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COSTA, K. S. Investigacio da galinha (Gallus domesticus) como hospedeiro
intermediario natural de Neospora caninum. Salvador, Bahia, 2008. 58p. Dissertagio
(Mestrado em Ciéncia Animal nos Trépicos) - Escola de Medicina Veterindria,

Universidade Federal da Bahia, 2008.

RESUMO

Neospora caninum é um importante causador de abortamentos em bovinos e que gera
grande impacto econdmico nas criagdes. O parasito infecta muitos mamiferos domésticos e
silvestres, mas nao tem sido demonstrado em aves. O objetivo deste trabalho foi investigar
se galinhas sdo hospedeiros intermedidrios de N. caninum. Amostras sorolégicas foram
analisadas para anticorpos anti-N. caninum e anticorpos anti-7. gondii através do teste de
imunofluorescéncia indireta em 400 galinhas no Estado da Bahia-Brasil, sendo 200
amostras provenientes de cinco propriedades rurais de manejo semi-intensivo (semi-
confinadas) e 200 amostras de animais confinados em gaiolas suspensas de duas granjas
comerciais. A freqiiéncia de aves infectadas por N. caninum foi maior nas galinhas semi-
confinadas (23.5% versus 1.5%, P < 0.001), assim como para 7. gondii (25% versus 3%, P
< 0.001). Para a realizac@o da reacdo da polimerase em cadeia, o gene Nc5 de N. caninum
foi amplificado com os primers Np21 e Np6 em dez galinhas soropositivas. Os amplicons
de duas amostras foram seqiienciados e apresentaram entre 97-98% de identidade com N.
caninum. Estes resultados indicam que galinhas sdo hospedeiros intermedidrios naturais de

N. caninum.

Palavras-chave: Neospora caninum; Toxoplasma gondii; galinha; anticorpos; infec¢ao.
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COSTA, K. S. Investigation of chicken (Gallus domesticus) natural intermediate hosts
of Neospora caninum. Salvador, Bahia, 2008. 58p. Dissertation (Master of Animal Science

in the Tropics) — Escola de Medicina Veterindria, Universidade Federal da Bahia, 2008.

SUMMARY

Neospora caninum is a major cause of abortion in cattle that induces great economical
impact in livestock. The parasite infects many domestic and wild mammals, but has not
previously been demonstrated in birds. The aim of this work was to investigate whether
chicken are intermediate hosts of N. caninum. Sera were examined for antibodies anti-N.
caninum and anti-7. gondii, using an indirect immunofluorescent test in 400 chickens in the
state of Bahia-Brazil, being 200 outdoor chickens from five farms and 200 chickens
confined indoors in suspended crates from two commercial companies. Seroprevalence for
N. caninum was greater in outdoor chickens (23.5% versus 1.5%, P < 0.001), as for T.
gondii (25% versus 3%, P < 0.001). Polymerase chain reaction (PCR) was performed with
amplification of the gene Nc5 of N. caninum with the primers Np21 and Np6 in 10
seropositive chickens. PCR testing was positive in six chickens. Amplicons from two of
these were sequenced and had 97-98% nucleotide identity with N. caninum. These results

indicate that chickens are natural intermediate hosts of N. caninum.

Keywords: Neospora caninum; Toxoplasma gondii; Chicken; Antibodies; Infection.
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1. INTRODUCAO

Neospora caninum ¢é um protozoario do Filo Apicomplexa, familia
Sarcocystidae e sub-familia Toxoplasmatinae (Dubey et al., 1988a), que infecta vérias
espécies animais domésticas e silvestres, e possui cdes e coiotes (Canis latrans) como

hospedeiros definitivos (McAllister et al., 1998a; Gondim et al., 2004a).

N. caninum € um parasito de importancia mundial por induzir abortamentos,
perdas neonatais e alteracdes neuroldgicas em animais de produgdo, além de acometer
animais de companhia (Dubey, 2003). A neosporose causa prejuizos econdomicos em
rebanhos bovinos (Hemphill & Gottstein, 2000), no entanto é pouco comum em outros
ruminantes domésticos, como ovinos e caprinos (Barr et al., 1992; Hissig et al., 2003).
Embora titulos de anticorpos anti-N. caninum tenham sido detectados em humanos, até
o momento ndo existe relato da neosporose no homem (Tranas et al.,1999; Petersen et

al., 1999; Lobato et al., 2006).

N. caninum possui caracteristicas fenotipicas semelhantes a Toxoplasma gondii,
Neospora hughesi e Hammondia sp. A diferenciacdo entre esses tdxons € realizada por
andlises moleculares, ultra-estruturais e antigénicas. Estudos filogenéticos
demonstraram que N. caninum e Hammondia heydorni sao mais proximos entre si,
enquanto que 7. gondii estd mais relacionado a H. hammondi. N. caninum e N. hughesi
sao monofiléticos, porém espécies diferentes (Ellis et al., 1999; Mugridge et al., 1999;

2000; Slapeta et al., 2002a).

Evidéncias epidemioldgicas apontam galinhas como fatores de risco na
transmissdo de N. caninum. Em um estudo realizado na Holanda, a presenca de galinhas
foi associada estatisticamente com abortamento bovino (Bartels et al., 1999). Em outro
estudo, na Itdlia, cdes e galinhas foram considerados fatores de risco significativos no
aumento da soropositividade para N. caninum em rebanhos bovinos (Otranto et al.,

2003).
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Até a realizacdo do presente estudo, ndo havia relato de infec¢do natural em
aves, apenas trabalhos de infec¢do experimental (Packham et al., 1998; McGuire et al.,
1999; Furuta et al., 2007). Portanto, ndo se sabe se a infec¢do por N. caninum pode
ocorrer naturalmente em aves apds estas ingerirem oocistos do parasito no ambiente,
assim como ocorre com 7. gondii (Dubey et al., 1993), ou se aves sdo somente vetores

mecanicos de oocistos de N. caninum.

As aves t€m um papel significativo na epidemiologia da toxoplasmose e sdo
consideradas marcadores de contaminag¢do ambiental por oocistos de 7. gondii, ja que
possuem o hdabito de se alimentar diretamente no solo (Dubey et al., 2003a; 2006a;
2006b). Muitos trabalhos demonstraram a presenca de anticorpos anti-7. gondii em
galinhas, diversas cepas foram isoladas nesta espécie animal, e gatos eliminaram

oocistos apos a ingestdo de tecidos de galinhas naturalmente infectadas (Dubey et al.,

2002a, 2004).

O Brasil possui um grande efetivo de aves comerciais, e além disso, ¢ comum
nas propriedades rurais a criagdo semi-intensiva de galinhas juntamente com outras

espécies animais (IBGE, 2006) (Figura 1).

Figura 1. Cria¢do de galinhas e de bovinos leiteiros em uma fazenda no municipio
de Conceigao de Feira, Bahia.
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Devido a importancia da galinha como fonte de alimento para os animais € o
homem, a sua distribui¢do cosmopolita, e as evidéncias epidemioldgicas como fator de
risco na transmissao de N. caninum para outros animais, o presente trabalho tem como
hipétese que galinhas criadas em regime semi-intensivo (semi-confinadas) estdo mais
expostas a infeccdo em relagdo as aves criadas em regime de total confinamento em
gaiolas suspensas e que galinhas sdao hospedeiros intermedidrios de N. caninum.
Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar se galinhas (Gallus domesticus) sao
hospedeiros intermedidrios naturais de N. caninum, por meio de testes imunoldgicos e

moleculares.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

Na Noruega, Bjerkas et al. (1984) relataram um parasito formador de cisto em
cdes da raca Boxer que tinham histérico de desordem neuroldgica, paresia de membros
posteriores, e exame sorolégico negativo para T. gondii. A necropsia foram observados
numerosos parasitos, severa inflamagao e necrose no sistema nervoso central (SNC) e

musculos esqueléticos.

Posteriormente, bezerros de diferentes rebanhos de Washington apresentaram
mielite que foi associada a um protozodrio similar a 7. gondii e Sarcocystis spp (Parish
et al., 1987). No Reino Unido um bezerro com sintomatologia nervosa apresentou cistos
teciduais na medula espinhal e cérebro, indistinguiveis ultra-estruturalmente de T.
gondii, no entanto, apds andlise de imunoistoquimica houve uma fraca reacdo para
Sarcocystis spp, sugerindo ser uma espécie de Sarcocystis ou T. gondii (O’ Toole &

Jeffrey, 1987).

No final da década de 80, houve a classificacio de um novo organismo, N.

caninum, apoés revisao de cortes histoldgicos de 23 cdes com histérico de toxoplasmose.



17

N. caninum formava merontes em muitos tecidos dos cdes, principalmente no SNC, a
multiplicagdo ocorria no citoplasma sem o vacuolo parasitéforo, e ndo reagia ao soro
anti-7. gondii no teste de imunoistoquimica (Dubey et al., 1988a). No mesmo ano, N.
caninum foi isolado em cultura celular a partir de tecidos de cdes naturalmente
infectados que apresentavam polirradiculoneurite e polimiosite granulomatosa (Dubey
et al., 1988b). Na cultura celular observou-se que os taquizoitos se multiplicavam dentro
do vactiolo parasitéforo, o que nio foi observado previamente (Dubey et al., 1988a;

1988Db).

Poucos anos apds sua classificagdo N. caninum ja era considerado uma das
principais causas de abortamento em bovinos e responsdavel por grandes prejuizos
economicos (Thilsted & Dubey, 1989; Dubey et al., 1989; Anderson et al., 1991; Barr et
al., 1991; Anderson et al., 1995).

Além de acometer animais domésticos, N. caninum também infecta animais
silvestres. O primeiro relatado de infec¢do por N. caninum na fauna silvestre foi na
Califérnia em um cervideo Odocoileus hemionus columbianus de dois meses de idade,
que apresentou lesdes nos rins, pulmdes e figado. Essas lesdes eram caracterizadas por
infiltrados de células mononucleares associadas a taquizoitos de N. caninum. O
diagnéstico foi confirmado por meio de um teste imunoistoquimico especifico para o

parasito (Woods et al., 1994).

Passados quase dez anos desde a classificagdo de N. caninum, ainda eram
desconhecidos os seus hospedeiros definitivos. Diferentes espécies animais foram
testadas em busca da identificagcdo de hospedeiros definitivos do parasito, como aves
carnivoras, coiotes, gatos e espécies de mustelideos, contudo estes animais ndo
excretaram oocistos nas fezes apds a ingestdo de tecidos infectados com N. caninum

(Baker et al., 1995; Lindsay et al., 1996; McAllister et al., 1998b; 1999).

Em 1998, o cdo foi confirmado como hospedeiro definitivo de N. caninum por
eliminar oocistos apds a ingestdo de tecidos de camundongos infectados com cistos

teciduais do parasito (McAllister et al., 1998a). Os oocistos, apds esporulagio
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apresentavam morfologia semelhante a 7. gondii e Hammondia sp, e foram
identificados como N. caninum através da reacdo da polimerase em cadeia (PCR).
Posteriormente, Gondim et al., (2004a) demonstraram que coiotes sao hospedeiros
definitivos de N. caninum, os quais excretaram oocistos apds a ingestdo de tecidos de

bezerros infectados experimentalmente com o parasito.

No Brasil, a primeira confirmacdo do coccidio foi em um feto bovino abortado,
proveniente de uma propriedade leiteira com histérico de abortamentos (Gondim et al.,
1999a). O primeiro isolamento do parasito foi somente em 2001, a partir de tecidos de
um cdo que apresentava sinais de incoordenacdo e paresia de membros posteriores €

sorologia positiva para N. caninum (Gondim et al., 2001).

Um ndmero significativo de estudos acerca de N. caninum foi desenvolvido no
pais, incluindo diversos inquéritos epidemioldgicos e isolamentos do parasito em
diferentes espécies animais (Gondim et al., 1999b; Fujii et al., 2001; Melo et al., 2001;
Corbellini et al., 2002; Ragozo et al., 2003; Guimaraes et al., 2004; Figliuolo et al.,
2004; Rodrigues et al., 2004; Gennari et al., 2005; Locatelli-Dittrich et al., 2004; 2006;
Munhoz et al., 2006; Villalobos et al., 2006; Pena et al., 2007; Romanelli et al., 2007;
Faria et al., 2007; Uzéda et al., 2007a; Gondim et al., 2007).

2.2. Impacto econdmico na neosporose

Infec¢do por N. caninum em rebanhos bovinos induz a grandes prejuizos
econdmicos devido as falhas reprodutivas, reducdo na producgdo leiteira e no peso das

carcacas (Thurmond & Hietala, 1997; Barling et al., 2000; Hobson et al., 2005).

O abortamento e reabsorcdo fetal sdo problemas reprodutivos comumente
encontrados nos rebanhos infectados por N. caninum, o que implica no aumento do
tempo de concepgdo e intervalo entre partos (Trees et al., 1999). O retorno ao estro nas
vacas apds confirmacdo da prenhez € um indicativo de falha na manutengdo da

gestacdo, o que pode ser atribuido ao parasito (Robson et al., 2005).
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A presenca de anticorpos no rebanho pode indicar maior risco de abortamento.
Estudos demonstraram que vacas soropositivas t€ém 3,3 mais chances de abortar que
vacas soronegativas, e o titulo de anticorpos € 3,4 a 7 vezes maior em vacas que
abortaram em relacd@o as vacas com gestacao normal (Thurmond et al., 1997; Corbellini

et al., 2002).

Estudos de prevaléncia de abortos em bovinos realizados em diferentes paises,
inclusive no Brasil, resultaram em 23 a 42,5% dos fetos com neosporose confirmada, o
que evidencia a importancia da enfermidade como causadora de abortos em bovinos
(Anderson et al., 1995; Corbellini et al., 2002; 2006a; Sadrebazzaz et al., 2007).
Trabalhos demonstraram prejuizos anuais em milhdes de délares no Canadd e Nova
Zelandia, pois o custo por feto perdido varia de acordo com a idade do feto abortado, as
doses de s€men utilizadas na inseminacao artificial, o valor genético da matriz e touro, a
capacidade reprodutiva da progénie e aumento do intervalo entre partos nas matrizes

(Dubey et al., 2007).

Outra conseqiiéncia da infeccdo por N. caninum é retengdo de membranas fetais
ap6s o parto, causando um processo inflamatério, que demanda de tratamento

quimioterdpico e um descanso da fémea (Hobson et al., 2005).

A produgdo leiteira pode sofrer influéncia da infec¢do pelo N. caninum como
demonstrado em um estudo na Califérnia, onde vacas soropositivas produziram uma
quantidade menor de leite e com menos gordura em relacdo as vacas soronegativas

(Thurmond & Hietala, 1997).

Uma reducdo no ganho de peso didrio foi observada em bezerros de corte
soropositivos para N. caninum. Esses animais sororreagentes quando acometidos por
alguma enfermidade, o custo do tratamento era maior em relacdo aos animais

soronegativos (Barling et al., 2000).
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2.3. Caracterizacao de estagios evolutivos de N. caninum

N. caninum possui semelhancas morfologicas e ultra-estruturais com os demais
parasitos Toxoplasmatideos (Speer et al., 1999), no entanto sdo observadas diferencas

genéticas, antigénicas e bioldgicas entre esses protozodrios (Dubey et al., 2002b).

As formas infectantes de N. caninum sao os taquizoitos, os bradizoitos nos cistos

teciduais e os esporozoitos contidos nos oocistos esporulados (Dubey et al., 2002b).

Os taquizoitos sdao ovdides, lunares ou globulares, medem cerca de 7,5 x 2um,
sendo as formas de multiplicacdo rdpida e assexuada do parasito. Os taquizoitos
localizam-se no citoplasma das células (no interior de um vacuolo parasitéforo) em

diferentes tecidos no hospedeiro (Dubey & Lindsay, 1996; Speer et al., 1999).

O bradizoito é o estdgio latente da infec¢do, com divisdo lenta e assexuada
dentro dos cistos teciduais e mede aproximadamente 8,1 x 2um. O cisto tecidual € oval,
possui até 107um de diametro, apresenta parede com espessura média de 1,9um (0,5-
4um) e contém cerca de 20-100 bradizoitos (Dubey & Lindsay, 1996; Speer et al.,

1999). Os cistos teciduais estdo localizados no SNC, entretanto Peters et al. (2001a)

relataram também em musculos esqueléticos de caes e bezerros com neosporose.

Os oocistos sdo as formas resistentes do parasito no ambiente e resultam da fase
sexuada que ocorre nas células intestinais do hospedeiro definitivo (McAllister et al.,
1998a). Em estudos com oocistos de T. gondii, estes permaneceram vidveis por longos

periodos no ambiente (Dumetre & Dardé, 2003).

Os oocistos esporulados possuem parede lisa com espessura de 0,6-0,8um, e
apresentam dois esporocistos com quatro esporozoitos cada. Os esporocistos sao
elipsoidais, apresentam parede lisa, incolor. Os esporozoitos sao alongados e medem 6,5
x 2um. Os oocistos ndo-esporulados, sdo esféricos a subesféricos, apresentando 10-
11um de diametro, e quando esporulados, medem 11,7£0,43um por 11,3+0,38um, com

raio de 1.04um (McAllister et al., 1998a; Lindsay et al., 1999).



21

2.4. Ciclo de vida e transmissao

N. caninum apresenta um ciclo de vida heteroxénico facultativo com fases
sexuada e assexuada, infectando espécies domésticas e silvestres (Mugridge et al.,

1999).

Os hospedeiros definitivos de N. caninum sdo cdes e coiotes que possuem a fase
sexuada do ciclo. Apds ingestao de cistos teciduais pelos hospedeiros definitivos ocorre
a fase sexuada (gametogénese) no intestino, que culmina com a formagdo e excrecao de

oocistos nao-esporulados nas fezes (McAllister et al., 1998a; Gondim et al., 2004a).

Os hospedeiros intermedidrios, domésticos e silvestres, albergam as formas
assexuadas do protozodrio, como taquizoitos e cistos teciduais contendo bradizoitos, e
incluem diferentes espécies de carnivoros, herbivoros e roedores (Dubey et al., 1988a;
Barr et al., 1991; Barr et al., 1992; Woods et al., 1994; Jolley et al., 1999; Peters et al.,
2001b; Almeria et al., 2002; Williams et al., 2002; Rodrigues et al., 2004; Serrano-
Martinez et al., 2004; 2007a; Ferroglio et al., 2007).

N. caninum pode ser transmitido de forma vertical (infeccao transplacentdria) e
horizontal. A infeccdo transplacentdria (ITP) foi relatada em algumas espécies
domésticas, como caes, caprinos e bovinos, sendo uma eficiente via de transmissao

entre os bovinos (Barber et al., 1998; Anderson et al., 2000; Corbellini et al., 2001).

Trees & Williams (2005) classificaram a ITP em enddgena e exdgena. A ITP
enddgena é caracterizada pela recrudescéncia da infeccdo materna durante a gestagdo,
podendo ocorrer em bovinos por sucessivas geracdes (Anderson et al., 1997). A ITP
exogena € definida como a infeccdo adquirida no periodo gestacional.
Experimentalmente a ITP exdgena por N. caninum foi demonstrada em bovinos apds a
administracio de oocistos do parasito para vacas gestantes, resultando em abortamento

(Gondim et al., 2004b).
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A transmissdo transplacentdria pode estar relacionada com a quantidade de
oocistos ingerida pelas matrizes e o periodo da infec¢do durante a gestacdo. Trees et al.
(2002) nao constataram a ITP apdés administrar oralmente 600 oocistos em vacas com
10 semanas de gestagdao. No entanto, a ITP foi induzida com 1.500 oocistos em vacas
com 160 dias de gestacao, mas 70.000 oocistos com 70 dias de gestacdo ndo induziram
a infeccao fetal (Gondim et al., 2004b). Essa diferenca na indu¢do da infeccao fetal estd
relacionada com o tipo de resposta modulada pelo sistema imune. No inicio da gestacdo
a resposta € do tipo Thl, eficiente no combate a infeccdo por protozodrios
intracelulares, no entanto no final da gestacdo observa-se a resposta tipo Th2, resposta

protetora para a manutencdo do feto e pouco eficiente na infeccdo por patdgeno

intracelular (Innes et al., 2002).

A infec¢@o em rebanhos bovinos por N. caninum ndo pode ser sustentada sem a
transmissdo horizontal, na qual os hospedeiros intermedidrios se infectam através da
ingestdo de oocistos esporulados (McAllister, 1999). A transmissdao horizontal, que
pode levar a surtos de abortamentos nos bovinos, pode ser observada nos rebanhos pela
soroconversao com aumento da idade dos animais e quando ndo h4 associacdo entre a

soropositividade de vacas e bezerros (Davison et al., 1999; Dijkstra et al., 2001b).

No hospedeiro definitivo a transmissao horizontal ocorre através da ingestao de
tecidos contendo cistos do protozodrio (McAllister et al., 1998a), como descrito por

Dijkstra et al. (2001a), apos caes ingerirem placenta bovina e eliminarem oocistos.

A eficiéncia da transmissao horizontal tem sido questionada devido ao pequeno
nimero de oocistos excretados pelos caes (McAllister et al., 1999), porém sabe-se que a
ingestdao de tecidos infectados de diferentes espécies animais e a idade dos cdes podem
influenciar na proporc¢do de oocistos excretados (Gondim et al., 2002; Gondim et al.,
2005). Gondim et al. (2002) observaram uma maior eliminac¢io de oocistos em caes que
ingeriram tecidos de bezerros infectados, quando comparados com caes que
consumiram tecidos de camundongos infectados. Camundongos e bovinos sdo
hospedeiros intermedidrios naturais, entretanto tecidos de bovinos mostraram-se mais

eficientes na producdo de oocistos em caes (Gondim et al., 2002; Ferroglio et al., 2007).
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Outro fator a ser considerado na quantidade eliminada de oocistos € a idade do
cdo infectado, ja que filhotes eliminaram uma quantidade significativamente maior de
oocistos em relagdo aos caes adultos (Gondim et al., 2005); estes autores demonstraram
que cdes que excretaram previamente oocistos, quando reinfectados apds um intervalo

de 18 a 20 meses, re-excretaram oocistos.

A infectividade de oocistos de N. caninum tem sido pouco estudada, o que é
provavelmente justificado pela dificuldade em se produzir oocistos experimentalmente.
Uzéda et al. (2007b) demonstraram que oocistos com 46 meses, conservados em
solucdo de 4cido sulfirico 2% a 4°C, nao induziram infeccdo em gerbis. Parte do
mesmos oocistos, mantidos até 108 dias nas mesmas condicdes, foram infectantes para

gerbis e vacas (Gondim et al., 2002; 2004b).

A transmissao venérea tem sido considerada uma via potencial de transmissao de
N. caninum. Ortega-Mora et al. (2003) avaliaram amostras de sémen de animais
soropositivos e soronegativos para N. caninum. DNA de N. caninum foi detectado em
poucas amostras de s€men de animais soropositivos, mas nao foi detectado em amostras
de animais soronegativos. Um pequeno ndmero de animais PCR-positivos para N.
caninum foi descrito por Caetano-da-Silva et al. (2004) apds a andlise de amostras de
sémen de animais sororreagentes provenientes de uma central de inseminagdo. A baixa
deteccao de DNA do parasito nas amostras de s€men sugere que a transmissao sexual ou

por inseminacdo artificial é provavelmente baixa.

Estudos recentes demonstraram que reprodutores bovinos quando inoculados por
via intravenosa com 10° taquizoitos de N. caninum, apresentaram sorologia positiva
para o parasito, como também o DNA do protozoario foi detectado no sémen e sangue
dos animais (Serrano-Martinez et al., 2007b; Ferre et al., 2008). No entanto, novilhas
inseminadas com sémen dos touros infectados experimentalmente ndo apresentaram
anticorpos anti-N. caninum, como também os bezerros nascidos dessas fémeas (Ferre et

al., 2008).
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Infec¢do em vacas foi demonstrada apds a inseminacgdo artificial com amostras

A . . 7 . s .
de sémen infectadas experimentalmente com 10’ taquizoitos de N. caninum, o que
gerou danos na mucosa uterina, com presenca de inflamagdo e reducdo de embrides

viaveis (Serrano et al., 2006).

Especula-se que leite pode ser uma outra fonte de infec¢do. Estudou-se a
transmissdo de N. caninum em um grupo de bezerros alimentados com leite infectado
experimentalmente com 10’ taquizoitos do parasito, enquanto outro grupo recebeu leite
de vacas soropositivas. Animais dos dois grupos ndo apresentaram sintomatologia
clinica ou lesdo histologica. Os animais alimentados com leite infectado com
taquizoitos apresentaram anticorpos, mas foram PCR negativos (Davison et al., 2001).
Posteriormente, DNA de N. caninum foi detectado em amostras de colostro de vacas
sorologicamente positivas, o que sugere uma possivel infeccdo através do colostro

(Moskwa et al., 2007).

A transmissdo de N. caninum entre animais domésticos e silvestres foi
demonstrada experimentalmente (Figura 2). Caes foram alimentados com tecidos de
cervideos infectados naturalmente e eliminaram oocistos nas fezes (Gondim et al.,
2004c). Em outro estudo, coiotes excretaram oocistos do parasito apds a ingestdo de

tecidos de bezerros infectados (Gondim et al., 2004a).

A transmissao horizontal em bovinos estd associada a abortamentos epidémicos
que ocorrem em um periodo de tempo relativamente curto, por uma fonte comum de
infec¢do. Os abortamentos endémicos ocorrem em taxas anuais em torno de 5%, por
longos periodos, sendo mais relacionados com a transmissao vertical (McAllister et al.,

1996; Anderson et al., 2000).



25

.‘ f Cistos teciduais
=
.

)

e TRANSMISSAO
o CRUZADA

Oocistos

|

Cao

\ ‘( ) ‘ Oocistos oAb
)j g! (hospedeiro definitivo) :
Cervideo %
(hospedeiro CICLO _ <

»
intermediario) , 2 &
DOMESTICO e
Oocistos Sistos, o R
teciduais Oocistod; N iy
ocistos ingeridos por
cicLo um hospedeiro intermediario
SILVESTRE -
’. ﬂ ............ . ﬁ =
L h[ Al
Qocistos P -~
/ o o Bezerro
M T Infecgdo nao infectado
Coiote TRANSMISSAO transplacentaria
(hospedeiro CRUZADA i
definitivo)

&5 Ay
Cistos teciduais &g \‘ . ¢ "‘{ ’r‘;,\
i J

Figura 2 - Ciclo de vida do parasito Neospora caninum. Estdo representados o ciclo
entre animais domésticos (ciclo doméstico), o ciclo entre animais silvestres (ciclo
silvestre), e os ciclos cruzados, envolvendo animais domésticos e silvestres. (cortesia:
Gondim, L.F.P.)

2.5. Epidemiologia

2.5.1. Infec¢ao por N. caninum em mamiferos domésticos

N. caninum € um coccidio cosmopolita, relatado em diferentes espécies animais
domésticas, especialmente bovinos. Os cdes t€ém uma importante participacdo na
epidemiologia de N. caninum, pois sao hospedeiros definitivos do parasito e eliminam
as formas resistentes do parasito no ambiente, infectando consequentemente uma

variedade enorme de hospedeiros (Bartels et al., 1999; Corbellini et al., 2006b).
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Os rebanhos bovinos tém sido amplamente investigados no mundo, sendo a
presenca de anticorpos anti-N. caninum observadas entre 1 a 85% dos animais
(Hemphill & Gottstein, 2000; Dubey, 2003). As condicdes climéticas e de sanidade nos
rebanhos possivelmente colaboram para uma freqiiéncia varidvel de anticorpos para o

parasito em regides geograficas diferentes (Dubey, 2003).

A pesquisa de anticorpos para N. caninum em bufalos foi relatada inicialmente
no Vietna e Egito (Huong et al., 1998; Dubey et al., 1998). Posteriormente, na Itdlia
81% dos rebanhos com histérico de abortamentos apresentaram anticorpos anti-N.
caninum, cuja soroprevaléncia foi de 34,6%, ocorrendo uma maior positividade em
bufalos adultos em comparagdo aos jovens (Guarino et al., 2000). No Brasil, a presenca
de anticorpos anti-N. caninum em bufalos foi de 35,9% na Bahia, 63,9% em Sao Paulo e

70,9% no Pard (Fujii et al., 2001; Gennari et al., 2005; Gondim et al., 2007).

A exposicao ao N. caninum tem sido observada em outros animais de produgao.
Em suinos, dois trabalhos descreveram freqii€éncias de anticorpos anti-N. caninum de
3,3% e 8,8% em animais naturalmente infectados (Helmick et al., 2002; Damriyasa et
al.,, 2004). Caprinos apresentaram uma baixa soropositividade (Naguleswaran et al.,
2004; Figliuolo et al., 2004; Faria et al., 2007), sendo que a maior freqii€éncia encontrada
foi de 15% na Bahia-Brasil (Uzéda et al., 2007a). A deteccdo de anticorpos anti-N.
caninum em ovinos foi menor em relagdo aos outros animais de produc¢do, sendo de
0,45% na Inglaterra, de 10,3% na Suica e de 9,5% no Brasil (Helmick et al., 2002;
Hissig et al., 2003; Romanelli et al., 2007).

Eqiiinos podem ser infectados por N. caninum e N. hughesi, ndo sendo possivel a
diferenciacdo dos dois sorologicamente (Marsh et al., 1998; Pitel et al., 2003; Gondim
et al., 2008, no prelo), contudo as duas espécies foram confirmadas como geneticamente
distintas (Ellis et al., 1999). Anticorpos anti-Neospora spp foram detectados em eqiiinos
nos EUA (McDole & Gay, 2002), Franca (Pitel et al., 2003), Itdlia (Ciaramella et al.,
2004), Brasil (Locatelli-Dittrich et al., 2006; Villalobos et al., 2006), Suica (Jakubek et
al., 2006) e Israel (Kligler et al., 2007).
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2.5.2. Infec¢io por N. caninum em mamiferos silvestres

Um amplo espectro de hospedeiros silvestres de N. caninum tem sido
identificado desde a sua classificacdo. A primeira descricio do parasito na fauna
silvestre foi em um cervideo (Odocoileus hemionus columbianus) na Califérnia (Woods
et al., 1994). Posteriormente, estudos epidemioldgicos relataram uma alta deteccio de
anticorpos para N. caninum em cervideos Odocoileus virginianus, QOzotoceros
bezoarticus e em animais do gé€nero Mazama (Dubey et al., 1999; Tiemann et al.,
2005a; 2005b), indicando a possivel importancia dos cervideos como reservatérios do

parasito.

Outras espécies de cervideos foram sororreagentes ao coccidio como Alces alces
e Rangifer tarandus nos EUA, Cervus albirostris, Cervus elaphus canadensis, Cervus
nippon pseudaxis, Elaphurus davidianus na Tcheca e Eslovaquia, e Cervus elaphus e
Capreolus capreolus na Espanha (Dubey & Thulliez, 2005; Sedlak & Bartova, 2006;
Almeria et al., 2007).

Evidéncia soroldgica de infeccdo por N. caninum foi observada em outros
herbivoros silvestres, incluindo bovideos, camelideos e equideos (Hilali et al., 1998;
Ferroglio et al., 2003; Chavez-Veldsquez et al., 2004; Dubey & Thulliez, 2005; Sedlak
& Bartova, 2006; Sadrebazzaz et al., 2006; Almeria et al., 2007; Rajkhowa, et al., 2008;
Liu et al., 2008). Em duas espécies de camelideos, Vicugna pacos e Llama glama, na
América do Sul, além de realizados estudos de prevaléncia de anticorpos anti-N.
caninum, indicando exposi¢ao dos animais ao parasito, foram observados abortamentos

associados a N. caninum (Serrano-Martinez et al., 2007a).

Estudos de prevaléncia de infec¢do por N. caninum em canideos silvestres tém
sido realizados em diferentes paises (tabela 1). A raposa (Vulpes vulpes) foi confirmada
como hospedeiro intermedidrio de N.caninum, pois foi detectado DNA do parasito em

tecidos nessa espécie animal. O coiote é o unico canideo silvestre identificado como
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hospedeiro definitivo do parasito, embora suspeita-se que outros canideos possam servir

como hospedeiros definitivos (Almeria et al., 2002, Gondim et al., 2004a).

Outras espécies de carnivoros, nas quais foram identificados anticorpos anti-N.

caninum incluem felinos como Acinonyx jubatus, Herpailurus yaguarondi, Lynx lynx,

Panthera leo goojratensis, mustelidios (Martes pennanti), hiena (Crocuta crocuta),

raccoon (Procyon lotor) (Lindsay et al., 2001; Ferroglio et al., 2003; Sedldk & Bartova,

2006). Marsupiais, suinos selvagens e mamiferos marinhos também apresentaram

anticorpos para N. caninum, sugerindo que esses animais podem se infectar com o

parasito e participar no ciclo de vida de N. caninum (Yai et al., 2003; Dubey et al.,

2003b; Almeria et al., 2007).

Tabela 1: Freqiiéncia de anticorpos anti-N. caninum em canideos silvestres em diferentes paises.

Espécie de canideo N° Freqiiéncia Técnica Referéncia
amostras (%)

Canis latrans 52 10 IFT? Lindsay et al., 1996

113 11 IFI Gondim et al., 2004¢

201 2.5 ELISA® Wapenaar et al., 2007

201 1.5 IFI Wapenaar et al., 2007

183 14.8 TA®  Wapenaar et al., 2007
Canis familiaris dingo 169 8.9 IFI Barber et al., 1997
Canis aureus 114 1,7 IFI Steinman et al., 2006
Canis lupus 122 3,3 TA Dubey & thulliez, 2005

164 39 IFI Gondim et al., 2004¢

9 11 IFI Steinman et al., 2006

Canis lupus lupus 10 20 IFI Sedlak & Bartova, 2006
Chrysocyon brachyurus 6 16,7 IFI Sedldak & Bartova, 2006
Vulpes vulpes 54 2 IFI Barber et al., 1997

123 17 IFI Buxton et al., 1997

54 1,8 IFI Steinman et al., 2006

53 69,8 TA Marco et al., 2008

271 2.6 ELISA Wapenaar et al., 2007

271 1.1 IFI Wapenaar et al., 2007

270 34.8 TA Wapenaar et al., 2007
Vulpes zerda 2 100 131 Sedlak & Bartova, 2006
Lycalopex gymnocercus 12 41,7 IFI Cafién-Franco et al., 2004
Cerdocyon thous 15 26,7 IFI Cafoén-Franco et al., 2004

“IFT — imunofluorescéncia indireta
b . . ~ o
ELISA — ensaio de imunoadsor¢@o enzimadtica

‘TA — Teste de aglutinagdo
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2.5.3. Infec¢ao por N. caninum em aves

Sao escassas as informagdes do papel das aves no ciclo de vida de N. caninum,
contudo estudos epidemioldgicos apontaram aves domésticas como fatores de riscos na
transmissdo do protozodrio (Bartels et al., 1999; Otranto et al., 2003). Ao contrério de
N. caninum, as aves foram extensivamente investigadas no ciclo de vida de 7. gondii,

sendo hospedeiros intermedidrios naturais do parasito (Dubey et al., 1993).

O primeiro trabalho acerca de N. caninum em aves foi realizado por Baker et al.
(1995) com o objetivo de identificar o hospedeiro definitivo de N. caninum. No
experimento foram utilizadas nove aves carnivoras — dois falcdes (Buteo jamaicensis),
dois urubus (Cathartes aura), duas corujas (Tyto alba) e trés corvos (Corvus
brachyrhynchus) — que ingeriram camundongo ou rato infectado com cistos teciduais de

N. caninum, porém nio ocorreu soroconversao ou excre¢ao de oocistos.

Anticorpos anti-N. caninum foram detectados em “blackbirds™ apds inoculagcao
experimental dos animais com taquizoitos do parasito. O experimento teve como
objetivo a producdo de anticorpos em aves para serem testados na padroniza¢do de um

teste sorolégico (Packham et al., 1998).

Para investigar a possibilidade de aves serem hospedeiros intermedidrios de N.
caninum, aves da espécie Columbia livia (Columbiforme) e Poephila guttata
(Passeriforme) foram inoculadas com taquizoitos de N. caninum e ao final de seis
semanas, foram sacrificadas para andlise das amostras teciduais. A presenca de
anticorpos anti-N. caninum, a amplificacdo de DNA e o isolamento do parasito em
cultura celular foi observada na espécie da ordem Columbiforme, enquanto que os trés
exemplares P. guttata demonstraram resisténcia a infec¢do por N. caninum (McGuire et

al., 1999).

Em outro estudo, infec¢des experimentais foram realizadas em pintos e
poedeiras por meio de inoculagdes de taquizoitos por via intraperitoneal, € em ovos

embrionados mediante inocula¢do de taquizoitos pela cavidade alantoidiana. Frangos e
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galinhas ndo apresentaram alteracdes clinicas, entretanto a presenca de anticorpos anti-
N. caninum foi observada apés 15 dias de inocula¢do, mas ausentes apos 60 dias de
inoculagcdo. N@o houve a transmissdo vertical, pois os ovos provenientes de poedeiras
foram negativos para o parasito na PCR e no bioensaio com camundongos. Uma alta
mortalidade foi verificada nos ovos embrionados, entretanto ovos embrionados
infectados ingeridos por caes foram capazes de induzir excrecdo de oocistos, sendo
assim, galinhas foram consideradas potenciais hospedeiros intermedidrios de N.

caninum (Furuta et al., 2007).

A importancia das aves na epidemiologia da neosporose foi relatada em estudos
de fatores de risco, que demonstraram associacoes significativas entre o nimero de caes,
a presenga de aves e o aumento de soropositividade nos rebanhos bovinos (Otranto et
al., 2003), assim como abortamentos bovinos associados a presenca de aves (Bartels et

al., 1999).

Em contraste ao escasso numero de trabalhos sobre N. caninum em aves, ha
muitos trabalhos acerca de infec¢des por T. gondii em diversas espécies de aves (Dubey,
2002). Nao é comum a sintomatologia clinica da infeccdo por 7. gondii em aves,
contudo animais em condi¢Oes de estresse podem apresentar algumas alteragdes, como
depressao, inapeténcia e perda de peso (Work et al., 2000), como também distirbios

respiratorios e miocardite (Szabo et al., 2004).

As galinhas sdo eficientes hospedeiros intermedidrios de 7. gondii.
Experimentalmente, galinhas ndo apresentaram alteragdes clinicas apds a ingestdo de
10.000 e 100.000 oocistos de T. gondii. Cistos teciduais foram observados duas
semanas apos a ingestdo dos oocistos e encontravam-se em varios tecidos, incluindo
miusculos, o que pode ser um dado importante na disseminacdo da zoonose (Dubey et

al., 1993).

Estudos de viruléncia de cepas de T. gondii t€ém sido realizados mundialmente
em isolamentos do parasito a partir dos tecidos de galinhas, j4 que as mesmas possuem

o habito de se alimentar diretamente no solo, sendo boas indicadoras de contaminagao
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ambiental por oocistos de T. gondii. Nestes estudos, galinhas oriundas de criacdes
extensivas demonstraram soropositividades entre 16,9% e 65,5% (Dubey et al., 2003c,

2003d).

Em uma regido endémica de toxoplasmose no Brasil foi investigada a freqiiéncia
de T. gondii em galinhas, e 65,15% dos animais foram sororreagentes, sugerindo que
oocistos podem representar uma fonte de infec¢do importante para humanos e galinhas

naquela regido (Silva et al., 2003).

2.6. Controle

Diversos fatores de riscos sdo incriminados no aumento da soropositividade e
abortamentos em rebanhos bovinos. Medidas de controle devem ser incorporadas, para
evitar a disseminacao e permanéncia da infec¢ao nos rebanhos. O primeiro passo como
medida de controle em um rebanho bovino seria analisar a exposi¢ao dos animais a N.
caninum e posteriormente identificar qual a via de transmissdo mais comum dentro do

rebanho, se horizontal ou transplacentéria (Dubey et al., 2007).

A transmissao horizontal ocorre nos bovinos pela ingestdo de dgua e alimentos
contaminados com oocistos eliminados nas fezes dos cies (McAllister, 1999). Como
prevengdo a transmissdo horizontal do parasito, os cdes devem ter acesso restrito aos
pastos e galpdao de armazenamento de alimento. Deve-se também evitar que caes
consumam placenta e membranas fetais de bovinos, ja que a excrecdo de oocistos por
caes foi observada apos a ingestdo de placenta infectada naturalmente por N. caninum

(Dijkstra et al., 2001a; 2001b; 2002).

A ITP pode ocorrer entre os bovinos endemicamente. Uma forma de prevenir a
transmissdo vertical seria a reposicao do rebanho por animais soronegativos, contudo
ndo eliminaria a possibilidade da transmissdo horizontal (Anderson et al., 1997). Outra

forma de diminuir a ITP seria através da transferéncia de embrides, j4 que embrides
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provenientes de animais soropositivos, quando implantados em animais soronegativos,

ndo h4 infecgdo fetal (Baillargeon et al., 2001).

A formulacdo de uma vacina eficaz é dificil devido a interacdo entre a resposta
imune materna, desenvolvimento da resposta imune fetal e do parasito. A vacina ideal
deveria intervir favoravelmente ao hospedeiro sem comprometer a gestacao (Innes et

al., 2002; 2005).

Estudos demonstraram variagdo na resposta a imunizacdo com antigeno de N.
caninum em bovinos. Nos EUA, a transmissdo vertical em vacas nao foi evitada pela
inoculagdo de taquizoitos mortos entre o 35° e 63° dias de gestacdo, ocorrendo morte e
reabsorc¢do fetal (Andrianarivo et al., 2000). Em outro experimento, a prote¢ao contra a
morte fetal foi observada em vacas gestantes que receberam taquizoitos vivos, mas nao

em vacas imunizadas com antigeno solivel (Williams et al., 2007).

A HAVLOGEN (Neoguard) ¢ uma vacina comercialmente utilizada para
vacina¢do em bovinos, aprovada pelo Departamento de Agricultura dos EUA, porém
nao ha testes assegurando a sua eficicia. Em um estudo na Costa Rica, vacas
imunizadas com HAVLOGEN apresentaram 11,2% de abortamentos, enquanto que
vacas imunizadas com placebo apresentaram 20,8%, resultado considerado pelos

autores como razoavel (Romero et al., 2004).

2.7. Diagnéstico

Diferentes técnicas diagndsticas tém sido utilizadas para a identificacdo de

animais infectados por N. caninum (Bjorkman & Uggla, 1999), para o diagndstico de

neosporose (Dubey & Schares, 2006), ou para a identificacao de oocistos do parasito no

ambiente (McAllister et al., 1998a).

2.7.1. Provas sorolégicas
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As técnicas soroldgicas se prestam para a identificacdo de animais expostos ao
agente infeccioso, sendo empregadas comumente em estudos epidemiolégicos e como

auxilio diagnéstico (Dubey & Schares, 2006).

O primeiro teste soroldgico realizado para a detec¢do de anticorpos anti-NV.
caninum foi a imunofluorescéncia indireta (IFI) (Dubey et al., 1988b). A IFI € uma
técnica com elevadas sensibilidade e especificidade, considerada o padrdo ouro no
diagndstico sorolégico para N. caninum. No entanto, € necessario o uso de anticorpo
secundério espécie-especifico e a leitura das reacdes positivas deve ser feita por um
técnico experiente em microscopio com emissdo de raio ultra-violeta, o que torna a

técnica laboriosa (Bjorkman & Uggla, 1999).

O ensaio de imunoadsor¢cdo enzimdtica (ELISA) é comumente utilizado para
deteccao de anticorpos anti-N. caninum, com a vantagem de ser mais conveniente para a
andlise de amostras mais numerosas, pois a leitura das reacdes é geralmente feita de
forma automatizada. Neste teste € empregado antigeno processado de diferentes formas,
como taquizoitos inteiros, antigeno soluvel, antigeno recombinante, sendo geralmente
necessario o uso de anticorpo secundério espécie-especifico (Bjorkman & Uggla, 1999;
Nishikawa et al., 2002). Entre os diferentes testes de ELISA, um foi desenvolvido para
distin¢do entre as infec¢des agudas e cronicas, o ELISA de avidez (Bjorkman et al.,
1999). Neste teste € avaliada a avidez com que anticorpos anti-N. caninum se ligam ao
antigeno, sendo um baixo indice de avidez indicativo de infecc¢do recente, € um alto

indice de avidez relacionado a infec¢ao cronica.

A aglutinagdo direta € um teste que apresenta como vantagens principais a
leitura das reagdes por observacao direta das placas, sem o auxilio de equipamentos, € a
aplicacdo para qualquer espécie animal sem a necessidade do emprego de conjugados
espécie-especificos, com sensibilidade e especificidade comparaveis a IFI (Packham et

al., 1998; Romand et al., 1998).
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O western blotting € um teste que possibilita diferentes aplicacdes, contudo é
utilizado com freqii€ncia para a caracterizacdo de antigenos de N. caninum e para a
identificac¢do de anticorpos especificos (Howe & Sibley, 1999; Garcia et al., 2006; Silva
et al., 2006). Muitas proteinas especificas de N. caninum, identificadas por meio dessa
técnica, sdo utilizadas em outros testes diagndsticos como ELISAs e em estudos de

imunizac¢do (Aguado-Martinez et al., 2005).

Nas provas soroldgicas, reagdes cruzadas podem ocorrer entre tdxons préximos
filogeneticamente, como observado entre N. caninum e N. hughesi, assim como N.
caninum ¢ T. gondii (Nishikawa et al., 2002; Packham et al., 2002; Pitel et al., 2003;
Gondim et al., 2008, no prelo).

2.7.2. Exames histopatolégico e imunoistoquimica

O exame histopatolégico consiste na investigacao de lesdes em cortes de tecidos
corados com hematoxilina e eosina (H&E). As alteracdes histologicas podem ser
encontradas em vdrios tecidos, mas localizam-se principalmente no cérebro e se
caracterizam por focos de encefalite ndo supurativa, comumente associados a necrose

(Wouda et al., 1997).

A observacdo de lesdes ndo supurativas em sec¢des histologicas e de estagios
parasitdrios associados as lesdes, ndo sdo suficientes para o diagndstico de neosporose,
j4 que outros agentes infecciosos podem causar lesdes similares e se assemelham
morfologicamente com N. caninum (Dubey & Schares, 2006). O exame
imunoistoquimico pode ser utilizado para a confirmacdo do agente, ja que este teste é
realizado em cortes histologicos onde lesdes foram observadas no exame
histopatoldgico, empregando-se anticorpos monoclonais ou policlonais especificos para

o parasito (Wouda et al., 1997; Peters et al., 2001a).
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2.7.3. Provas moleculares

O emprego de técnicas moleculares tem contribuido significativamente em
estudos filogenéticos e em aplicacdes diagndsticas relacionadas a N. caninum. A PCR
por exemplo, além de possuir elevadas sensibilidade e especificidade, em algumas
situagdes € o unico recurso disponivel para a diferenciacdo de determinados organismos

(Mindell & Honeycutt, 1990; Ellis et al., 1999; Slapeta et al., 2002b).

Diferentes protocolos de PCR permitem detectar o DNA do parasito, como
também quantificd-lo em diversos tecidos animais (Ortega-Mora et al., 2003; Dubey &

Schares, 2006; Serrano-Martinez et al., 2007b; Ferre et al., 2008).

O gene Nc¢5 de N. caninum tem sido utilizado com freqiiéncia em diversos
estudos. Em uma PCR com os primers Np21 e Np6 foi possivel detectar um taquizoito
do parasito em 2mg da amostra. Esses primers nao amplificaram amostras de 7. gondii,

Sarcocystis spp € H. hammondi (Yamage et al., 1996).

As semelhancas entre N. caninum, Neospora hughesi e H. heydorni,
impossibilitam a diferenciacdo entre estidgios desses parasitas por caracteristicas
morfoldgicas, sendo feito apenas por PCR e sequenciamento do fragmento de DNA

alvo (Yamage et al., 1996; Marsh et al., 1998; Slapeta et al., 2002a; 2002b).

A clonagem molecular € uma ferramenta da tecnologia do DNA recombinante
que consiste no isolamento e amplificacdo da informagdo genética em centenas de
cOpias idénticas, aumentando consideravelmente a quantidade de amplicons

(Nascimento et al., 2003).

2.7.4. Isolamento do parasito
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N. caninum tem sido isolado a partir de inoculacao direta de tecido infectado em
cultura celular ou por meio de bioensaio em roedores e cdes (Dubey et al., 2007). O
parasito tem sido isolado de caes, bovinos, bubalinos, ovinos e cervideos naturalmente
infectados (Corand et al., 1993; Dubey et al., 1988b; Gondim et al., 2001; Locatelli-
Dittrich et al., 2004; Rodrigues et al., 2004; Vianna et al., 2005; Pena et al., 2007).
Apenas sete cepas do parasito foram obtidas de fezes de caes naturalmente infectados

que excretaram oocistos do protozodrio (Basso et al., 2001; Schares et al., 2005).

Diferentes linhagens celulares podem ser utilizadas no isolamento de N.
caninum, além de bioensaio em animais (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey et al., 2007).
Camundongos imunodeficientes e gerbil (Meriones unguiculatus) t€m sido empregados

nos bioensaios (Dubey & Lindsay, 2000; Dubey et al., 2007).

Devido as semelhancas fenotipicas entre membros da sub-familia
Toxoplasmatinae, andlises moleculares devem ser realizadas nas amostras isoladas para

a confirmacao da espécie do protozodrio (Schares et al., 2001).
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4. CONSIDERACOES GERAIS

Desde a sua classificacdo, N. caninum tem sido considerado um dos principais
causadores de abortamento e alteragGes neonatais em bovinos, além de acometer outras
espécies animais. A infec¢do transplacentdria € comum nos animais, contudo a transmissao

horizontal € necessdria para a manutencao da infeccao.

Embora poucos autores tenham investigado o papel das aves na epidemiologia de N.
caninum, aves domésticas foram associadas ao aumento de soropositividade e abortamento
em bovinos. As aves sdo hospedeiros intermediarios de 7. gondii, podendo se infectar por
meio da ingestdo de oocistos no solo, o que provavelmente ocorre com oocistos de N.

caninum.

Até a conclusdo do presente trabalho, apenas estudos de infeccdo experimental
haviam sido realizados em aves. Para investigacdo das aves no ciclo de vida de N. caninum,
amostras soroldgicas de galinhas semi-confinadas e confinadas do Estado da Bahia foram
examinadas por testes imunolégicos e moleculares. Amostras teciduais de galinhas semi-
confinadas foram PCR-positivas, sendo que duas amostras seqiienciadas apresentaram 97-
98% de identidade com N. caninum. Estes resultados indicam que galinhas sdo hospedeiros

intermediarios naturais de N. caninum.

Mesmo com a comprovagdo da galinha como hospedeiro intermedidrio de N.
caninum, mais estudos devem ser realizados para avaliar a eficiéncia com que tecidos de

galinhas naturalmente infectadas transmitem o parasito para outras espécies animais.
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