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RESUMO

GUEDES, Marlon Henrique Paiva. Frequéncia de anticorpos anti-Neospora
caninum em vacas e fetos provenientes de municipios do Sul de Minas
Gerais. 2006. 67 p. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Veterinarias)*
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A neosporose bovina constitui, atualmente, uma das principais causas de
abortos em rebanhos de leite e corte. O objetivo deste estudo foi determinar a
soroprevaléncia de N. caninum em vacas leiteiras na microrregido do Alto Rio
Grande, Sul de Minas Gerais, bem como, estudar os fatores de risco de
transmissao relacionados ao tipo de manejo adotado nas propriedades estudadas
e determinar a soroprevaléncia e a freqii€ncia de transmissdo congénita de N.
caninum em vacas abatidas em frigorifico de Campo Belo, MG. Foram
utilizadas 559 amostras de soros coletadas em 18 propriedades produtoras de
leite tipo B ou C, distribuidas por sete municipios da regido do Alto Rio Grande,
Sul de MG. As propriedades selecionadas foram divididas em dois grupos, de
acordo com a produgdo de leite: A) oito fazendas com menos de 1.000 litros/dia
e B) dez fazendas com mais de 1.000 litros/dia. Amostras de soros de fémeas
bovinas e de fetos foram coletadas no frigorifico do municipio de Campo Belo,
MG. Foram coletadas 503 amostras de soros fetais e 575 de soros de fémeas
bovinas de racas de leite, corte e mesticas provenientes da regido Sul de Minas
Gerais. As amostras de soros foram submetidas a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFT), utilizando como antigeno taquizoitos de N. caninum, e como
ponto de corte o titulo de 1:25 para os soros fetais e 1:200 para as fémeas. No
grupo A, a soroprevaléncia foi de 94,6% e 88,2% no grupo B. A prevaléncia
global média foi de 91,2% (510/559). Na analise para fatores de risco associados
com soroprevaléncia de N. caninum, somente tamanho da propriedade (<100 ha)
apresentou associagdo significativa no Teste Exato de Fisher (p<0,05). A
soroprevaléncia foi de 97,2% para fémeas abatidas em frigorifico e a
transmissao congénita foi de 12,7%. A idade média global dos fetos foi de 188
dias. A freqliéncia de titulos de anticorpos anti-N. caninum para os soros fetais
foi de: 1:25 (20%), 1:50 (3%), 1:100 (6%), 1:200 (8%), 1:400 (8%) e 1:800
(55%). Em 100 amostras de vacas abatidas em frigorifico a freqiiéncia de titulos
foi de: 1:200 (4%), 1:400 (62%), 1:800 (15%), 1:1600 (15%) e 1:3200 (4%).
Estes resultados indicam que a infec¢do por Neospora caninum ocorre de forma
endémica em rebanhos leiteiros da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de
MG. Nesta regido a infec¢do congénita por N. caninum constitui uma importante
forma de transmissdo em rebanhos bovinos.



ABSTRACT

GUEDES, Marlon Henrique Paiva. Frequency of antibodies anti-Neospora
caninum in cows and fetuses proceeding from cities of the South of Minas
Gerais State. 2006. 67 p. Dissertation (Master Program in Veterinary
Sciences)* Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Neosporosis, currently, is a major cause of abortion in dairy and beef
cattle worldwide. The objective of this study was to determine the
seroprevalence in dairy cows infected with N. caninum, in the region of the Alto
Rio Grande, South of Minas Gerais State, Brazil, as well as, to study the risk
factors of transmission related to the type of handling adopted in the studied
properties and to determine the seroprevalence and the frequency of congenital
transmission of N. caninum in slaughter house’s cows of the South of Minas
Gerais State. Had been used 559 samples of serum collected in 18 producing
milk properties type B or C, distributed for seven cities of the region of the Alto
Rio Grande. The selected properties had been divided in two groups, in
accordance with the milk production: A) eight farms with less than 1.000
liters/day and B) ten farms with more than 1.000 liters/day. Samples of serum of
bovine females and fetuses had been collected in the slaughter house of the city
of Campo Belo, MG. Had been collected 503 samples of fetuses serum and 575
of serum of bovine females of dairy, beef and mixed races proceeding from the
South region of Minas Gerais State. The samples of serum had been submitted to
the indirect fluorescent antibody tests (IFAT), using as antigen taquizoites of N.
caninum, and as cut-off values the serum dilution of 1:25 for the fetuses serum
and 1:200 for the cows. In the group A, the seroprevalence was of 94,6%. The
seroprevalence in group B was of 88,2%. The global prevalence was of 91,2%
(510/559). In the analysis for risk factors associates with seroprevalence of N.
caninum, only size of the property (<100 ha) presented significant association in
the Fisher’s exact test (p<0,05). The seroprevalence was of 97,2% for slaughter
house’s cows and the congenital transmission was of 12,7%. The average age of
the fetuses was of 188 days. The frequency of titres of antibodies anti-N.
caninum for the fetuses serum was of: 1:25 (20%), 1:50 (3%), 1:100 (6%), 1:200
(8%), 1:400 (8%) and 1:800 (55%). In 100 samples of slaughter house’s cows
frequency of titres was of: 1:200 (4%), 1:400 (62%), 1:800 (15%), 1:1600 (15%)
and 1:3200 (4%). These results indicate that the infection for Neospora caninum
occurs of endemic form in dairy cattle of region of the Alto Rio Grande, South
of Minas Gerais State. In this region the uterine infection is important form of
transmission in the bovines.



1 INTRODUCAO

A pecuaria bovina, de corte e de leite, representa um dos principais
setores do agronegbcio brasileiro. Localizado na regido intertropical e com
grande extensdo territorial, o Brasil apresenta condi¢des favoraveis a pecudria
extensiva, o que o torna altamente competitivo em relacdo a mercados
exteriores. Assim sendo, ¢ importante que os fatores limitantes & produgdo na
bovinocultura sejam controlados para atingir o maximo de rentabilidade. Dentre
esses fatores destacam-se as doencgas da reproducdo de origem infecciosa,
causadas por diversos microrganismos como virus, bactérias e protozoarios.

A neosporose bovina ¢ uma doenca parasitaria causada pelo protozoario
do Filo Apicomplexa Neospora caninum, parasito coccidio, formador de cistos,
que foi descrito e caracterizado pela primeira vez em cdes nos EUA (Dubey et
al., 1988). Atualmente, essa enfermidade é considerada uma das principais
causas de aborto em bovinos de todo o mundo, podendo também raramente
causar distirbios neurologicos em neonatos (Dubey & Lindsay, 1996; Anderson
et al., 2000; Wouda, 2000; Dubey, 2003), sendo responsavel por expressivos
prejuizos econdmicos a rebanhos de corte e, especialmente, a pecudria leiteira.

Efeitos negativos da neosporose bovina ocorrem principalmente pelo
aborto, mas pode provocar também morte embriondria e reabsor¢ao, redugdo na
producdo de leite, nascimento de bezerros com anormalidades congénitas e
menor taxa de crescimento dos animais jovens (Barling et al., 2000). Provoca
prejuizo econdmico direto devido ao aborto e danos indiretos incluindo
honoréario profissional, gastos com estabelecimento de diagndstico, reposi¢ao de
vacas que abortaram e diminui¢do da produgdo de leite (Thurmond & Hietala,
1997).

Em rebanhos de corte, N. caninum tem sido associado com redugao

significativa no ganho de peso de bezerros apds a desmama e na produgdo de



carcagas leves (Barling et al., 2000). Na California, EUA, estima-se que de todos
os abortos que ocorrem em bovinos, anualmente, de 20% a 43% estdo
relacionados diretamente a esse protozoario (Anderson et al., 1991, 1995), com
um prejuizo anual estimado em 35 milhdes de dolares. Na Australia, estima-se
que, por ano, a neosporose cause um prejuizo de 85 milhdes de dodlares a
industria de leite e de 25 milhdes de dolares a industria de corte (Dubey, 1999).

N. caninum ¢ a principal causa de aborto em bovinos leiteiros nos EUA,
Nova Zelandia ¢ Holanda (Dubey, 1999). A presenca de rebanhos bovinos
infectados com N. caninum tem sido relatada em paises da América do Norte,
Europa, Asia, Africa e Oceania (Dubey, 1999). Na América do Sul, a criagio de
bovinos constitui uma das principais atividades econdmicas. Rebanhos positivos
para N. caninum foram notificados na Argentina, Paraguai, Peru, Chile, Uruguai
e Venezuela (Moore, 2005).

N. caninum estd amplamente distribuido no territério brasileiro e a
transmissdo transplacentaria (vertical) é considerada a principal via de infecgdo
para bovinos (Kyaw et al., 2005), podendo acontecer com uma eficiéncia de até
95% (Davison et al., 1999 b). A transmissao horizontal é menos freqiiente, sendo
a maioria das infecg¢des por Neospora em bovinos por meio da transmissao
vertical (Mcallister et al., 1998).

Para investigagdo inicial da presenca de N. caninum em um rebanho
bovino ¢é necessario a realizacdo de exames soroldgicos a fim de verificar o grau
de infeccdo dos animais. A ocorréncia de abortos em gado de leite ou corte é um
fato relativamente comum, no entanto, a etiologia de grande parte destes
abortamentos ndo ¢ definida. Além disso, a estrutura laboratorial completa para
pesquisa de diferentes causas de abortos, ndo esta disponivel na maioria dos
laboratorios de diagnosticos. Isto pode subestimar a real importancia da

neosporose bovina.



A pecudria leiteira constitui um dos principais setores do agronegécio
brasileiro, com uma produgdo de leite em 2000 na ordem de 19.767.206 litros, e
um plantel de 17.885.019 vacas ordenhadas. Minas Gerais, no ano de 2000, foi
responsavel por aproximadamente 30% da producdo nacional de leite (seis
bilhdes de litros), participando com 25% do rebanho nacional de vacas
ordenhadas, ou seja, aproximadamente nove milhdes de cabecas (IBGE, 2004).

A regido Sul de Minas Gerais se destaca como uma das principais bacias
leiteiras do pais, abastecendo grandes centros como Sao Paulo, além de fornecer
matéria prima para as industrias de laticinios localizadas no estado de Minas
Gerais.

Devido ao impacto econdémico da neosporose bovina e associado a falta
de estudos sobre esta enfermidade no Sul de Minas, é que se considera
fundamental determinar a freqiiéncia da transmissdo congénita e prevaléncia
média de bovinos infectados com N. caninum.

Embora uma grande quantidade de informacdo sobre a neosporose
bovina ja esteja disponivel, ainda existem dividas a serem esclarecidas na
epidemiologia do N. caninum. Os resultados obtidos neste estudo irdo contribuir
para concretizar futuras medidas de controle, que permitam reduzir o impacto
dessa doenga sobre a produgao e produtividade dos bovinos da regido.

Com este estudo buscou-se determinar a soroprevaléncia de N. caninum
em vacas leiteiras, na microrregiao do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais,
bem como, estudar os fatores de risco associados a infec¢ao e relacionados ao
tipo de manejo adotado nas propriedades estudadas e determinar a
soroprevaléncia ¢ a freqiiéncia de transmissdo congénita de N. caninum em

vacas abatidas em frigorifico do Sul de Minas Gerais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste estudo foi determinar a soroprevaléncia,
fatores de risco e transmissdo congénita de Neospora caninum em bovinos

provenientes de municipios do Sul de Minas Gerais.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente com este estudo pretendeu-se:

e Determinar a soroprevaléncia de anticorpos especificos anti-N. caninum
em fémeas bovinas leiteiras acima de 24 meses de idade;

e Determinar os fatores zootécnicos e sanitarios associados com a
soroprevaléncia de N. caninum em rebanhos leiteiros;

e Determinar a soroprevaléncia de anticorpos especificos anti-N. caninum
em vacas abatidas em frigorifico de Campo Belo, oriundas do Sul de
Minas Gerais;

e Determinar a soroprevaléncia de anticorpos especificos anti-N. caninum

em fetos coletados em frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas Gerais.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Neospora caninum

Neospora caninum ¢ um protozoario intracelular obrigatdrio,
morfologicamente semelhante ao Toxoplasma gondii e ¢ atualmente considerado
como a principal causa de aborto em bovinos em varios paises (Collantes
Fernandez et al., 2006; Hall et al., 2005; Dubey & Lindsay, 1996). A infecgao
congénita por meio da transmissdo vertical € o principal modo de transmissao
nos bovinos (Davison et al., 1999 ab). Estudos t€ém indicado, contudo, que a
transmissdo vertical sozinha ndo pode sustentar uma infec¢do dentro do rebanho,
sendo necessario para isso uma transmissao horizontal ou pds-natal que acontece
pela ingestdo de oocistos a partir do hospedeiro definitivo (Hall et al., 2005;
Mcallister et al., 1996).

Este protozoario pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasioda,
ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae, género Neospora e espécie
Neospora caninum (Dubey & Lindsay, 1996).

O N. caninum tem como hospedeiros definitivos o cdo e o coiote
(Gondim et al., 2004; Lindsay et al., 1999; Mcallister et al., 1998) que eliminam
oocistos ndo-esporulados nas fezes, apos a ingestdo de tecidos ou 6rgaos dos
hospedeiros intermediarios como membranas placentdrias de vacas
contaminadas com cistos teciduais. Os oocistos podem esporular fora do
hospedeiro em 24 h (Dijkstra et al., 2002a; Lindsay et al., 1999).

A forma esporulada, infectante, possui dois esporocistos, cada um com
quatro esporozoitos. Os oocistos de N. caninum medem 10-11 um de didmetro e
sdo morfologicamente semelhantes aos de Hammondia heydorni encontrados em

fezes de cdes e de H. hammmondi em material fecal de gatos (Dubey, 1999).



O ciclo biologico apresenta trés estadios infecciosos: bradizoitos,
taquizoitos e esporozoitos. Os primeiros representam o estadio de proliferagdo
lenta, no qual os parasitos formam cistos teciduais, principalmente no sistema
nervoso central. Sob certas circunstancias, como prenhez e imunodeficiéncia, os
bradizoitos podem converter-se em taquizoitos, que proliferam assexuadamente,
promovendo infecgdo fetal ou causando lesdes nestes animais imunossuprimidos
(Dubey & Lindsay, 1996).

Os taquizoitos e bradizoitos sdo os estadios intracelulares encontrados
nos hospedeiros intermediarios (Dubey, 2003). A ingestdo oral de cisto que
contém bradizoitos por hospedeiros definitivos promove a diferenciagdo sexual
do parasito nos tecidos intestinais, com formag¢do de oocistos imaturos que sao
excretados nas fezes. ApoOs esporulagdo, os oocistos sdo oralmente infectantes
para ambos, carnivoros e herbivoros, sendo de grande importancia na
epidemiologia da neosporose devido a contaminagdo ambiental (Dubey, 2003).

Os taquizoitos tém estrutura ovoide, em forma de lua crescente ou
globular ¢ medem entre 3 um a 7 um de comprimento por 1 pm a 5 um de
diametro, dependendo do estadio de divisdo (Dubey et al., 2006; Dubey &
Lindsay, 1996), podendo estar presente em varias células, dentre estas os
macrofagos, células nervosas, fibroblastos, célula endotelial vascular, midcitos,
células epiteliais tubulares renais e hepatocitos. Os taquizoitos penetram na
célula hospedeira ativamente e podem se tornar intracelulares apds cinco
minutos de contato, localizando-se no interior de vactiolos parasitéforos no
citoplasma celular (Dubey & Lindsay, 1996; Hemphill et al., 1996).

Os cistos teciduais tém em geral formato oval a arredondado, medem
acima de 107 um de comprimento e sdo quase que exclusivamente observados
em tecidos nervosos como cérebro, medula espinhal, nervos e retina (Dubey et
al., 1990). A parede do cisto tecidual ¢ lisa e mede de 1 um a 4 pm de espessura.

Os bradizoitos, presentes no interior dos cistos teciduais, medem de 6 pm a 8



um de comprimento por 1 um a 1,8 um de didmetro e seu nucleo possui
localizacdo terminal a subterminal (Dubey et al., 2006; Dubey & Lindsay, 1996;
Jardine, 1996).

N. caninum ¢ transmitido verticalmente nos bovinos, durante algumas
geragdes, sendo esta a principal rota de infec¢do no rebanho (Moore, 2005;
Moore et al.,, 2003). No entanto, a transmissdo horizontal que ocorre por
ingestdo de oocistos eliminados nas fezes do cdo, parece ser necessaria para
sustentar e introduzir novas infec¢des no rebanho (Schares et al., 1998). Além
do mais, estudos epidemioldgicos e observagdes a campo t€m mostrado
evidéncia cada vez maior da ocorréncia de infeccdo horizontal nos bovinos
(Dubey & Schares, 2006; Sager et al., 2005; Dijkstra et al., 2001a; Thurmond et
al., 1997).

Segundo Gondim et al. (2005), cdes podem eliminar oocistos de N.
caninum mais de uma vez. Embora, até o0 momento, ndo se conhega a freqiiéncia
de eliminag¢do de oocistos pelos canideos e a resisténcia no meio ambiente, é
prudente proteger alimentos e agua da contaminag@o por fezes caninas. Nao se
deve permitir que cdes ingiram carcaga de fetos abortados, membranas fetais ou
bezerros mortos (Dubey, 1999).

Recentemente, os termos transmissdo transplacentaria exodgena e
transmissdo transplacentdria endoégena foram propostos para descrever mais
precisamente a origem e rota da infec¢@o dos fetos. Transmissdo transplacentaria
exdgena ¢ definida como a infecgao fetal que ocorre com o resultado da infecgdo
primaria, pela ingestdo de oocistos, da vaca durante a gestacdo. Ja a transmissao
transplacentdria enddgena ¢ definida como a infec¢do do feto de uma vaca
persistentemente infectada (adquirida antes da prenhez e provavelmente
congénita) depois de recrudescéncia ou reativacdo da infecgdo durante a

gestagdo (Dubey et al., 2006; Trees & Williams, 2005).



A transmissdo transplacentaria endégena pode causar aborto, mas na
maioria das vezes ocorre o nascimento de um bezerro saudavel, congenitamente
infectado. Transmissdo vertical ¢ considerada a via de infec¢do mais importante
na neosporose bovina, contribuindo significativamente para a persisténcia do N.
caninum em um rebanho pela propagacio da infec¢do por sucessivas geragdes e
prenhez consecutivas (Dubey et al., 2006; Trees & Williams, 2005).

Em estudo realizado por Moskwa et al. (2006) foi detectado DNA de N.
caninum no colostro de vacas soropositivas. Esse achado sugere a possibilidade
de transmissdo lactogénica (via colostro) de N. caninum, apesar de ndo ser

considerada uma rota de infec¢do natural importante (Davison et al., 2001).

3.2 Neosporose bovina

Neosporose bovina é atualmente a principal causa de falhas reprodutivas
nos bovinos em vérios paises (Melo et al., 2004; Moore et al., 2002). Vacas
infectadas com o parasito tém de trés a sete vezes mais chances de abortar
comparado com aquelas ndo infectadas, sendo que o maior risco de abortamento
ocorre em novilhas de primeira cria (Innes et al., 2005; Garcia Vasquez et al.,
2005).

Aborto devido ao N. caninum ¢ o unico sinal clinico observado em vacas
adultas e pode ocorrer em qualquer estdgio da gestagdo, mas freqiientemente
ocorre entre o 5% e 6° més de prenhez. O feto pode morrer no utero, ser
reabsorvido, mumificado, autolizado, morrer apds o nascimento, desenvolver a
doenca apés o nascimento ou entdo nascer clinicamente normal, porém
cronicamente infectado (Collantes Fernandez et al.,, 2006; Hall et al., 2005;
Dubey, 2003).

O estagio da gestagdo na qual ocorre a infecgdo pelo N. caninum ¢é

importante no resultado da doenga. Infec¢des adquiridas no inicio da prenhez,



antes do feto bovino desenvolver o sistema imune, comumente causa morte fetal
e reabsor¢do. Infeccdo no meio da gestacdo pode resultar em aborto ou no
nascimento de um bezerro persistentemente infectado. Contudo, no periodo final
da gestagdo, quando o feto é imunocompetente ocorre o parto normal, porém o
bezerro pode ser congenitamente infectado (Collantes Fernandez et al., 20006).

Problemas de aborto associados a neosporose em rebanhos bovinos
podem ser caracterizados como epidémicos ou endé€micos. Geralmente abortos
epidémicos ocorrem pela infec¢do horizontal primaria por meio da ingestdo de
oocistos presentes em alimentos ou adgua, enquanto abortos endémicos ocorrem
em animais persistentemente infectados (transmissdo vertical) pela
recrudescéncia da infec¢do durante a gestagdo (Dubey & Schares, 2006).

A partir do primeiro isolamento de N. caninum, testes sorologicos como
a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinacdo de
Neospora (TAN) e varios ELISAs, foram desenvolvidos para o diagndstico em
cdes, bovinos e outros animais potencialmente hospedeiros (Atkinson et al.,
2000). A RIFI foi o primeiro teste utilizado para demonstracdo de anticorpos
anti-N. caninum, sendo considerado de referéncia (“gold standard”) quando
outros ensaios sdo comparados (Dubey & Schares, 2006; Bjorkman & Uggla,
1999).

Na RIFI, como antigenos, sdo utilizados taquizoitos integros e o teste
detecta anticorpos direcionados para antigenos presentes sobre a superficie do
parasita. Nas espécies do filo Apicomplexa os antigenos de membrana sio
considerados mais especificos que os componentes intracelulares (Bjorkman et
al., 1994). O valor do ponto de corte (“cut-off”’) para RIFI, normalmente, difere
de um laboratoério para o outro, mas freqiientemente os titulos situam-se na faixa
de 1:160-1:640, para ensaios com soros bovinos, e 1:50 em estudos com soros

de cdes (Bjorkman et al., 1994).



As técnicas histoldgicas sdo muito utilizadas no diagnostico do aborto
por N. caninum e devem ser realizadas no exame de fetos abortados. Este deve
ser remetido ao laboratdrio, juntamente com a placenta e, se possivel, com o
soro sangiiineo da mae. Os orgdos de eleicdo para o diagnostico histopatoldgico
sdo cérebro, coracao e figado (Silva, 2004; Peters et al., 2001).

A identificagdo do parasito utilizando técnicas de histopatologia ¢ dificil,
pois as lesdes macroscopicas sdo pouco freqiientes (Anderson et al., 2000;
Dubey & Lindsay, 1996) e o numero de protozoarios também é escasso,
tornando complicado a sua visualizagdo em cortes histologicos corados pela
hematoxilina -eosina. As lesdes mais significativas sdo caracterizadas por
encefalite ndo supurativa, miorcadite e hepatite com necrose multifocal nao
supurativa (Dubey & Schares, 2006; Moore, 2005; Corbellini et al., 2002).

As técnicas de imunoistoquimica permitem localizar e identificar os
parasitos nos cortes de tecido, utilizando soro policlonal ou anticorpo
monoclonal anti-Neospora (Lindsay & Dubey, 1989). Atualmente, os tecidos
fetais que apresentam lesdes compativeis com Neospora nos exames
histopatologicos convencionais, sdo analisados por meio da imunoistoquimica,
baseada no uso do complexo avidina-biotina-peroxidase, com a finalidade de
confirmar a presenga de restos de antigeno, taquizoitos ou cistos com bradizoitos
(Dubey & Schares, 2006; Corbellini et al., 2002; Morales et al., 2001).

As técnicas de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) também té€m sido
utilizadas para o diagndstico da infec¢@o por N. caninum, detectando DNA do
parasito em tecidos corporais de fetos abortados (Dubey & Schares, 2006).

Em geral, fetos infectados no utero por N. caninum produzem anticorpos
especificos contra o parasito. Sorologia pode ser usada para examinar um feto
abortado, utilizando sangue fetal contendo anticorpos anti-N. caninum,
constituindo um método de diagndstico interessante, pois € a técnica mais rapida

entre todas usadas para exame do feto bovino (Jenkins et al., 2002).



Contudo, ha relatos indicando uma baixa sensibilidade quando a
sorologia fetal ¢ realizada utilizando RIFI ou ELISA (Sondgen et al., 2001; Barr
et al., 1995). A baixa sensibilidade da sorologia fetal pode ser devida a falta de
imunocompeténcia fetal, especialmente, em fetos bovinos menores de seis meses
de idade, curto intervalo entre infeccdo e morte fetal; e também a autolise pode
causar degradacdo de imunoglobulinas fetais, levando a baixos niveis de
anticorpos especificos. Entdo a sorologia negativa ndo exclui a possibilidade de
infecgdo por N. caninum em um feto bovino abortado (Dubey & Schares, 2006;
Jenkins et al., 2002).

3.2.1 Epidemiologia

3.2.1.1 Soroprevaléncia

Segundo Dubey & Schares (2006) a soroprevaléncia de N. caninum no
gado leiteiro pode ser muito alta, chegando até a 100% em certos rebanhos.

Estudos sobre soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum tém sido
realizados em todos os continentes e em varios estados brasileiros; entretanto, é
dificil a comparagdo dos resultados devido as diferentes técnicas de diagnostico
utilizadas e a falta de padronizagdo do ponto de corte (cut off). Dessa forma, os
resultados de prevaléncia/ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum no mundo e
no Brasil tém apresentado valores bastante variados (Tabelas 1 e 2).

Em rebanhos com suspeita de infec¢do por N. caninum, ou seja, com
historico de abortos esporadicos, endémicos ou epidémicos, amostras de sangue
de todos os animais devem ser coletadas para determinar o “status” de

anticorpos (Dijkstra et al., 2003).



TABELA 1 - Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos de

diferentes paises, detectados pela reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e

ELISA, e respectivos autores.

Pais Amostras  Ocorréncia  Técnica Autor(es)
examinadas (%)
Chile 371 22,4 RIFI Patitucci et al. (1999)
Peru 29 62,1 RIFI Rivera et al. (2000)
EUA 2585 23 ELISA Sanderson et al. (2000)
Argentina 750 43,1 RIFI Moore et al. (2002)
Paraguai 297 36 ELISA Osawa et al. (2002)
Costa Rica 3002 39,7 ELISA Romero et al. (2002)
Espanha 2773 15,1 ELISA Lopez G. et al. (2004)
México 813 42 ELISA Garcia V. et al. (2005)
Canada 5080 12 ELISA Hobson et al. (2005)
Italia 864 30,8 ELISA Rinaldi et al. (2005)
Australia 266 10,2 ELISA Hall et al. (2005)
Uruguai 4444 13,9 ELISA Banales et al. (2006)
Venezuela 459 11,3 ELISA Lista A. et al. (2006)
Alemanha 4261 3,1 ELISA Bartels et al. (2006)
Holanda 6910 9,9 ELISA Bartels et al. (2006)
Suécia 4252 1,3 ELISA Bartels et al. (2006)
Japao 2420 5,7 RIFI Koiwai et al. (2006)
Iran 337 46 ELISA Razmi et al. (2006)




TABELA 2 - Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos de
diferentes estados brasileiros, detectados pela reacdo de imunofluorescéncia

indireta (RIFI) e respectivos autores.

Estado Amostras Ocorréncia Autor(es)
examinadas (%)
Bahia 447 14 Gondim et al. (1999a)
Sao Paulo 28 67,8 Belo et al. (1999)
Sao Paulo 521 16,3 Sartor et al. (1999)
Parana 385 11,7 Ogawa et al. (1999)
Sao Paulo 777 15,5 Hasegawa (2000)
Minas Gerais 88 6,8 Costa et al. (2001)
Rio Grande do Sul 223 11,2 Corbellini et al. (2002)
Pernambuco 469 34,7 Silva et al. (2002)
Bahia 391 10,3 Jesus et al. (2002)
Minas Gerais 162 29 Ragozo et al. (2003)
Mato Grosso do Sul 110 28,2 Ragozo et al. (2003)
Parana 90 22,2 Ragozo et al. (2003)
Rio de Janeiro 150 14,7 Ragozo et al. (2003)
Rio Grande do Sul 140 20 Ragozo et al. (2003)
Sao Paulo 150 23,6 Ragozo et al. (2003)
Parana 623 14,3 Guimaraes Jr. et al. (2004)
Rio Grande do Sul 1549 17,8 Corbellini et al. (2006a)
Parana 385 12 Ogawa et al. (2005)
Sao Paulo 913 26,9 Sartor et al. (2005)
Rond6nia 2109 10,4 Aguiar et al. (2006)
Goias 930 30,4 Mello et al. (2006)

Rio de Janeiro 563 23,2 Munhoz et al. (2006)




Estudo comparando um tnico teste do rebanho com trés ensaios
seqiienciais, utilizando ELISA, observou que um tinico exame de todo o rebanho
como “screening” para a pesquisa de anticorpos anti-N. caninum, associado com
a analise de distribui¢do da idade e dados sobre o nimero de partos, constitui-se
em um método rapido e valido para interpretar o “status” soroldgico individual
dos animais e para o estudo soroepidemioldgico do modo de transmissdo de N.

caninum (Dijkstra et al., 2003).

3.2.1.2 Fatores de risco

Diversos fatores de risco para infec¢do de N. caninum em bovinos tém
sido pesquisados. Diferentes estudos, com gado de corte ou leite, tém procurado
identificar esses fatores de risco ou predisponentes envolvidos na maior ou
menor prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum nos rebanhos. Dentre esses se
destacam, principalmente, as variaveis relacionadas ao manejo, idade, presenca
de caes, entre outros.

O fator racial em bovinos ndo parece estar associado com abortos em
rebanhos infectados com N. caninum, embora, na Espanha, a soroprevaléncia
tenha sido alta em gado de leite se comparada ao de corte (Quintanilla-Gozalo et
al., 1999). No Norte do Parana, a soroprevaléncia em vacas holandesas (15,1%
de 558) foi bem maior em relacdo a fémeas mesticas (7,7% de 65), conforme
relatado por Guimaraes Jr. et al. (2004). Esse fato pode estar relacionado aos
diferentes sistemas de produgd@o para bovinos leiteiros e de corte, ndo mantendo
relagdo com as diferencas raciais (Hemphill & Gottstein, 2000). Estudos
realizados na Bahia e Minas Gerais constataram maior prevaléncia de anticorpos
anti-N. caninum nos bovinos leiteiros quando comparados aos de corte (Jesus et

al., 2002; Ragozo et al., 2003).



Em rebanhos de corte (Waldner et al., 1998) ¢ de leite (Paré et al.,
1997), estudos indicam que a soropositividade durante o periodo de gestacdo
constitui fator de risco para a ocorréncia de abortos. Entretanto, a soroconversao
durante a prenhez ndo foi associada com aborto e vacas soropositivas nem
sempre abortam (Waldner et al., 1998).

E consenso entre os pesquisadores que as vacas mantém a infecgdo por
N. caninum durante toda a vida. No entanto, ndo se conhece ainda os fatores que
determinam a transmissdo congénita ou ndo para o feto em fémeas soropositivas
durante o periodo de gestagdo (Stahl et al., 2006; Hemphill & Gottstein, 2000).
Estudos demonstraram que hd uma associagdo entre abortos ¢ animais
fortemente soropositivos, evidenciando que titulos altos de anticorpos anti-N.
caninum constituem um bom indicador de possiveis problemas clinicos (Osawa
et al., 2002).

Pesquisas indicam que vacas soropositivas sao mais propensas a abortar
em relacdo a aquelas soronegativas. Ha um aumento nos titulos de anticorpos
quatro a cinco meses antes do parto, sugerindo que ocorre reativagdo de uma
infecgdo latente. Pouco se conhece sobre esse mecanismo de reativagdo, embora,
especula-se que ocorra uma parasitemia durante a gestacdo, levando a infeccdo
fetal (Dubey, 2003).

Alta densidade animal tem sido associada com maior soropositividade
para N. caninum (Aguiar et al., 2006; Otranto et al., 2003; Anderson et al., 2000;
Sanderson et al., 2000). No Sul do Brasil, Guimaraes Jr. et al (2004) observaram
que a infecgdo por N. caninum no gado aumentou com a idade, isto também foi
observado na Costa Rica (Romero et al., 2002) e na Italia (Rinaldi et al., 2005).
A soroprevaléncia maior entre os animais acima de 24 meses pode ser devido ao
incremento no risco da infeccdo pela transmissdo horizontal. Este fato sugere a
presenga de oocistos esporulados de N. caninum no ambiente, o qual caracteriza

transmissao horizontal, como observado por Dijkstra et al. (2002a).



Sanderson et al. (2000) observaram que a compra de animais foi
associada com aumento da soroprevaléncia de N. caninum em rebanhos. A
aquisi¢do, principalmente de novilhas, para promover a melhoria genética dos
animais tem sido relacionada a entrada de novos agentes infecciosos nos
rebanhos (Paré et al., 1998).

A presenga e o nimero de cdes nas fazendas t€m sido considerados como
importante fator de risco para aborto e infec¢do por N. caninum em diferentes
paises (Corbellini et al., 2006a; Hobson et al., 2005; Rinaldi et al., 2005;
Guimardes Jr. et al., 2004; Otranto et al., 2003; Wouda et al., 1999; Bartels et al.,
1999; Mainar Jaime et al., 1999; Paré et al., 1998). Esta associacdo se deve ao
fato que caes liberam oocistos nas areas de pastagem, levando ao aumento de
animais infectados no rebanho (Schares et al., 2003).

Embora ainda ndo totalmente esclarecido sobre o exato papel do cao na
epidemiologia da neosporose bovina, estudos soroepidemiolégicos té€m
reforcado a associacdo entre presenca de caes soropositivos na fazenda com alta
prevaléncia da infeccdo em bovinos, indicando existir uma relagdo entre as
infecgdes por N. caninum para ambas espécies (Wouda et al., 1999). Assim, a
associagdo de canideos com bovinos, sob essa otica, tem sido considerada como
fator de risco para infecgdo e aborto por N. caninum (Guimardes Jr. et al., 2004;
Mcallister et al., 2000; Mainar-Jaime et al., 1999; Paré et al., 1998).

Ainda que seja evidente que os bovinos possam se infectar por ingestdo
de oocistos, ndo & possivel afirmar que todos os abortos causados por N.
caninum seja resultado de uma exposigio recente a oocistos eliminados por cées
de fazendas (Hemphill & Gottstein, 2000). Pesquisas indicam que cées criados
em propriedades rurais apresentam maior soroprevaléncia para N. caninum, se
comparados com os mantidos em areas urbanas (Wouda et al., 1999; Sawada et

al., 1998).



A influéncia do tipo de manejo sobre a taxa de bovinos soropositivos foi
identificada em um estudo realizado nos EUA, onde rebanhos de corte mantidos
a campo no periodo de verdo apresentaram uma baixa soroprevaléncia em
relagdo aqueles que ndo eram manejados sob esta condi¢do. Em bovinos criados
confinados em alta densidade no inverno observou-se uma alta prevaléncia de
bovinos soropositivos (Sanderson et al., 2000). Em rebanhos especializados para
producdo de leite, o estresse a que sdo submetidas as vacas em producdo no
sistema A/B parece ser maior que no sistema de leite tipo C, acarretando maiores
chances de recrudescimento da infec¢do devido ao rompimento de cistos do
parasito nos animais positivos.

Em estudo realizado no Norte do Parana, também com rebanhos
leiteiros, ndo se observou associacdo significativa entre a sorologia do N.
caninum e os fatores de risco relacionados as variaveis de manejo, produgdo de
leite, problemas reprodutivos, alimentagdo, presencas de caes, gatos e roedores

(Ogawa et al., 2005).

3.2.1.3 Transmissao congénita

A transmissao congénita ¢ de extrema relevancia na neosporose bovina,
de tal forma que em rebanhos infectados, 81% a 95% de vacas soropositivas
podem transmitir a infec¢do para suas crias (Wouda et al., 1999; Davison et al.,
1999b). Fémeas infectadas congenitamente podem transmitir verticalmente a
infec¢do para suas crias (Innes et al., 2005; Hobson et al., 2005). Ocorre um
decréscimo na proporcao de bezerros infectados congenitamente, em vacas com
maior nimero de partos, que pode ser explicado pelo aumento da imunidade
protetora contra a transmissdo transplacentaria, ou seja, a transmissdo vertical ¢
mais eficiente em fémeas mais jovens (Dijkstra et al., 2003). O desenvolvimento

de imunidade protetora contra novos abortos em vacas apds a primo-infecgao



com N. caninum tem sido indicada por outros pesquisadores (Mcallister et al.,
2000).

Na literatura taxas de infeccdo congénita detectadas apresentam valores
bem diversos como 41% (Pan et al., 2004), 44% (Bergeron et al., 2000), 64%
(Romero & Frankena, 2003), 73% (Dijkstra et al., 2003), 81% (Paré et al.,
1996), 85% (Bjorkman et al., 2003), 93% (Schares et al., 1998), e 95% (Davison
et al., 1999a).

Na Costa Rica, estudo realizado em 20 rebanhos leiteiros demonstrou
que bezerras nascidas de vacas com seis ou mais gestagdes apresentaram uma
significativa redug@o na probabilidade de nascerem soropositivas se comparadas
com filhas nascidas de vacas com uma ou duas parigoes (Romero et al., 2002).
Outro estudo na Alemanha analisando 500 filhas-maes em 21 rebanhos leiteiros
com historico de neosporose revelou uma taxa de infec¢@o congénita de 80% em
novilhas, e 71%, 67% e 66%, em vacas de segunda, terceira e quarta crias,
respectivamente (Dijkstra et al., 2003). Segundo esses autores a imunidade
adquirida atenua a possibilidade de recrudescéncia da infecgdo e
consequentemente a transmissao ao feto.

No Brasil, a transmissdo congénita de N. caninum foi identificada pela
primeira vez em um feto abortado de um rebanho leiteiro do estado da Bahia.
Nesse estudo o exame imunoistoquimico confirmou os resultados da
histopatologia e da sorologia fetal (Gondim et al., 1999b).

Diversos estudos sobre transmissao congénita foram realizados em fetos
bovinos ou bezerros (Moore, 2005; Kashiwazaki et al., 2004; Locatelli — Ditrichi
et al., 2003; Corbellini et al., 2002; Gondim et al., 1999ab; Campero et al.,
1998). Transmissdo transplacentaria de N. caninum foi demonstrada pela
presenca de anticorpos especificos no soro de fetos bovinos (Moore et al., 2002;
Venturini et al., 1999). Na Argentina, usando a RIFI, Venturini et al (1999)

encontraram 20,2% de 104 fetos bovinos coletados em frigorificos soropositivos



para N. caninum. Anticorpos especificos foram também detectados pela RIFI em
24,6% de 122 espécimes de fetos bovinos abortados espontaneamente (Moore et
al., 2002). Esses estudos sugerem que transmissao vertical ¢ um fato comum na
América do Sul (Moore, 2005).

Por meio de ELISA foi observada infec¢ao congénita em 118 bezerros
(95,2%) filhos de 124 vacas soropositivas onde foi utilizada sorologia pré-
colostral (Davison et al., 1999b). Em estudo realizado por Schares et al. (1998),
14 (93%) dos 15 bezerros descendentes de 10 vacas soropositivas apresentaram
anticorpos anti-N. caninum na RIFI. Em contrapartida, de quatro vacas prenhas
soropositivas, somente um bezerro nasceu congenitamente infectado,
apresentando titulo de 1:100 na sorologia pré-colostral (RIFI) (Kyaw et al.,
2005). Transmissdo congénita foi observada em cinco (62,5%) bezerros de oito
estudados, todos filhos de vacas soropositivas (RIFI) (Bastos et al., 2005).

De fato, s6 uma pequena porcentagem de bezerros infectados
congenitamente desenvolve neosporose clinica (Schares et al., 1998). Achados
patologicos em fetos bovinos foram descritos por Campero et al. (1998) que
observaram uma anormalidade ocular congénita em um feto com infec¢do por
Neospora. Locatelli-Ditrichi et al. (2003) relataram uma quase total auséncia de
hemisférios cerebrais em um bezerro cego no qual N. caninum foi isolado.
Desidratagdo asséptica foi observada em um feto bovino infectado com N.
caninum e abortado naturalmente (Moore et al., 2002).

Corbellini et al. (2002) realizaram estudo histopatoldgico em material de
46 fetos bovinos do Rio Grande do Sul, e observaram uma inflamagdo nio
supurativa, principalmente no cérebro e coracdo de 22 fetos. Desses fetos com
encefalite, 18 (81,8%) foram positivos para N. caninum pela imunoistoquimica.
No mesmo estudo, 223 amostras de sangue foram obtidas de vacas com e sem

histérico de abortamento. Os autores observaram que as vacas com historico de



abortamento apresentaram soroprevaléncia de 23,3%, valor trés vezes maior
(p<0,05) que o obtido para os animais sem histérico de aborto (8,3%).

Num estudo de 211 fetos bovinos abortados de rebanhos leiteiros no
México, 73 mostraram lesdes microscopicas consistentes com neosporose.
Exame imunoistoquimico do cérebro, miocardio e figado de 53 dos 73 fetos
comentados, antigenos de N. caninum foram demonstrados em 41 (77%)
(Morales et al., 2001).

Diagnostico confirmatério do aborto por N. caninum depende de
utilizacdo da técnica de imunoistoquimica em cortes histologicos de tecidos
fetais corados, usando anticorpos especificos contra o parasito (Jenkins et al.,
2002; Peters et al., 2001; Morales et al., 2001; Lindsay & Dubey, 1989). Em um
estudo realizado em 240 fetos abortados pertencentes a 130 fazendas, N.
caninum foi identificado por imunoistoquimica em 67,4% dos 43 espécimes com
lesdes histopatologicas compativeis com neosporose (Moore et al., 2002).

Dos 161 fetos bovinos abortados no Sul do Brasil, examinados pela
técnica de imunoistoquimica, 23% estavam infectados com N. caninum
(Corbellini et al., 2006b). Em estudo realizado por Medina et al. (2006), em 44
fetos bovinos abortados no México utilizando nested-PCR, 35 (80%) foram
positivos para N. caninum. Utilizando a mesma técnica, na Espanha, em 220
fetos bovinos abortados a presenca do parasito foi detectada em 72 (32,7%) das
amostras (Collantes Fernandez et al., 2006).

Problemas reprodutivos em bovinos t€m causas multifatoriais
infecciosas e ndo infecciosas, por isso, ¢ grande a dificuldade de se concluir o
diagnéstico do aborto. Na neosporose ¢ importante o acompanhamento
sorologico dos animais em reproducgdo, associado as ocorréncias de falhas
reprodutivas para se chegar ao possivel diagnostico (Dubey & Schares, 2006;

Moen et al., 1998).



Ainda ndo existe um método efetivo de controle da neosporose bovina.
Minimizar a contamina¢do de oocisto na agua e alimentos, retirar fetos
abortados, membranas fetais, placentas e bezerros mortos e impedir a entrada de
animais positivos no rebanho s3o algumas praticas de manejo que visam reduzir
a infec¢do de N. caninum no rebanho. A vacina comercial contra neosporose

bovina tem sua eficacia questionada por pesquisadores (Innes et al., 2002).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de soros bovinos dos rebanhos leiteiros da microrregido do
Alto Rio Grande

As amostras de soros deste estudo foram selecionadas de um banco de
soro bovino do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (DMV/UFLA).

Este banco continha amostras de soros coletadas em 18 propriedades
produtoras de leite tipo B ou C, distribuidas por sete municipios situados na
microrregido fisiografica denominada Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais
(Figura 1). Cada propriedade foi visitada uma unica vez no periodo de janeiro a
marco de 2004.

No total foram coletadas 1.489 amostras de soros de bovinos leiteiros
divididos em duas categorias: 1%) bezerros com dois meses de vida até novilhas
com 23 meses de idade (n= 710) e 2?) novilhas e vacas com 24 ou mais meses de
vida (n=779).

Inicialmente, foi adotado como critério primario para sele¢do das
propriedades que participariam deste estudo, aquelas com uma produgdo diaria
minima de 250 litros de leite, além de observar a distribuicdo proporcional nos
municipios envolvidos.

Posteriormente, as propriedades selecionadas foram divididas em dois
grupos: A) oito (8) fazendas com uma producdo de leite abaixo de 1000
litros/dia e B) dez (10) fazendas com uma produgdo de leite acima de 1000

litros/dia.
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FIGURA 1 - Mapa com os sete municipios da microrregido do Alto Rio Grande,

Sul de Minas Gerais.



Para calcular o nimero de amostras que representasse as populagdes de
vacas da microrregido do Alto Rio Grande, fémeas abatidas em frigorifico e
fetos, a fim de se inferir sobre a soroprevaléncia nestas populagdes, utilizou-se a

seguinte férmula (Centro Panamericano de Zoonozes, 1973):

n=p00—p)7
(d.p/100)
onde,

n = numero de individuos a estudar (n° de amostras)
p = prevaléncia esperada

d = erro esperado

z = grau de confianca a 95%

Considerando uma soroprevaléncia esperada (p) de 50%, resultante de
um teste piloto (RIFI) em 100 amostras de vacas e igual numero de fetos, um
erro esperado (d) de 10% e um grau de confianca a 95% (z) de 1,96; deveriam
ser coletadas no minimo 384 amostras de cada uma das trés populacdes
estudadas (vacas em propriedades, fémeas de frigorifico e fetos).

Para este estudo foram selecionadas 559 amostras de soros de fémeas
bovinas com 24 ou mais meses de idade, perfazendo 1,1% do total de bovinos
desta categoria existentes na regido analisada, que foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), no Laboratério de Protozoologia do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras
(DMV/UFLA), conforme metodologia descrita adiante.

Municipios, propriedades envolvidas e numero de amostras de soro

coletadas constam na Tabela 3.



TABELA 3 - Municipios e nimero de amostras (absoluto e relativo) de soros
coletadas em propriedades leiteiras da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de
Minas Gerais, 2004.

Municipio N® de propriedades ~ N° de amostras  Freqiiéncia (%)
Ingai 6 191 34,2
Nepomuceno 3 98 17,5
Lavras 3 82 14,7
Luminarias 2 67 12,0
Carrancas 2 57 10,2
Ljaci 1 32 5,7
Ribeirdo Vermelho 1 32 5,7
Total 18 559 100

4.1.1 Coleta das amostras de soros bovinos na microrregido do Alto Rio
Grande

Por meio de pung¢@o da veia jugular de cada bovino foi coletado 10 ml de
sangue, utilizando tubos a vacuo sem anticoagulante. As coletas foram
realizadas uma unica vez em cada animal. No laboratoério, o material era
centrifugado a 1400 g por 5 min. Os soros coletados, apds serem transferidos
para criotubos de 2 mL, foram identificados individualmente e armazenados sob
refrigeragdo a -20°C, até o momento da realizagdo da RIFI no Laboratorio de

Protozooses do DMV/UFLA.
4.1.2 Caracteristicas da area e animais da microrregido do Alto Rio Grande
A microrregido do Alto Rio Grande possui clima do tipo Cwa,

temperado de altitude, segundo a classificagio de KOPPEN, com duas estagdes

bem definidas durante o ano (Antunes, 1986).



A estagdo chuvosa, geralmente comega em outubro e se estende até
margo, com os meses de janeiro e julho apresentando as maiores e menores
médias de precipitacdo pluvial (290,5mm e 16,Imm, respectivamente) em
comparagdo com os demais, de acordo com a analise de dados no periodo de
1961 a 2003.

As temperaturas médias minima e maxima nesse periodo variaram entre
16,5°C e 22,6° C, respectivamente (Medeiros et al., 2005a e 2005b).

Segundo informagdo disponibilizada pelo Instituto Mineiro de
Agropecudria (2006), nos sete municipios deste estudo existem um total de
50.471 fémeas bovinas acima de 24 meses de idade, € o nimero de vacas esta
distribuido da seguinte maneira: Lavras - 13.445, Nepomuceno - 10.335,
Carrancas - 8.585, Luminarias - 6.719, Ingai - 6.511, Ijaci - 3.390 e Ribeirdo
Vermelho - 1.486.

A microrregido do Alto Rio Grande se caracteriza como importante polo
de produgdo leiteira no Sul de Minas Gerais, com um total de 45.000 vacas
ordenhadas e uma produgao média de 112.366.000 litros de leite por ano (IBGE,
2004).

4.1.3 Caracterizagdo do sistema de producdo das propriedades

Foi feita entrevista com os produtores selecionados para fazer parte deste
trabalho por meio de questiondrio contemplando os principais aspectos
zootécnicos e sanitarios das propriedades. De modo a caracterizar as
propriedades foram levantadas as seguintes caracteristicas, que serviram de
varidveis independentes para este estudo: intervalo entre partos; freqiiéncia de
abortos; tamanho do rebanho; tamanho da propriedade; total de vacas em
lactagdo; producdo leiteira média didria; padrio racial; presenca de outros

animais; tipo de leite (B ou C); sistema de cria¢@o (semi-intensivo ou intensivo);



tipo de nutrigdo; sistema de ordenha; forma de reposi¢cdo de animais no rebanho;

freqiiéncia de introdug@o de novos bovinos e ocorréncia de abortos.

4.2 Coleta das amostras de soros de vacas e fetos em frigorifico

Foram coletadas 575 amostras de soros de vacas oriundas de oito (8)
municipios da regido Sul de Minas Gerais, durante abates em um frigorifico com
Servi¢o de Inspegdo Federal, localizado no municipio de Campo Belo, MG, no
periodo janeiro a maio de 2006 (Tabela 4). Nesse periodo foram abatidas 7.832
vacas, sendo amostradas 7,3% desse total.

As amostras de sangue (5 ml) foram obtidas na linha de abate, durante a
sangria de vacas mesticas de holandés com zebu, provenientes de propriedades
Cujo manejo, em sua maioria, era de cria e recria para a producdo de leite e, em

menor propor¢do, de carne.

TABELA 4 - Municipios e ntimero (absoluto e relativo) de amostras de soros

coletadas de vacas abatidas em frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas Geratis,
2006.

Municipio N° de amostras coletadas Freqiiéncia (%)
Campo Belo 136 23,7
Trés Coragdes 103 17,9
Carvalhos 100 17,4
Cordislandia 98 17,0
Nepomuceno 41 7,1
Boa Esperanca 38 6,6
Ilicinia 30 52
Campos Gerais 29 5,0
Total 575 100,0

Foram coletadas 503 amostras de soros fetais de vacas prenhas abatidas

no mesmo frigorifico, durante o periodo de janeiro a maio de 2006. As amostras



foram coletadas de forma aleatéria na linha de abate, sem a preocupagdo de
registrar a identificagcdo e o municipio de origem das vacas prenhes.

Durante a evisceragdo ¢ apds a abertura da placenta era coletado o
sangue do corddo umbilical ¢ mensurado o comprimento da coluna vertebral
desses fetos, a partir da articulacdo atlanto-occipital até o final do sacro, para
determinacgdo de suas idades, conforme recomendado por Roberts (1984).

Apo6s centrifugagdo, conforme descrito anteriormente, as amostras de
soros de vacas e de fetos foram acondicionadas em criotubos de 2 mL
previamente identificados e mantidos a -20°C até serem submetidas a RIFI no

Laboratorio de Protozooses do DMV/UFLA.

4.3 Sorologia

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi utilizada para
pesquisa de anticorpos IgG circulantes, especificos para antigenos de N.
caninum. Optou-se por estd técnica devido a sua alta sensibilidade e
especificidade, além da facilidade de execugdo.

Como antigeno N. caninum foram utilizadas laminas adquiridas do

Laboratorio Imunodot (Jaboticabal, SP).

4.3.1 Descrigéo da reagéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A prova sorologica foi realizada conforme técnica descrita por Madruga
et al. (2001), utilizando laminas apropriadas para RIFI, contendo taquizoitos de
N. caninum.

Os soros foram descongelados em temperatura ambiente e, em seguida,
diluidos 1:200 (vacas) e 1:25 (fetos) em PBS pH 7,2. Os soros diluidos eram

incubados com antigeno a 37°C por 30 min. em cdmara umida. Apds a



incubagdo, as laminas foram lavadas em PBS por duas vezes e, mais duas vezes
em agua destilada, e secas & temperatura ambiente.

Apds a secagem das laminas, era aplicada uma imunoglobulina marcada,
o conjugado fluoresceina-anti-IgG bovino (conjugado Sigma Chemical), diluido
1:300 em PBS-Tween 20. As laminas foram incubadas a 37°C por 30 min.

Em seguida, as laminas eram submetidas ao mesmo processo de
lavagem, secas e cobertas com glicerina tamponada a 10% e examinadas por
meio do microscopio de luz ultravioleta. Em cada lamina foram colocados os
soros controles positivo e negativo.

Foi considerado positivo o soro que apresentou titulo na diluicdo 1:200
para vacas e 1:25 para os fetos (cut off) e com completa fluorescéncia da
superficie de taquizoitos de N. caninum. Utilizando fator dois de diluigéo, foi
realizado titulacdo de anticorpos em todas as amostras de soros fetais positivas
até 1:800 e em 100 amostras de vacas soropositivas abatidas em frigorifico de

Campo Belo/MG até a diluicao de 1:3200.

4.4 Analise estatistica

Para a analise do questionario e resultados da sorologia foi feito um
banco de dados no programa EPIDATA 3.1. As analises descritivas de todas as
variaveis do estudo foi realizada no programa SPSS 12.0 for Windows.

Em seguida buscou-se a associa¢do entre rebanhos com soroprevaléncia
<95% e >95% (devido a alta prevaléncia de animais infectados com N. caninum
na regido estudada) com as variaveis coletadas pelo questionario, por meio do
Teste Exato de Fisher e calculo da Odds Ratio (OR) e Risco relativo pelo
programa EPIINFO 6.04.

Para testar a diferenga de médias foi utilizado o Teste T Student

inclusive com o teste de igualdade de variancias.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacéo das fazendas da microrregido do Alto Rio Grande

As tabelas 5, 6 e 7 apresentam as caracteristicas das fazendas dos grupos
A (<1000 litros de leite/dia) e B (>1000 litros de leite/dia). Observa-se que os
valores de intervalo médio entre partos foram muito préoximos nas fazendas dos
grupos A e B e ndo apresentaram diferenca estatistica significativa no Teste T
(p>0,05).

As caracteristicas como area da fazenda, numero médio de vacas em
lactagdo e produgdo total média de leite por fazenda por dia, apresentaram
diferenca estatistica significativa (p<0,05), mostrando valores quatro vezes
maiores nas fazendas do grupo B em comparacdo com as propriedades do grupo
A.

A caracteristica “introducdo de novos animais no rebanho” também
apresenta valores semelhantes nos dois grupos.

Embora as propriedades do grupo B apresentem uma area (ha) maior que a
do grupo A, em relagdo a média de produgdo de litros de leite por vaca/dia, ndo
foi observado diferenga estatistica significativa no Teste T (p>0,05) entre os dois
grupos.

Na Tabela 7 observa-se que, independente de pertencer ao grupo A ou B,
as caracteristicas zootécnicas ¢ de manejo das propriedades apresentam uma
pequena variagdo. Merece destacar que as propriedades do grupo A (<1000 1
leite/dia), pelo fato de possuirem uma menor area, otimizam o uso da terra
criando bovinos com maior aptiddo leiteira, retratada aqui pela presenca de uma
maior propor¢do de animais puros se comparada com as fazendas do grupo B

(>1000 1 leite/dia).



Nas propriedades do grupo B, predomina a produgéo de leite tipo B com
100% dos animais sendo ordenhados mecanicamente. A maior freqiiéncia de
histérico de aborto nos rebanhos do grupo B (90%), deve-se, provavelmente, a
um maior controle zootécnico e/ou sanitario dos animais destas propriedades,
bem como, ao maior acesso aos métodos de diagndstico se comparado as

pequenas fazendas do grupo A.

TABELA 5 - Parametros descritivos das fazendas do grupo A (<1000 litros de
leite/dia) da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais, 2004.

Caracteristica Médiatdp Min-Max
Area da fazenda (ha) 108,8+85.5 21-300
Numero médio de vacas em lactacao 32,8+12,3 20-62
Producao total média leite fazenda/dia 557,84212,8 250-850
Produgdo média por vaca/dia 16,7+4,8 8-23
Intervalo médio entre partos (meses) 13,2+1,5 12-16

TABELA 6 - Parametros descritivos das fazendas do grupo B (>1000 litros de
leite/dia) da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais, 2004.

Caracteristica Médiatdp Min-Max
Area da fazenda (ha) 490,4+530,1 110-1500
Numero médio de vacas em lactacao 128,5+45,1 50-205
Producéo total média de leite fazenda/dia 1988,2+721,0 1250-3800
Produgdo média de leite por vaca/dia 17,6+4,9 9-26

Intervalo médio entre partos (meses) 14,014 12-17




TABELA 7 - Caracterizagdo das propriedades leiteiras dos grupos A (<1000
litros de leite/dia) e B (>1000 litros de leite/dia) da microrregido do Alto Rio
Grande, Sul de Minas Gerais, 2004.

Frequéncia (%)

Caracteristica Grupo A Grupo B
Tipo de leite produzido

Tipo B 62,5 90,0

Tipo C 37,5 10,0
Tipo de ordenha

Manual 12,5 0,0

Mecanica 87,5 100,0
Composic¢ao racial do rebanho

Puro 77,8 54,5

Mestigo 22,2 18,2

Ambos 0,0 27,3
Tipo de criacdo

Semi-intensivo 75,0 70,0

Intensivo 25,0 30,0
Tipo de alimentacdo dos animais
...Pasto + concentrado 77,8 54,5
...Conf. (conc. + volumoso no cocho) 22,2 45,5
Introducao de novos animais no rebanho

Nunca 33,3 45,5

Raramente 55,6 54,5

Com freqiiéncia 11,1 0,0
Modo de reposicdo dos animais de descarte

Com animais da prépria propriedade 88,9 90,9

Compra de novos animais 11,1 9,1
Historico de aborto no rebanho sim 75,0 90,0

ndo 25,0 10,0

Intervalo entre partos
Até 14 meses 75,0 80,0
Acima de 14 meses 25,0 20,0




5.2 Soroprevaléncia e fatores de risco para Neospora caninum em

propriedades leiteiras da microrregido do Alto Rio Grande

5.2.1 Soroprevaléncia

A soroprevaléncia nas propriedades dos grupos A e B consta nas Tabelas
8 e 9 respectivamente, e ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). A
soroprevaléncia média global determinada em bovinos da microrregido do Alto
Rio Grande foi de 91,2% (510/559), sendo que 100% (18) das propriedades
leiteiras que participaram deste estudo apresentaram animais Soropositivos.
Esses resultados indicam que os animais em algum periodo de suas vidas,

infectaram-se pelo N. caninum e produziram anticorpos especificos.

TABELA 8 - Soroprevaléncia para Neospora caninum em propriedades leiteiras
do grupo A (<1000 litros de leite/dia) da microrregido do Alto Rio Grande, Sul
de Minas Gerais, 2004.

Propriedades N® de animais Ne® de positivos ~ Freqiiéncia (%)
testados
1 32 32 100,0
2 34 33 97,0
3 32 31 96,9
4 32 31 96,9
5 31 30 96,8
6 32 30 93,7
7 35 31 88,6
8 34 30 88,2
Total 262 248 94,6

O Quadro 1 apresenta um sumario dos resultados de prevaléncia de

anticorpos anti-N. caninum em animais dos grupos A e B.



Na Tabela 10 se observa a relagdo dos municipios que participaram deste
estudo com os respectivos valores de soroprevaléncia para N. caninum. Dentre
os municipios, Lavras apresentou a maior (98,8%) e Nepomuceno a menor
(73,5%) porcentagem de bovinos soropositivos. Com exce¢do de Nepomuceno,
todos os municipios apresentaram valores de soroprevaléncia acima de 90%,
com pouca variagdo entre os resultados e uma alta taxa de animais infectados.
Deve-se ressaltar a dificuldade de se comparar as taxas de freqiiéncia de animais
soropositivos para N. caninum, entre os municipios, em fungdo do pequeno
numero de amostras de soros (max.= 191; min.= 32 e média= 80), além das

caracteristicas peculiares inerentes a cada cidade.

TABELA 9 - Soroprevaléncia para Neospora caninum em propriedades leiteiras
do grupo B (>1000 litros de leite/dia) da microrregido do Alto Rio Grande, Sul
de Minas Gerais, 2004.

Propriedades ~ N° de animais testados  N° de positivos  Freqiiéncia (%)

9 32 32 100,0
10 32 32 100,0
11 29 29 100,0
12 33 32 97,0
13 32 30 93,7
14 18 17 94,4
15 31 29 93,5
16 25 22 88,0
17 34 27 79,4
18 31 12 38,7

Total 297 262 88,2




QUADRO 1 - Sumario da soroprevaléncia de Neospora caninum em
propriedades leiteiras dos grupos A (<1000 litros de leite/dia) e B (>1000 litros
de leite/dia) da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais, 2004.

Grupo Animais Prevaléncia | Propriedades Prevaléncia nas
nos propriedades (%)
N® | Positivos animais N® | Positivas | Maxima | Minima
(%)
A 262 248 94,6 8 8 100 88,2
B 297 262 88,2 10 10 100 38,7

TABELA 10 - Municipio e freqiiéncia de vacas soropositivas para Neospora
caninum em rebanhos leiteiros da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de
Minas Gerais, 2004.

Municipios N® de animais testados N° de positivos  Freqiiéncia (%)
Lavras 82 81 98,8
Ribeirdao Vermelho 32 31 96,9
Carrancas 57 54 94,7
Ingai 191 180 94,2
Ljaci 32 30 93,7
Luminarias 67 62 92,5
Nepomuceno 98 72 73,5
Total 559 510 91,2

5.2.2 Fatores de risco

Os resultados dos testes de associacdo dos fatores levantados com a
soroprevaléncia de N. caninum nos rebanhos leiteiros da microrregido do Alto
Rio Grande constam na Tabela 11. Somente o fator de risco “tamanho da
propriedade (ha)” apresentou associacdo significativa (p<0,05) com a
soroprevaléncia de N. caninum. De tal forma que os animais das propriedades
com menos de 100 ha tiveram um risco relativo (RR) de 3,25 vezes a chance de
apresentar uma freqiiéncia maior que 95% de soropositividade quando

comparados com os animais das propriedades com mais de 100 ha.




TABELA 11 — Fatores associados a soroprevaléncia de Neospora caninum em
18 rebanhos leiteiros da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais,

2004.
N° de rebanhos com
soroprevaléncia Valor
Fatores Categorias <95% >95% OR  IC(95%) P!
Intervalo entre <410° 2 7 12,25 0,95-191,11 0,057
partos (dias) >411 7 2
Freqiiéncia de <? 2 5 438  041-61,7 0,335
aborto (%) >2 7 4
Total de animais <150? 4 6 2,50  0,27-25,5 0,637
>150 5 3
Tamanho da <100 0 5 3,25%* 1,4-73*%*  0,029*
propriedade (ha) >100° 9 4
Nutmero de <507 3 5 2,50  0,27-25,5 0,637
vacas em >50 6 4
lactagdo
Produgdo de <1000 3 5 2,50  0,27-25,5 0,637
leite (1) >1000? 6 4
Padrao racial Mestig:o2 2 2 0,83 0,05-15,7 1,000
Puro 5 6
Outros animais Nao’ 6 4 0,40 0,04-3,77 0,637
na propriedade Sim 3 5
Tipo de leite Leite B? 7 7 1,00  0,06-17,5 1,000
produzido Leite C 2 2
Tipo de criagio  Semintensiva’ 7 6 0,86  0,05-154 1,000
Intensiva 2 2
Freqiiéncia de Nunca 4 3 0,75 0,07-7,55 1,000
aquisicao de Raramente’ 5 5
novos animais
Ocorréncia de Nio’ 1 2 2,29 0,09-151 1,000
aborto Sim 8 7

'Teste Exato de Fisher; 2ca‘[egoria de referéncia; *diferenga significativa; **Valor do Risco

relativo - OR indefinida



5.3 Soroprevaléncia para Neospora caninum em vacas e fetos em frigorifico

A freqiiéncia média global de vacas soropositivas para N. caninum
abatidas em frigorifico foi de 97,2% (559/575). O municipio de Boa Esperanca
apresentou a menor freqiiéncia de vacas soropositivas abatidas em frigorifico,
sendo de 76,3% (29/38); os demais apresentaram porcentagens de animais
positivos acima de 90% (Tabela 12). Deve-se ressaltar a dificuldade de se
comparar as taxas de freqiiéncia de animais soropositivos para N. caninum, entre
0s municipios, visto o pequeno numero de amostras de soros coletas em vacas
abatidas em frigorifico (max.= 136; min.= 29 e média= 72), além das
caracteristicas peculiares inerentes a cada cidade.

Com o intuito de verificar qual a freqiiéncia de titulos de anticorpos anti-
N. caninum em vacas soropositivas abatidas em frigorifico, 18% das amostras
(100/559) foram tituladas a partir de 1:200 (em base dois) em dilui¢des
seqiienciais até 1:3200. Observou-se que a maioria (66%) apresentou titulos

<1:400 e s6 4% com titulo 1:3200 (Figura 2).

TABELA 12 — Municipios e freqiiéncia de vacas soropositivas para Neospora
caninum abatidas em frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas Gerais, 2006.

Municipios N® de animais testados N de positivos  Freqiiéncia (%)
Carvalhos 100 100 100,0
Campo Belo 136 136 100,0
Campos Gerais 29 29 100,0
Ilicinia 30 30 100,0
Trés Coragoes 103 103 100,0
Cordislandia 98 96 97,9
Nepomuceno 41 40 97,6
Boa Esperanca 38 29 76,3

Total 575 559 97,2
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FIGURA 2 — Freqiiéncia de titulos de anticorpos anti-Neospora caninum em 100
vacas soropositivas abatidas em frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas
Gerais, 2006.

A freqiiéncia de transmissdo congénita foi de 12,7%, ou seja, 64 dos 503
fetos testados apresentaram anticorpos anti-N. caninum na RIFI.
Os resultados demonstraram que 90,6% dos fetos positivos (58/64)

possuiam entre cinco a sete meses de idade (Tabela 13).

TABELA 13 - Idade e freqiiéncia de fetos soropositivos para Neospora caninum
coletados em frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas Gerais, 2006.

Idade (meses)  N°de fetos testados ~ N° de positivos Freqiiéncia (%)

2 2 0 0

3 9 2 22,2
4 28 4 14,3
5 152 14 9,2
6 172 29 16,9
7 136 15 11,0
8 4 0 0

Total 503 64 12,7




A idade média de todos os fetos foi de seis meses (188 dias) e ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre a média de idade dos fetos soropositivos e
dos soronegativos no Teste T. E no Teste de Qui-quadrado ndo houve associagio
significativa (p>0,05) entre idade fetal e soropositividade para N. caninum.

Objetivando verificar qual a freqiiéncia de titulos de anticorpos anti-N.
caninum, as 64 amostras de soros fetais positivas foram tituladas a partir de 1:25
(em base dois) em diluicdes seqiienciais até 1:800. Observa-se que a maioria
(55%) dos fetos apresentou titulo alto (1:800) e s6 20% com titulo 1:25 (Figura
3).
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FIGURA 3 - Freqiiéncia de titulos de anticorpos anti-Neospora caninum em 64
fetos soropositivos coletados em frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas

Gerais, 2006.



6 DISCUSSAO

6.1 Soroprevaléncia para Neospora caninum em propriedades leiteiras da
microrregido do Alto Rio Grande

Nas propriedades estudadas na microrregido do Alto Rio Grande, Sul de
Minas Gerais, ndo houve diferenga estatistica significativa entre a
soroprevaléncia para N. caninum em fémeas bovinas do grupo B (>1.000 litros
de leite/dia) e do grupo A (<1.000 litros de leite/dia). Ogawa et al. (2005) e Paré
et al. (1998) também ndo observaram diferenca significativa entre a sorologia do
N. caninum e produgdo de leite. Isso sugere que o protozoario N. caninum
encontra condi¢des favoraveis para sua disseminagao tanto em pequenas quanto
em grandes propriedades produtoras de leite.

A soroprevaléncia média global de 91,2% nos bovinos e de 100% nas
propriedades indica que a infec¢do por N. caninum ocorre de forma endémica
em rebanhos leiteiros da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais.
Este resultado estd bem acima dos valores observados em outras regides do
estado de Minas Gerais e do Brasil, conforme se observa na Tabela 2.

Especificamente, em relagdo a dois estudos realizados em rebanhos
bovinos do estado de Minas Gerais, os autores observaram ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum variando de 6,8% (Costa et al., 2001) a 29,0%
(Ragozo et al., 2003), valores estes bem abaixo do observado na microrregido do
Alto Rio Grande, cujas soroprevaléncias foram de 94,6% e 88,2%,
respectivamente, para propriedades dos grupos A (<1000 | de leite/dia) e B
(>1000 1 leite/dia).

Entretanto, a comparacdo de dados de prevaléncia para N. caninum entre
diversos estudos deve ser realizada com uma certa cautela, visto que a ampla

variagdo nos resultados pode ser explicada, em parte, devido as diferentes



técnica sorologicas adotadas, falta de padronizagdo nos valores de ponto de corte
(cut off), variagdo no niimero de amostras analisadas, forma de escolha dos
animais e do rebanho, tipo de aptiddo (corte, leite ou misto), além das
caracteristicas proprias de manejo, especificas de cada regio.

Na literatura se observa que a soroprevaléncia para N. caninum pode
variar amplamente dependendo da localizacdo e da regido geografica. Dubey &
Schares (2006) comentam em sua revisdo que a soroprevaléncia para N. caninum
no gado leiteiro pode ser muito alta, chegando até a 100% em certos rebanhos.

Amostras de soros provenientes de animais que sofreram abortamento
ou de rebanhos onde este distiirbio ¢ marcante, certamente podem superestimar a
taxa de anticorpos, se comparada a amostragem oriunda de levantamentos
epidemioldgicos cujos animais ou propriedades sdo selecionadas de forma
aleatoria (Sartor et al., 2005; Munhoz et al., 2006).

Nio houve diferenga significativa na prevaléncia para N. caninum entre
os rebanhos leiteiros dos grupos A ou B da microrregido do Alto Rio Grande,
Sul de Minas Gerais. Esse resultado pode ser explicado, em parte, pelas
condigdes similares de ambiente e de praticas de manejo comuns aos rebanhos
leiteiros dessa microrregido. Em ambos os grupos A ¢ B observa-se que a
freqiiéncia de reposicdo de animais de descarte com bovinos da propria
propriedade foram praticamente iguais, com valores de 89,0% e 91,0%,
respectivamente.

A reposicdo de animais de descarte com bovinos da propria fazenda é
uma pratica relativamente comum em rebanhos especializados para produgdo de
leite e fator facilitador para transmissdo do N. caninum, uma vez que a infecgdo
se transmite, principalmente, por via transplacentaria (Mcallister et al., 1998;
Kyaw et al., 2005). A eficiéncia da transmissdo vertical em vacas infectadas
pode chegar a 95,2% (Davison et al., 1999b), indicando que a infec¢do congénita

constitui a principal rota de manuten¢do do N. caninum dentro do rebanho, pela



sua propagagdo para sucessivas geracdes (Schares et al., 1998; Wouda et al.,
2000).

As elevadas taxas de soroprevaléncias em animais e rebanhos leiteiros
deste estudo, sugerem que a infecgdo por N. caninum estd amplamente
disseminada na microrregiao do Alto Rio Grande. O risco de aborto é duas a trés
vezes maior em vacas leiteiras soropositivas e com histérico de aborto, se
comparado com animais soronegativos (Par¢ et al., 1997; Thurmond & Hietala,
1997; Moen et al., 1998; Davison et al., 1999a).

Embora sem condi¢des de definir quais sdo os fatores responsaveis por
essas taxas tdo elevadas determinadas no presente estudo, provavelmente,
envolve uma série de varidveis como manejo de bovinos leiteiros, resposta
imunologica, patogenia do N. caninum, peculiaridades da microrregido do Alto
Rio Grande, entre outras. Todos esses dados reforcam ainda mais a
complexidade que envolve a epidemiologia da neosporose bovina, com varios
pontos ainda desconhecidos ou compreendidos parcialmente (Haddad et al.,
2005; Gay, 2006). Sendo assim, sdo necessarios novos estudos para determinar
qual o papel da infecgdo por N. caninum em casos de infertilidade e
abortamentos em bovinos, e o impacto econdmico da neosporose em rebanhos
leiteiros da microrregido do Alto Rio Grande. Esse conhecimento ¢ fundamental
para desenvolvimento de programas de controle do N. caninum em rebanhos

leiteiros do Sul de Minas Gerais.

6.2 Fatores de risco

Na analise dos fatores de risco associados com soroprevaléncia para N.
caninum observou-se que o “tamanho da propriedade (ha)” apresentou
associacdo significativa (p<0,05) com soropositividade para N. caninum, onde as

propriedades com menos de 100 ha possuem risco maior de apresentar animais



soropositivos para N. caninum se comparadas com aquelas com mais de 100 ha.
Este fato pode ser explicado, em parte, pela maior densidade de animais em
fazendas menores que 100 ha, contribuindo para transmissdo horizontal dentro
do rebanho; embora seja reconhecida como uma rota secundaria de infecgao
(Davison et al., 1999b). No entanto, ndo foi observado associagdo significativa
(p>0,05) para varidveis como “total de animais” e “nimero de vacas em
lactacdo”.

Resultado semelhante ao do presente estudo foi verificado por Corbellini
et al. (2006a), que em estudo com 1549 animais de 60 fazendas leiteiras do Rio
Grande do Sul, observaram que os bovinos de fazendas pequenas (menor area)
apresentaram maior probabilidade de serem soropositivos se comparados com
animais de propriedades maiores (p<0,05). Provavelmente, isso se deve ao fato
que em propriedades menores ¢ maior a chance dos bovinos se infectarem com a
ingestdo de oocistos eliminados quando cdes defecam nas pastagens. Também
porque canideos podem ter maior contato com o gado ou percorrer toda a area da
fazenda em propriedades menores, tendo maior acesso a carcagas de bovinos,
fetos abortados, placentas e descargas uterinas (Corbellini et al., 2006a).

Caes que se alimentam com placenta naturalmente infectada podem
eliminar oocistos de N. caninum (Dijkstra et al., 2001b), e a hipdtese que caes
criados em fazenda podem tornar-se infectados pela ingestdo de fluidos fetais ou
placenta de gado infectado tem sido sustentada por Dijkstra et al. (2002b).

Otranto et al. (2003) e Aguiar et al. (2006) também encontraram
associagdo significativa (p<0,05) entre tamanho da propriedade e
soroprevaléncia para N. caninum, no entanto, nestes dois estudos foi considerado
como fator de risco as fazendas com maiores extensdes de terra. Ao contrario,
trabalho realizado no Parand ndo observou associagdo significativa (p>0,05)
entre tamanho da propriedade e soroprevaléncia para N. caninum em bovinos

leiteiros (Guimaraes Jr. et al., 2004).



As altas taxas de prevaléncia para anticorpos anti-N. caninum
observadas nos rebanhos leiteiros dos grupos A e B da microrregido do Alto Rio
Grande, ndo permitiram identificar associagdo estatisticamente significativa
(p>0,05) para as demais variaveis analisadas (intervalo entre partos, freqiiéncia
de abortos, numero de vacas em lactacdo, produgdo de leite, padrao racial, entre
outros), com a soropositividade para N. caninum. Esses achados concordam com
Chi et al. (2002), Ogawa et al. (2005) e Banales et al. (2006), que analisando os
fatores de risco para N. caninum no Canada, Parana e Uruguai, respectivamente,
ndo encontraram nenhuma associacdo significativa entre a soropositividade para
N. caninum e as variaveis relacionadas ao manejo, tamanho do rebanho,
producdo de leite, problemas reprodutivos, alimentagdo, presenca de caes e
outros animais.

Entretanto, varios trabalhos relataram que a presenga e o numero de cdes
nas fazendas foram considerados como fatores de risco, apresentando associagdo
significativa com soropositividade para N. caninum (Corbellini et al., 2006a;
Guimarées Jr. et al., 2004; Otranto et al., 2003 e Bartels et al., 1999).

Variaveis como tamanho do rebanho (>25 vacas/propriedade) e padrao
racial (gado holandés x mestigo) foram consideradas como fatores de risco,
demonstrando associagdo significativa com a soroprevaléncia para N. caninum,
em estudos realizados nos estados do Parand (Guimardes Jr. et al., 2004) e
Roraima (Aguiar et al., 2006), respectivamente.

Associagdo significativa entre soropositividade para N. caninum e
ocorréncia de abortos foi relatada por diversos autores (Corbellini et al., 2006b;
Garcia-Vasquez et al., 2005; Hobson et al., 2005; Kashiwazaki et al., 2004 ¢
Corbellini et al., 2002). Estudos tém demonstrado a associacdo significativa
entre a prevaléncia de rebanhos soropositivos para N. caninum e a ocorréncia de
abortos epidémicos ou endémicos (Dubey, 2003). Abortos endémicos podem

ocorrer em bovinos com infecgdo persistente por N. caninum (rebanho com



alguma imunidade), devido a acdo de parasitos encistados (bradizoitos) que
estavam em laténcia e foram reativados durante a gestacdo (Mcallister et al.,
2000).

Rebanhos imunes (infec¢ao cronica) podem reduzir a invasdo do parasito e
o numero de taquizoitos capazes de infectar o feto. Provavelmente, essa é a
situagcdo que predomina na microrregido do Alto Rio Grande, com a ocorréncia
de abortos endémicos ou esporadicos, visto que a ampla maioria dos rebanhos
leiteiros desta regido apresenta uma elevada prevaléncia de bovinos infectados

por N. caninum.

6.3 Soroprevaléncia e transmissao congénita em vacas e fetos de frigorifico

A prevaléncia média global de vacas soropositivas para N. caninum
abatidas no frigorifico de Campo Belo, sugere que este protozodrio esta
amplamente distribuido na regido Sul de Minas Gerais, tendo em vista que estes
animais sdo oriundos de oito municipios desta regido do Estado.

Na literatura, ndo foram localizados estudos sobre soroprevaléncia de N.
caninum em vacas abatidas em frigorifico, utilizando populagéo amostral similar
ao do presente estudo. No entanto, o alto nimero de animais soropositivos neste
estudo ja era esperado, pois a maioria das vacas abatidas era composta de
animais com idade avancada, sendo portanto, o grupo dentro do rebanho com
maiores riscos de apresentar anticorpos anti- N. caninum, em fung¢do da maior
oportunidade de transmissao horizontal, pela ingestdo de oocistos liberados pelo
hospedeiro definitivo (Dubey, 2003).

Nos EUA, foi relatado aumento de bovinos soropositivos com o aumento
da idade (Dyer et al., 2000; Sanderson et al., 2000). Resultado semelhante foi
verificado em estudo realizado no Brasil em fémeas bovinas acima de 24 meses

de idade, que apresentaram maior prevaléncia para N. caninum, assinalando a



idade como um importante fator de risco para a infeccdo (Guimaries Jr. et al.,
2004). No entanto, estudos na Inglaterra e Franga ndo observaram nenhuma
evidéncia no aumento da soroprevaléncia de acordo com a idade dos bovinos
analisados (Hemphill & Gottestein, 2000; Pitel et al., 2001).

Outro fator a ser levado em consideracdo se refere as vacas com
diferentes problemas reprodutivos, como a ocorréncia ou historico de abortos e
infertilidade, que normalmente sdo descartadas e enviadas para abate, podendo
superestimar a taxa de animais infectados por N. caninum abatidos no frigorifico
de Campo Belo, Sul de Minas Gerais.

Neste ensaio, a taxa média global de anticorpos anti-N. caninum em
vacas abatidas no frigorifico de Campo Belo (97,2%), ficou préoxima do valor
médio global observado em rebanhos leiteiros do Alto Rio Grande (91,2%). Esse
resultado demonstra uma consisténcia entre os dois estudos, pois parte das vacas
leiteiras abatidas no frigorifico de Campo Belo (considerado “fim de linha”) sdo
oriundas de municipios que integram a microrregido do Alto Rio Grande.

Titulos de anticorpos em 100 amostras de soros de vacas positivas para
N. caninum abatidas no frigorifico de Campo Belo variaram entre 200 a 3200,
sugerindo o abate de animais com variados estidgios de infeccdo, fato
anteriormente observado por Gondim et al. (1999a), analisando 319 amostras de
soros de vacas em 12 fazendas do estado da Bahia.

A maioria (66%) das vacas abatidas que foram tituladas apresentou
titulos <400, indicando que como a regido ¢ endémica ocorre uma infecgdo
crénica no rebanho, levando a titulos baixos e, provavelmente, a ocorréncia de
abortos esporadicos. Este resultado ¢ semelhante ao obtido por Ogawa et al.
(2005), que na titulagdo de anticorpos anti- N. caninum em 45 vacas positivas no
Parana, encontraram 64% com titulos <400. No entanto, Ragozo et al. (2003)
relataram que das 189 amostras de soros de bovinos positivos para N. caninum

coletadas em seis estados brasileiros, 84% apresentaram titulo <1:400.



Observou-se que 34% das vacas abatidas em frigorifico apresentaram
titulos >800, sugestivo de infecg¢do patente; embora o titulo da RIFI que deve ser
considerado no diagndstico para infecg¢@o ativa em bovinos seja desconhecido
(Dubey & Lindsay, 1996; Dubey, 1999). Estudos preliminares sugerem que
titulos >640 em vacas que abortaram seja indicativo de infecgdo por N. caninum
(Dubey & Lindsay, 1996; Dubey, 1999). Entretanto, observou-se que vacas que
nunca abortaram apresentaram titulos altos para N. caninum e que fémeas
bovinas no final do periodo de gestagdo podem apresentar elevados niveis de
anticorpos para este protozoario (Stenlund et al., 1999).

Vacas com diferentes problemas reprodutivos ¢ que abortaram uma vez
ou mais, normalmente sdo enviadas para abate, fato que, explicaria, em parte, a
freqiiéncia de titulos >800, sugestivos de infeccdo ativa por N. caninum
observada em fémeas abatidas no frigorifico de Campo Belo, Sul de Minas
Gerais. No Norte do Parand, em 12% (45/385) das vacas soropositivas a
freqiiéncia de anticorpos anti-N. caninum foi de 42,2% , 22,2%, 15,5% e 20,0%,
respectivamente, para titulos de 200, 400, 800 ¢ 1600 (Ogawa et al., 2005). No
entanto, de acordo com Jenkins et al. (2002), vacas velhas (infec¢do cronica)
tendem a obter niveis de anticorpos mais estaveis devido a prolongada
estimulagdo antigénica depois de repetidas recrudescéncias da infeccdo. Titulos
altos de anticorpos para N. caninum persistiram por dois anos em um grupo de
vacas infectadas naturalmente (Stenlund et al., 1999).

A taxa de transmissdo congénita de N. caninum nos fetos coletados no
frigorifico de Campo Belo foi de 12,7%, estando bem abaixo dos valores de
transmissdo vertical observado em condigdes naturais em alguns rebanhos
endemicamente infectados. Na literatura taxas de infecgdo congénita detectadas
apresentam valores bem diversos como 41% (Pan et al., 2004), 44% (Bergeron

et al., 2000), 64% (Romero & Frankena, 2003), 73% (Dijkstra et al., 2003), 81%



(Paré et al., 1996), 85% (Bjorkman et al., 2003), 93% (Schares et al., 1998), e
95% (Davison et al., 1999a).

O resultado encontrado no presente estudo estd abaixo do relatado por
Venturini et al. (1999), que na Argentina observaram 20,2% (21/104) dos fetos
bovinos coletados em frigorifico soropositivos para N. caninum na RIFL
Entretanto, Davison et al. (1999b) utilizando sorologia pré-colostral (ELISA),
verificaram uma taxa de transmissdo congénita para N. caninum de 95,2% (118)
em 124 bezerros recém-nascidos.

A comparagao de taxas de transmissdo vertical entre os diversos estudos
deve ser avaliada com uma certa precaucdo, ja que a variagdo destes resultados
se deve, em parte, a diversos fatores como a soroprevaléncia do rebanho,
historico de aborto ou casos de abortamentos, tamanho e tipo de amostra (antes
ou apos a ingestdo de colostro), diferentes técnicas sorologicas utilizadas,
valores do ponto de corte, entre outros.

Outro ponto que merece ser destacado ¢ que grande parte dos estudos
soroepidemiologicos revisados na literatura foram realizados em propriedades
leiteiras com historico de aborto ou casos de abortamentos, fato que pode ter
superestimado a taxa de transmissdo congénita nestes rebanhos. No presente
estudo, a coleta de amostras de soros de vacas e de fetos foi efetuada de forma
aleatodria, desconhecendo-se o historico de problemas reprodutivos dos animais.

A baixa taxa de transmissio congénita para N. caninum observada neste
estudo pode ser explicada, em parte, pelo fato da maioria dos fetos serem
oriundos de vacas com idade avangada, que sdo enviadas para abate, na maioria
das vezes, pela baixa producgdo de leite ou problemas reprodutivos, entre outros
agravos. Embora ndo tenha sido estimada a idade das vacas que foram abatidas
no frigorifico de Campo Belo, foi possivel verificar que a maioria dos lotes era
constituida de animais com idade avangada e baixo escore corporal. Estes

animais leiteiros de descarte certamente foram expostos ao N. caninum durante



toda a sua vida, adquirindo assim imunidade contra este parasito, por isso ¢é
bastante improvavel que esses animais abortassem. Assim, a imunidade
adquirida, diminuiu a taxa de transmissdo congénita nesses animais, porém, em
13% destes, a imunidade ndo foi capaz de impedir a transmissdo vertical.
Estudos na Costa Rica (Romero et al., 2002) e na Alemanha (Dijkstra et al.,
2003), demonstraram que a taxa de infecgdo congénita por N. caninum diminui
com o aumento do nimero de gestacdes e conseqiientemente, com a idade das
vacas. Segundo esses autores a imunidade adquirida atenua a possibilidade de
recrudescéncia da infecgdo, reduzindo a taxa de transmissdo vertical do N.
caninum.

Embora a taxa de infec¢do congénita determinada no presente estudo
esteja abaixo de outros trabalhos, ainda assim deve ser levada em consideragao,
e indica que a transmissdo transplacentaria enddgena ocorre com relativa
freqliéncia em vacas abatidas em frigorifico do Sul de Minas, fato confirmado
pela detecgdo de anticorpos especificos anti-N. caninum em soros fetais. A
presenca de anticorpos anti-N. caninum no soro fetal ou pré-colostral de bezerros
indica infeccdo congénita, porque em ruminantes ndo ocorre transferéncia de
anticorpos maternos (Wouda et al., 1997). A infec¢do por N. caninum ¢
comumente diagnosticada como causa de morte entre fetos abortados em
rebanhos leiteiros na regido Sul do Brasil (Corbellini et al., 2002).

Nao houve associacdo significativa entre idade fetal e soropositividade
para N. caninum, mesmo assim, ¢ importante salientar que a maioria dos fetos
positivos (90,6%) tinha idade entre cinco a sete meses, coincidindo com o
periodo mais provavel para este protozodrio induzir aborto em bovinos
(Williams & Trees, 2006). E importante ressaltar, que o feto bovino torna-se
imunocompetente a partir do terceiro més de gestagdo (Jenkins et al., 2002).
Segundo Dubey (1999) o aborto por N. caninum ocorre freqiientemente entre o

quinto e o sexto més de gestagao.



Outro aspecto importante que justifica a maior freqiiéncia de fetos
soropositivos a partir do quinto més de gestacdo, conforme observado no
presente estudo, ¢ que segundo Dubey (2003), hd um aumento nos titulos de
anticorpos quatro a cinco meses antes do parto, provavelmente, devido a
reativacdo de uma infec¢do latente, e que ocorre uma parasitemia durante a
gestacdo, levando a infecc¢do fetal.

O estagio da gestagdo na qual ocorre a infec¢do pelo N. caninum ¢é
importante no resultado da doenga. Infec¢des adquiridas no inicio da prenhez,
antes do feto bovino desenvolver o sistema imune, comumente causa morte fetal
e reabsor¢do. Infeccdo no meio da gestacdo pode resultar em aborto ou no
nascimento de um bezerro persistentemente infectado. Contudo, no periodo final
da gestagdo, quando o feto é imunocompetente ocorre o parto normal, porém o
bezerro pode ser congenitamente infectado (Collantes - Fernandez et al., 2006).

Na titulagdo de anticorpos anti-N. caninum nos soros fetais positivos foi
observado que a maioria (55%) apresentou titulo alto (800), sugerindo infec¢do
ativa, o que poderia estar causando alteragdes patologicas nestes fetos. Isto é
justificado, tendo em vista que esses animais estavam experimentando o
primeiro contato com N. caninum e ainda nfo tinham o sistema imune
completamente desenvolvido. Bastos et al. (2005), encontraram titulo de 800 em
uma bezerra de trés positivas na sorologia pré-colostral (RIFI).

Bezerros com infecgdo congénita correm menor risco de apresentarem
resultados falso-negativos devido aos altos titulos de anticorpos observados, se
comparados aos bovinos adultos (Innes et al., 2002).

A determinagdo de 13% de fetos soropositivos para N. caninum no
presente estudo, sugere que a neosporose bovina pode ser uma importante causa
de abortamentos em rebanhos leiteiros da microrregidao do Alto Rio Grande, Sul

de Minas Gerais.



A elevada soroprevaléncia para N. caninum em vacas e a ocorréncia de
fetos infectados congenitamente, indica que exames confirmatdrios para N.
caninum devem ser incluidos no protocolo de diagnodstico em casos de
abortamentos no Sul de Minas Gerais.

Novos estudos sdo necessarios para determinar qual a participa¢ao do N.
caninum nos casos de aborto e infertilidade em bovinos leiteiros da microrregido

do Alto Rio Grande, Sul de Minas Gerais.



7 CONCLUSOES

A infecgdo por Neospora caninum ocorre de forma endémica em
bovinos leiteiros da microrregido do Alto Rio Grande, Sul de
Minas Gerais.

A alta freqiiéncia de vacas soropositivas para N. caninum
abatidas em frigorifico reforca a tese de endemicidade nesta
microrregido e indica que este protozodrio estd amplamente
distribuido no Sul de Minas Gerais.

O tamanho da fazenda (<100ha) constitui um fator de risco para
infecgdo com N. caninum em rebanhos de propriedades
estudadas.

A ocorréncia de infecgdo congénita observada neste estudo
indica que infec¢do intra-uterina constitui uma importante rota
de transmissdo de N. caninum na regido estudada.

A soroprevaléncia acima de 90% em animais adultos e a
transmissdo congénita de 13%, indica que a transmissdo
horizontal, por meio da ingestdo de oocistos a partir do
hospedeiro definitivo (cdo), tem importancia na epidemiologia

da infecgdo por N. caninum na regido Sul de Minas Gerais.
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