tem sido relatada com maior freqiiéncia em bovinos,
gerando forte impacto econémico em decorréncia dos abortamentos e perdas
neonatais nessa espécie (TREES et al, 1999). Levantamentos sobre
abortamentos causados por N. caninum em bovinos de corte e leite, tém

identificado como uma das maiores causas em varios paises.

Em bovinos a neosporose foi primeiramente relatada por Thislted e
Dubey (1989) que identificaram o protozoario em um surto no Novo México,
quando 12% de 240 vacas abortaram em um periodo de cinco meses. No
Brasil, um dos primeiros relatos foram feitos por Gondim e Sartor (1997) com o
encontro de seis animais positivos para N. caninum, dentre dez vacas leiteiras
com historico de sucessivos abortamentos. As perdas ndo se limitam apenas
aos abortamentos, o descarte prematuro de matrizes e a diminuicao da
produgao de leite também devem ser incluidos no calculo do custo da doenca
(THURMOND:; HIETALA, 1996).

O protozoario pode ser transmitido tanto pela via vertical, quanto pela
horizontal (DUBEY, 1999). Nesta ultima o hospedeiro intermediario se infecta
pela ingestao de oocistos expelidos pelas fezes do cao (LINDSAY et al., 1999
a) ou de coiotes (Canis Latrans) (Gondin et al.,2004). No Brasil, Melo et al.
(2002) nao detectaram anticorpos anti- N. caninum em lobos-guara
(Chrysocyon brachiurus) e em cachoros-do-mato (Cerdocyon thous) embora
tenha testado apenas dois animais para esta ultima espécie.



Muitas vezes os bubalinos sdo criados juntamente com os bovinos e
atualmente, investiga-se a importancia dessa espécie na epidemiologia da
enfermidade (GENNARI, 2004). Nesse sentido, ja foi demonstrado que bovinos
podem ser infectados com isolados de N. caninum de bubalinos (RODRIGUES
et al.,, 2004).

O tamanho estimado do plantel de bubalinos no Brasil € de 3,5 milhdes
de cabecas, onde 300 mil estdo no Estado de Sao Paulo
(BUBALINOCULTURA..., 2007).

A presenca de anticorpos para N.caninum em amostras de soro, indica
exposicao a infeccdo, que pode ser detectada por meio de testes sorolégicos
tais como a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI), A RIFI foi o primeiro
teste sorolégico usado para demonstracdo de anticorpos anti-N. caninum
(DUBEY et. al.,1988) e vem sendo amplamente usada para diagnéstico de
infeccdo em diferentes espécies, constituindo-se num modelo para a

comparagao com outros testes (ATKINSON, 2000).

Ao contrario do ocorrido em bovinos, existem poucos estudos
sorolégicos para N.caninum em bubalinos, (Tabela 1) embora tenha sido
sugerido que a infecgdo também pode provocar prejuizos nessa espécie. Os
primeiros estudos em bufalos foram publicados quase que simultaneamente no
Vietnda (HOUNG et al., 1998) e Egito (DUBEY et al, 1998), relatando a

deteccao de anticorpos nessa espécie animal.

Na ltalia, além de deteccdo de anticorpos, Guarino et al. (2000)
verificaram cistos semelhantes aos de N. caninum em dois de quatro fetos
bubalinos abortados. Na provincia de Caserta na Itdlia € um importante
criatério de bufalos, abrigando uma média de 114 mil cabecas, sendo
identificada uma frequéncia de anticorpos em 34,6% dos animais.

CAMPERO et al. (2007) encontraram freqiéncia de anticorpos no
norte da Argentina (provincia de Corrientes) de 64%, demonstrando um

importante indice de infeccao naquele rebanho.

Anticorpos anti- Neospora caninum em bubalinos detectados por

sorologia em alguns rebanhos de vérias regiées do Brasil.



A tabela 1 apresenta as frequiéncias de anticorpos anti-Neospora

caninum no Brasil.

TABELA 1- FreqUéncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bubalinos

oriundos de propriedades de estados da Federagao do Brasil.

Autores

Estado Positivos
Bahia 36,5%
S&o Paulo 64%

Sao Paulo 56%

Para 70,9%
Rio Grande do Sul 14,6%
Bahia 35,9%

GONDIM et al. 1999
FUJJI et al., 2001
SOUZA et al., 2001
GENNARI et al., 2005
VOGEL et al., 2006

GONDIM et al., 2007

O N. caninum j& foi isolado do cérebro de seis bubalinos soropositivos
também do estado de Sao Paulo (RODRIGUES et al., 2004).



2. Objetivo

Perante o exposto o objetivo deste trabalho foi verificar a dimenséo da
contaminacao dos bubalinos pelo N. caninum na regido oeste do Estado de

Sao Paulo.



3. Revisao de Literatura

O relato inicial do achado de um protozoario em tecidos de caes com
sintomatologia semelhante a toxoplasmose foi feito na Noruega por Bjerkas et.
al. (1984), quando este foi verificado em uma ninhada de cées da raca boxer
com meningo-encefalite e miosite. Ao microscépio éptico, o parasito lembrava o
Toxoplasma gondii, mas ndo reagia imuno-histoquimicamente com anticorpos
anti T. gondii. Anos ap6s estudos ultra-estruturais confirmaram que esse
parasito era diferente de outros protozoarios conhecidos (DUBEY, 1996).
Dubey e seus colaboradores (1988) por meio de um estudo retrospectivo

conseguiram classificar o parasito denominando-o Neospora caninum.

O parasito foi agrupado no filo apicomplexa, como um novo género da
familia sarcocystidae, juntamente com os géneros Toxoplasma, Sarcocystis,
Hammondia, Besnotia e Frenkelia (HOLMDAHL et al., 1994; SCHOCK et al.,
2001).

De acordo com Dubey et al. (2002) a classificacdo taxonémica é:

Império: Eukariota

Reino: Protozoa (Owen, 1858)

Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)

Classe: Sporozoasida (Leukart, 1879)

Sub classe: Coccidiasina (Leukart, 1879)

Ordem: Eucoccidiorida (Léger e Doboscq, 1910)

Sub ordem: Eimeriorina (Léger, 1910)

Familia: Sarcocystidae (Poche, 1913)

Sub familia: Toxoplasmatinae (Biocca, 1956)

Género: Neospora (Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988)

Espécie: Neospora caninum (Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla,
1988)

Neospora huguesi

Nenhuma diferenca morfoldgica, bioldgica ou molecular foi encontrada

entre os isolados de cées e bovinos (DUBEY et al., 2002).



No Brasil o primeiro agente isolado foi proveniente do cérebro de um
cédo adulto e os taquizoitos do N. caninum obtidos em cultivo celular por
Gondim et al. (2001) foi denominado NC — Bahia.

Existe também outra espécie denominada Neospora Hughesi,
encontrada em um equino de 11 anos de idade no Oregon (USA) por Marsh et
al.(1998) sendo os oocistos e bradizoitos menores que os do N. caninum
(DUBEY, 1999).

Os trés estagios morfoldgicos do parasito sao: esporocistos, localizados
no interior dos oocistos eliminados nas fezes do cao, taquizoitos e bradizoitos,

contidos nos cistos teciduais de hospedeiros intermediarios e definitivos.

O N.caninun é um parasito intracelular obrigatério, que destréi as
células hospedeiras devido a ativa multiplicacdo dos taquizoitos. Estes sao
ovoides, lunares ou globulares. (DUBEY et al, 1988) de formato de
arredondado a oval, sendo mais observados em tecidos nervosos como
cérebro, cordao espinhal, nervos e retina (DUBEY et al., 1988b; DUBEY et al.,
1990). A parede do cisto € lisa e a espessura varia com o tempo de existéncia
da infeccdo (BUERKAS; DUBEY, 1991).

Os bradizoitos sao finos, delgados e representa o estagio crénico da
infeccdo, estes possuem organelas como os taquizoitos, mas com menor
nuamero de roptrias (DUBEY, 1993).

Os oocistos possuem formato de esférico a sub esférico e sua parede
nao possui coloragdo (DUBEY et al., 2002). A esporulagdo dos oocistos ocorre
em 48 a 72 horas em temperatura ambiente. Estes contém dois esporocistos
cada, contendo quatro esporozoitos (McCALLISTER et al., 1998).

Em 1998 o ciclo de vida do Neospora caninum foi elucidado, com a
observacao da presenca de oocistos nas fezes de caes experimentalmente
infectados. Mais tarde, Gondim et al. (2004) observaram a eliminacao de
oocistos por coiotes (C.latrans) concluindo que esta espécie de canideo
também se comporta como hospedeiro definitivo.



Os hospedeiros intermediarios conhecidos sdo 0s bovinos, ovinos,
caprinos, cervideos, equinos, bubalinos, raposas e felinos que se infectaram
através da ingestao de oocistos liberados nas fezes dos hospedeiros definitivos
(McALLISTER et al., 1998).

O cao é considerado tanto hospedeiro definitivo quanto intermediario,
podendo se infectar por ingestdo de tecidos contendo bradizoitos, taquizoitos
ou por oocistos esporulados (DUBEY et al.,1988a; LINDSAY et al., 1999) que
contaminam a agua e alimentos consumidos pelos hospedeiros intermediarios

facilitando a propagagéao da infec¢gdo (McALLISTER et al., 1998).

A recidiva da infecgao nos bovinos ocorre pela recrudescéncia de cistos
que tiveram a parede rompida, com posterior liberagdo de bradizoitas no
proprio animal (WOUDA et al., 1999).

O protozoario se mantém na natureza por meio de infecgédo vertical e
horizontal (DUBEY, 1999).

A transmissao horizontal ocorre quase que exclusivamente por meio da
ingestdo de agua e alimentos contaminados, com oocistos expelidos nas fezes
de caes domésticos (BARTELS et al., 1999; WOUDA et al, 1999) e outros
carnivoros silvestres como os coiotes (GONDIM et al., 2004). A correlacao
entre a presenca de caes infectados e o surgimento da infeccdo em bovinos
indica a manutencéo da infeccdo por meio da transmissdo horizontal (PARE et
al., 1998; McALLISTER, 1999).

Com o objetivo de estudar a transmisséo horizontal de N. caninum entre
cées da fazenda e bovinos, Dijkstra e colaboradores (2002) na Holanda,
compararam rebanhos da raga holandesa. Observaram que os caes das
fazendas com histérico de abortamento ingeriam placenta, eram alimentados
com colostro ou leite de vaca, lambiam descarga uterina e defecavam em
deposito de ragcdo com muito mais freqiiéncia que caes de propriedades sem
problemas reprodutivos. O estudo apresentou fortes evidéncias de que os caes
podem se infectar pela ingestdo de fluidos fetais e placenta de vacas infectadas
e subseqlientemente causar infeccdo pdés natal em rebanhos bovinos pela

eliminacdo de oocistos.



No nordeste dos Estados Unidos, Sanderson et al. (2000) concluiram
que o fator de risco para que ocorra a transmissdo horizontal possa estar
relacionado com a densidade populacional, pois observaram que com o
aumento da idade e da densidade populacional das vacas ocorria um aumento
no numero de animais soropositivos. Nao foi observada nenhuma diferengca em

relacdo aos tipos de manejo.

E possivel a infeccdo pela via intra-uterina utilizando-se de sémen
contaminado com taquizoitos de N. caninun. Outro resultado desta pesquisa
indica que a infecgdo via sémen também pode causar aumentos da perda
precoce das gestacdes (MARTINEZ et al.,2007).

A infeccéo vertical é responsavel pela disseminagdo e manutencao do
patégeno nos rebanhos por sucessivas geracoes (BJORKMAN et al., 1996),
estd bem estabelecida em bovinos, contribuindo significativamente para a
manutencgao da infecgdo no rebanho ( ANDERSON et al., 1997; WOUDA et al.,
1998).

Os bovinos sao infectados principalmente pela via vertical, sendo esta
forma responsavel por até 95% das infecgdes no rebanho (DIJKSTRA et al.,
2001). Portanto, como esse tipo de transmissdo nao € efetivo em 100% da
populacao, o parasito necessita da via de infec¢ao horizontal para se manter no
rebanho (DYER et al., 2000). A probabilidade de uma vaca leiteira positiva para

N. caninum em gerar um bezerro infectado é de 95,2% (DAVISON et al., 1999).

A infeccdo congénita ou vertical vem sendo considerada a mais
importante via de transmissdo do parasito em rebanhos bovinos (ANDERSON
et al,, 2000). Estudos tém observado que 93 a 95% das matrizes infectadas
transmitiram a infec¢do a sua prole, resultando em alta prevaléncia do agente,
aparentemente sem a necessidade de dispersdo através do hospedeiro
definitivo (DAVISON et al., 1999) e tanto vacas quanto novilhas infectadas pelo
N. caninum, podem transmitir a infeccdo para seus descendentes, em
diferentes gestagdes, consecutivas ou ndo (PARE et al.,, 1996; ANDERSON et
al., 1997).



A transmissao transplacentaria foi demonstrada em caninos, felinos,
ovinos, bovinos, camundongos e suinos (DUBEY & LINDSAY, 1989; COLE et
al., 1995).

Estudos evidenciam que a infeccdo endémica pode ser transmitida
verticalmente por anos. Neste tipo de rebanho infectado endemicamente, a
introdug@o de um novo céo pode vir a desencadear surtos de aborto, visto que
este cao tornar-se-ia infectado, através da ingestao de placentas e de outros
fluidos fetais (DIUKSTRA et al, 2001), transmitindo subseqlentemente a

infeccdo a outros bovinos pela eliminagcao de oocistos (DIJKSTRA et al., 2002).

Segundo Corbellini et al. (2006), a probabilidade de uma vaca ser
soropositiva aumenta 1.13 vezes para cada cdo na fazenda, evidenciando o

papel dos caes no quadro de transmissao de Neospora caninum.

O abortamento € o sinal clinico mais freqliente na neosporose em
bovinos e ocorre mais frequentemente entre o quinto e sétimo més de gestacao
(ANDERSON et al., 2000; DUBEY e SCHARES, 2006)

Quando a infeccdo pelo N. caninum ocorre durante a gestacao, o
parasito invade as células do utero gravidico, o que explica o abortamento
(McALLISTER et al., 1996).

Em bovinos segundo Yaeger et al. (1994) os fetos podem morrer no
Utero, sendo expelido, mumificados, autolizados ou nascerem doentes ou
clinicamente normais, porém congenitamente infectados. A presenca parcial
de autdlise nos fetos abortados sugere que a expulsao ocorre, algumas vezes,
apoés a sua morte (ANDERSON et al., 1991). Segundo Barr et al. (1995) a
mumificagdo do feto € um indicativo de que a infec¢ao foi instalada antes do

quinto més de gestacao.

O produto pode nascer com aspecto clinico normal, porém
cronicamente infectado (LINDSAY et al. 1996 e Hoar ,1996). Bezerros nascidos
de mées infectadas demonstraram os sinais clinicos em cerca de cinco dias
apos o parto (BARR et al., 1993). Dubey (1989) observou mielite, miocardite e
encefalite em bezerros infectados, e em 1992 descreveram o caso de um

bezerro infectado que nasceu clinicamente normal e que apds duas semanas



comegou a apresentar fraqueza, e com quatro semanas morreu devido a
paralisia (DUBEY et al.,1992).

Os sinais clinicos de bezerros neonatos infectados por N. caninum s&o:
membros posteriores e/ou anteriores flexionados ou hiperestendidos, ataxia,
diminuicdo do reflexo patelar, perda da consciéncia, exoftalmia, assimetria
ocular e deformidades associadas a lesbes de células nervosas, na fase
embrionéria (PICOUX et al., 1998).

O diagnostico direto é confirmado pela observacdo de cistos e
taquizoitos do parasito em cortes de tecidos de fetos abortados ou bezerros
infectados, principalmente no sistema nervoso central, utilizando-se a técnica
de imunohistoquimica (LINDSAY & DUBEY, 1989; DUBEY & LINDSAY, 1993);
pelo isolamento em camundongos ou em culturas celulares (DUBEY et al.,
1988; YAMANE et al., 1998) ou ainda, pela técnica de reacdo de cadeia em
polimerase (PCR), com objetivo de detectar o DNA em amostras de fluidos
corpéreos de animais ou fetos infectados (HOLMDAHL et al, 1994) sendo
indicada como uma técnica altamente sensivel e especifica para o diagnostico
da neosporose (ELLIS , 1998; ELLIS et al., 1999).

A identificacao de taquizoitos e/ou cistos de N. caninum, por meio de
exames histolégicos e de imunohistoquimica é possivel, a partir de amostras
de cérebro, medula espinhal, coracao, figado, musculo esquelético, pulmao,
rim e placenta (BARR et al., 1990; LINDSAY et al., 1993). Essa técnica foi
aplicada em amostras de cérebro fetal no Brasil, realizando o primeiro
diagnéstico de N. caninum, em um feto bovino abortado, com idade gestacional
de oito meses, proveniente de um rebanho leiteiro com histérico de
abortamento, por Gondim et al. (1999).

As lesbes histoldégicas mais freqientes observadas em tecido nervoso
sdo: as degenerativas e inflamatoérias, com areas de necrose multifocais e
infiltrado de células mononucleares (ANDERSON et al.,1991).

O isolamento em cultivo celular também ¢é utilizado para confirmar a
presenca do agente, porém nao é simples. Dependendo da conservacao do

material, como fetos abortados autolisados, nos quais provavelmente a maioria



dos parasitos morreu juntamente com o tecido do hospedeiro e a pequena
quantidade de bradizoitos viaveis, isso acaba dificultando e o isolamento torna-
se inviavel (DUBEY; LINDSAY, 1996). Por exemplo em 100 amostras de fetos
bovinos suspeitos de aborto pelo N. caninum, apenas em duas foi possivel o
isolamento (CONRAD et al., 1993).

Segundo Bjérkman & Uggla (1999), os avangos no conhecimento da
biologia e da epidemiologia de N. caninum nao seriam possiveis sem o

emprego do sorodiagnéstico.

A realizacdo de testes sorolégicos nos animais é fundamental para
avaliar o grau de infecgdo do rebanho (THURMOND & HIETALA, 1995). A
sorologia deve ser efetuada em todos os animais do rebanho, e ndo apenas
nas vacas que abortaram. Isto porque, os bovinos podem adquirir a infeccéo
apos o nascimento por meio da ingestdo de oocistos (McALLISTER et al.,
1998) e animais clinicamente normais, gerados por vacas soropositivas, podem
conter titulos de anticorpos (DANNATT et al., 1995).

Em animais, a infeccdo é caracterizada pela deteccao de anticorpos
contra o protozoario, empregando-se a reagédo de imunofluorescéncia indireta
(RIFl) (DUBEY et al., 1988; PARE et al, 1995), varios tipo de ELISA
(BJORKMAN et al.,1994; OSAWA et al., 1998) ou teste de aglutinacdo direta
modificada (PACKHAM et al., 1998; ROMAND et al ., 1998).

A RIFI foi o primeiro sorodiagnéstico utilizado para detectar anticorpos
contra N. caninum (DUBEY et al., 1988) e segundo Bjérkman & Uggla (1999) &
considerada como teste de referéncia quando comparado a outros testes

sorologicos para N. caninum.

Enquanto Dubey et al. (1988), nos EUA, desenvolveram a primeira RIFI,
a partir de cultivo celular de tecidos de filhotes de caes, Conrad et al. (1993)
desenvolveram a primeira RIFI| para deteccao de anticorpos contra N. caninum,
a partir de protozoarios isolados de bovinos. Estes autores verificaram 55
vacas com histérico de abortamento por N. caninum com titulos variando de
320 a 5120, em soros colhidos ap6s abortamentos. Num periodo de cinco

meses, os titulos de seis vacas diminuiram para 160, e destas, duas



apresentaram aumento nos seus titulos de anticorpos em suas gestacoes

subsequentes, gerando bezerros infectados congenitamente.

A auséncia de anticorpos em uma unica amostra de sangue, ndo deve
ser considerada negativo devido a ocorréncia de soroconversdao (DANNATT,
1998).

O titulo para determinar a infeccao por N. caninum, a partir de exames
de soros e fluidos fetais, é inferior aos de bovinos adultos. A comparacao entra
um animal adulto e o feto mostra que este Ultimo possui exposicdo menor aos

antigenos, resultando em menor producéo de anticorpos (OSAWA et al., 1998).

A infeccdo em fetos ndo pode ser descartada devido a auséncia de
anticorpos em soro ou fluidos fetais. A presenca de anticorpos € determinada
pela condicdo imunoldgica do feto, que por sua vez, depende da idade
gestacional, da dose infectante e da resposta imune da mée (DUBEY et al.,
1997; WOUDA et al., 1997).

A partir da analise pela RIFI, realizada em fluidos de fetos com varias
idades gestacionais, Barr et al. (1995) verificaram uma maior quantidade de
sororeagentes em fetos de seis a nove meses, comparados ao de menos de

cinco meses.

A técnica de ELISA também €& bem adaptada para levantamentos
sorologicos possibilitando rapida determinacao de anticorpos (VENKATESAN;
WAKELI, 1994) em grande numero de amostras, em pouco tempo de execugao
do teste (OSAWA et al, 1998). O teste de ELISA que utiliza antigeno total
apresenta sensibilidade e especificidade de 89% e 97% respectivamente
(PARE et al., 1995). Em outra modalidade dessa técnica, na qual é utilizado
antigeno recombinante, a sensibilidade e especificidade pode ser de até 98% e
100% segundo Schares et al. (1998).

Romand et al. (1998) desenvolveram o teste de aglutinacao para
anticorpos de N. caninum (NAT) utilizando soros de vacas e caes naturalmente
infectados, e soros de coelho, ratos e ovinos, experimentalmente infectados

com taquizoitos ou oocistos.



No Brasil, as execucgdes destes testes proporcionaram conhecimentos a
respeito da situagao nacional da infeccdo nos rebanhos bovinos e bubalinos. A
tabela 2 apresenta alguns destes resultados.

TABELA 2: Levantamentos epidemiologicos em rebanhos provenientes de
diferentes regides do Brasil.

Regiao Met. Diag. PC % Positivo  Espécie  Autor(es)

Sao Paulo RIFI (1:200) 15,9 Bo Sartor et al., 2003
S&o Paulo .rey ELISA 20 Bo Sartor et al., 2005
Séao Paulo RIFI (1:100) 14 Bu Fuijii et al., 2001

RS ELISA 14,6 Bu Vogel et al., 2006
Bahia RIFI (1:200) 14,9 Bo Gondim et al., 1999
Bahia RIFI (1:200) 36,5 Bu Gondim et al.,1999
Bahia RIFI (1:200) 35,9 Bu Gondim et al., 2007
Para RIFI (1:200) 19 Bo Minervino et al., 2007
Para RIFI  (25-2800) 70,9 Bu Gennari et al.,2005

Bo = bovina e Bu = bubalina
PC = Ponto Corte

Na Argentina, Campero et al. (2007) avaliando bufalos da regido de
Corrientes detectaram pela RIFI, 64% animais positivos para N. caninum.

A prevencao da transmissao vertical e horizontal é a base para o

controle das infecgdes por N. caninum (PARE et al., 1998).

O descarte de animais infectados via congénita evita a disseminagao do
parasito no rebanho através da infeccdo transplacentaria (THURMOND &
HIETALA, 1995; WOUDA et al., 1998).



Inicialmente se recomenda estudar a taxa de aborto presente no
rebanho, se superior aos niveis admitidos, em torno de 3 a 10%, promove a
realizacdo do diagnostico etiolégico do mesmo, fazendo o descarte das
positivas e reposicao seletiva. As medidas de controle devem atingir todo o
rebanho e sempre em funcdo da taxa de soroprevaléncia e aborto. A
eliminacdo das vacas soropositivas pode ser a medida mais adequada se a

soroprevaléncia € baixa, porém se esta & elevada, as medidas a serem

tomadas ndo devem ser tao drasticas (Forar et al., 1995).

Em um estudo na suica observou-se que a melhor estratégia de controle
€ um teste anual e selecionar as soropositivas e descarta-las do plantel, essa
manobra permite a reducdo mais rapida e efetiva, diminuindo o grau de

infeccéo do rebanho de 12% para 1% no primeiro ano (HASLER et al., 2006).

No Canada Baillargeon e seus colaboradores (2001), estudaram a
transferéncia de embrido para receptoras soronegativas, para a prevengao da
transmisséao vertical. Neste estudo foram selecionados trés grupos: grupo A
constituido por receptoras soronegativas que receberam embrides de doadoras
soropositivas, grupo B por receptoras soronegativas que receberam embrides
de doadoras soronegativas e grupo C com receptoras soropositivas que
receberam embrides de doadoras soropositivas ou soronegativas. As taxas de
transmissdo vertical nos grupos A, B e C foram 0%, 0% e 75%
respectivamente. Segundo os autores, o procedimento de transferéncia de
embridao proposto pela Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrido
(IETS), o qual inclui transferéncia para receptoras soronegativas, € um método
efetivo para a producdo de bezerros livres de infeccao por N. caninum ao

nascimento.

Adotar algumas praticas de manejo, como a prote¢cdo dos alimentos e
agua da contaminagdo com oocistos pelas fezes de caes, nédo fornecer nem
permitir acesso dos caes a placenta, carne e visceras de fetos abortados,
vacas e bezerros mortos, proibir o contato de caes com depdsitos e currais
(McALLISTER et al., 1998; PARE et al., 1998).



A vacinacao tem uma eficacia comprovada na reducdo da chance de
abortamento de aproximadamente 39% e 50% em estudos feitos na Costa Rica
e Nova Zelandia (ROMERO et al., 2004).

Tratamento com Toltrazuril tem uma eficacia de 90% de acordo com
Kritzner et al. (2002), suas desvantagens € o custo do tratamento e a perda do
leite em gados leiteiros.



4. Material e Métodos

4.1 Locais do estudo

O critério de selegcdo tanto das fazendas como dos animais foi por
conveniéncia, devido a escassez de animais nessa regido e a dificuldade de
proprietarios em colaborar com a pesquisa.

O estudo foi efetuado em municipios do Oeste do Estado de Sao Paulo
conforme Tabela 2.

TABELA 3 - Numero de bubalinos testados para Neospora caninum em

Municipios do Oeste Paulista do Estado de S&o Paulo, Brasil — 2008

Municipios Numero de bubalinos
Adamantina 111
Emiliandpolis 50
Lucélia 140
Presidente Bernardes 44
Teodoro Sampaio 59

Total 404




4.2 Amostras

As amostras foram obtidas de fémeas bubalinas, da raca murra e
mediterraneo, em regime de criagdo semi - extensivo, com idade entre 2 a 15

anos, onde na sua maioria é utilizada para a producao de leite.

Foram testadas 404 fémeas bubalinas, cujo sangue foi colhido pela veia
jugular com tubos vacunteiner, na quantidade de 10 ml de sangue total, sendo
este centrifugado e retirado apenas o soro. Este foi acondicionado em tubos de
polipropileno (eppendorf) previamente identificados e mantidos congelados a
— 20 °C em freezer. ApGs a obtencao do numero total de amostras estas foram

submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta.

4.3 Reacgao de Imunofluorescéncia Indireta

O diagnéstico foi realizado pela reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) segundo a metodologia preconizada por Dubey et al. (1988).

Para a sensibilizagdo das laminas para a RIFI utilizou-se taquizoitos da
amostra NC-1 de N. caninum. Os taquizoitos vem sendo mantidos em células
vero no Laboratério de Sanidade Animal da Agéncia Paulista de Tecnologia

dos Agronegécios, no polo regional da Alta Sorocabana.

Para a realizagao da RIFI, adicionou-se, em cada orificio da lamina, 10
uL do soro a ser testado a partir da diluicdo 1:100, em tampao fosfato pH 7,2
(0,0084M; Na:HPO.; 0,0018M; Na:HPO.; 0,147M NaCl) acrescentado de soro
de albumina bovina 1% (p/v). Em cada lamina foram incluidos soro bovino
controle positivo e negativo. As laminas foram incubadas a 37°C por 30
minutos em camara umida. Em seguida foram submetida a trés lavagens de
cinco minutos cada, em uma cuba de vidro contendo solugdo tampéo fosfato
pH 7,2.



Depois da lavagem as laminas foram secas a temperatura ambiente e,
em cada orificio, foi acrescentado o conjugado (IgG de coelho anti-IgG bovina
marcada com isoticionato de fluoresceina — Sigma F-7887), utilizado na
diluicdo de 1:1200 em solugdo tampao fosfato pH 7,2 (0,0084M; Na:HPO.;
0,0018M; Na:HPO.; 0,147M NaCl) acrescentado de soro de albumina bovina
1% (p/v). As laminas foram novamente incubadas por 30 minutos a 37°C e
lavadas como descrito anteriormente. Apds a secagem a temperatura, realizou-

se a montagem com laminula utilizando glicerina tamponada (pH 8,0).

Para leitura das reacdes, foi utilizado microscépio equipado para
fluorescéncia (Olympus — modelo BX - 41). O ponto de corte utilizado foi o de
100 e os soros positivos neste titulo foram diluidos seriadamente e testados
para determinar o titulo maximo da reacao. As reacdes que ocorriam de forma
apical ou parcial foram consideradas negativas, enquanto as reagées eram
consideradas positivas quando os taquizoitos apresentavam fluorescéncia
periférica total (PARE et al., 1995).

4.4 Andlise Estatistica

Comparou-se as prevaléncias de soropositivos entre as faixas etérias,
em cada municipio, e entre os municipios pelo teste de qui-quadrado. Adotou-
se o valor de significancia de 5% (P<0,05).



5. Resultados

Os animais estudados na regido oeste do estado de Sao Paulo
apresentaram um indice médio de infeccao de 38,11%, sendo que as maiores
taxas foram encontradas em Presidente Bernardes e Lucélia (61,4% / 52,1%),
seguidas por Emilianépolis e Teodoro Sampaio (36% / 30,5%), e com uma
menor taxa Adamantina (16,2%). Havendo uma diferenca estatistica entre as
faixas etarias apenas no municipio de Lucélia. Resultados demonstrados na
tabela 4.

TABELA 4 — Bubalinas testadas para Neospora caninum em municipios da

regido do Oeste Paulista, em trés diferentes faixas etarias, 2008.

Faixas etarias
Municipios Total

% de casos

Até2anos 2a5anos >5anos positivos
12 38 61 111
Adamantina 16.2 ¢
) A (6) A (9) A (18)
6 18 26 50
Emilianopolis 36,0 b
(2) A (7) A 9) A (18)
25 52 63 140
Lucélia 52.1a
(10)B (23) B (40) A (73)
Presidente 12 23 9 44
61,4a
Bernardes (7) A (13) A (7) A (27)
Teodoro 5 24 30 59
, 30,5b
Sampaio (1) A (6) A (11) A (18)

( ) — casos positivos



a, b — para % de casos positivos na coluna, resultados seguidos de mesma

letra mindscula n&o diferem pelo teste de qui-quadrado (P>0,05)

A, B — para cada municipio, resultados seguidos de mesma letra mailuscula nao

diferem pelo teste de qui-quadrado (P>0,05)

Os animais positivos foram testados para verificar o titulo de anticorpos,
que variaram de 100 a 12800, com distribuicdo apresentada na Tabela 5.

TABELA 5: Distribuicao da frequéncia dos bubalinos soropositivos, segundo
titulos de anticorpos anti - Neospora caninum, na regidao oeste do Estado de
Sao Paulo. 2008.

Titulo de Numero de bubalinos Porcentagem
anticorpos positivos %

100 61 39,6
200 42 27,3
400 34 22,1
800 8 5,2
1600 3 1,9
3200 2 1,3
6400 3 1,9
12800 1 0,7

Total 154 100




6. Discussao

Das técnicas utilizadas para a detecgcao de anticorpos anti-N. caninum,
a RIFI é a mais empregada por ser teste de referéncia comparada a outros
(BJORKMAN & UGGLA, 1999).

Conforme consta na tabela 4, houve diferengcas na taxa de infeccao
entre 0os municipios. A comparacdo dos resultados com outros estudos ja
efetuados em bubalinos é complicada. H4 uma falta de padronizacao, dessa
maneira deve se levar em consideragcdo muitas variaveis entre elas, a
sensibilidade e especificidade do método empregado para a deteccdo de
anticorpos e dentre o proprio método, seu ponto de corte (MEENAKSHI et al
2007). Deve-se também atentar para a amostragem, pois quando proveniente
de rebanhos cujo abortamento é fato constante, 0 numero de sororeagentes é

sempre superior aos conseguidos em amostragens efetuadas na casualidade.

A diluicdo 1:100 tem sido utilizada com mais freqiiéncia, sendo a mais
coerente para este tipo de levantamento, pois é baseada em estudo efetuado
por Rodrigues et al., (2004) no qual em seis bubalinos soropositivos triados por

essa diluicdo, em cinco, conseguiram isolar o Neospora.

Partindo-se dessas premissas a porcentagem de animais soropositivos
(Tabelas 4) na média, é inferior a encontrada por Campero et al. (2007), em
estudo realizado na Argentina em condicoes semelhantes. Porém se a
comparacgao ocorrer analisando-se 0os municipios isoladamente ha discrepancia
nos resultados, pois em dois municipios 0 numero de soropositivos €
praticamente o dobro de outros e ao redor de 3,5 vezes superior a um quinto.
Em todos os rebanhos havia a presenga de caes no convivio com os bubalinos
logo, outros fatores de manejo teriam que ser analisados para explicar esta

divergéncia.

Em analogia aos citados autores, em todos os rebanhos analisados

foram encontrados bufalos soropositivos. Os resultados assemelham-se aos



achados por Fujji et al. (2001) apenas em Adamantina, sendo superiores nos

outros quatro municipios (Tabelas 4).

Analisando-se os titulos maximos de anticorpos, pode-se observar que
89% dos animais estdo compreendidos na faixa entre 100 - 400 (Tabela 5).
Esse achado difere dos de Gennari et al., (2005) que constataram que a
maioria dos bubalinos, 32%, possuiam titulos = 800.

Comparando-se a porcentagem de infecgdo entre as trés faixas etérias,
em cada municipio, (Tabela 4) verifica-se que apenas no municipio de Lucélia
houve correlagdo entre idade e taxa de infeccdo na quais animais com faixa
etaria superior a cinco anos possuiam essa taxa mais elevada. Esse fato,
isolado no trabalho como um todo, faz discordar citagcbes de Gennari et al.,
(2005), porém colabora com descobertas de Guarino et al., (2000) na ltalia e de
Fujii et al., (2001) no Brasil que constataram maior ocorréncia de anticorpos em
bubalinos mais velhos, pois estes teriam maior probabilidade de exposicao
cumulativa a infecgdo que os jovens se infectando, dessa forma, pela via
horizontal. Embora os autores tenham feito essa verificagdo, ainda nao esta
clara qual rota de infecgdo € mais importante em bubalinos (CAMPERO et al.,
2007). Para os outros municipios a faixa etaria n&o influenciou na porcentagem
de bubalinos soropositivos. Essas discrepancias, em um mesmo estudo,
mostram que diferentemente dos bovinos, em que a via vertical desempenha
papel fundamental para a manutengdo da doenca sendo responsavel por até
95% das infeccoes (ANDERSON et al., 1997; WOUDA et al., 1998; DIJKSTRA

et al. 2001), em bubalinos nada se pode afirmar.

Outro fato observado durante o estudo foi a convivéncia entre bubalinos
e bovinos. A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum nos bubalinos é superior
a encontrada em bovinos da mesma regido estudada que foi de 20% em gado
de corte (SARTOR et. al. 2005). Essa convivéncia pode ser danosa para os
bovinos, vez que é comprovado que bovinos podem ser infectados com
isolados de N. caninum de bubalinos (RODRIGUES et al., 2004).



7. Conclusao

Existe forte manifestacdo da infecgdo em bubalinos na referida regiao,
cuja ocorréncia de anticorpos supera as encontradas em bovinos expondo-o0s,

dessa forma, com grande intensidade ao N. caninum.
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