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Resumo

Considerandoaimportinciadaneosporose interferindo naprodutividadeanimal, avaliou-seafrequénciadeanticorpos
anti-Neospora caninum em amostras de soros de bovinos leiteiros da Regiao Sudoeste do Estado de Mato Grosso, Brasil,
complementando-se com amostras sorolégicas colhidas de caes e de humanos que conviviam nas mesmas propriedades
rurais amostradas. Um total de 1.036 amostras de soros foram analisadas, sendo 932 de fémeas bovinas leiteiras,
37 de caes e 67 de humanos, provenientes de 24 propriedades e examinados por meio da rea¢io de imunofluorescéncia
indireta (RIFI). As amostras de soros humanos reagentes foram testadas novamente por Western-blotting para confirmacao
dos resultados. Anticorpos anti-N. caninum foram encontrados em 499 bovinos (53,5%), em pelo menos um animal
positivo por propriedade, em 25 caninos (67,6%) e em sete humanos (10,5%). Nio houve diferenca significativa no
namero de bovinos positivos por faixa etdria. Os resultados obtidos indicam uma ampla disseminacao de N. caninum
na regido estudada.

Palavras-chave: N@OSPOVLZ caninum, soroprevaléncia, bOVil’lOS, caninos, humanos.

Abstract

Considering the importance of neosporosis in the animal health and production, the frequency of antibodies to
Neospora caninum was evaluated in dairy cattle of the Southwestern region of Mato Grosso State, Brazil, in addition to
serum samples obtained from dogs and humans living in the farms. A total of 1036 serum samples were analyzed, from
which 932 were from dairy bovine females, 37 from dogs and 67 from humans, from 24 farms and examined by the
indirect fluorescent antibody test (IFAT). Reactive human serum samples were retested by Western-blotting to confirm
the results. Antibodies to V. caninum were found in 499 cattle sera (53.5 %), with at least one positive in each farm,
25 dog sera (67.6 %) and seven human sera (10.5 %). There was no significant difference in the number of positive
cattle sera according to age group. The results indicate a wide dissemination of V. caninum in the studied region.
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Introdugio

O protozodrio Neospora caninum é um importante parasito
intracelular que foi a principio descrito em caes com alteracoes
neuroldgicas, sendo considerado atualmente como o responsével por
uma das mais importantes enfermidades causadoras de abortamentos
em bovinos leiteiros (GENARI, 2004; GONDIM et al., 2004;
GUIMARAES et al., 2004). O cio e o coiote sdo as Ginicas espécies
reconhecidas que podem se comportar como hospedeiros definitivos,
nas quais ocorre o desenvolvimento sexual do protozodrio resultando
na eliminagio de oocistos nas fezes (McALLISTER et al., 1998;
GONDIM et al., 2004). Pesquisas realizadas, nos dltimos anos,
demonstraram que a presenca e o nimero de caes nas propriedades
rurais podem funcionar como fatores de risco para a infeccio e a
ocorréncia de abortamentos em bovinos, indicando uma associacao
entre a infec¢do em ambas as espécies (SANCHEZ et al., 2003).

Em estudos de McAllister et al. (1998) e Lindsay et al. (1999),
cies infectados experimentalmente com carcagas de camundongos
infectados por V. caninum excretaram poucos oocistos. Desse
modo, alguns pesquisadores questionaram se os cies seriam
hospedeiros definitivos eficientes de N. caninum (LINDSAY et al.,
2001). Gondim et al. (2002) justificaram que houve produgao
de baixo nimero de oocistos nesses experimentos, porque os
bradizoitas nas carcacas de camundongos infectados estavam
em baixo nimero, imaturos ou atenuados pela passagem em um
hospedeiro intermedidrio nao usual para N. caninum. Os mesmos
autores mostraram que o nimero de oocistos de V. caninum,
produzido por caes que ingeriram tecidos de bezerros infectados, foi
significativamente maior que o produzido por cies que ingeriram
carcacas de camundongos infectadas.

No Brasil, V. caninum foi diagnosticado em fetos abortados
a partir de 1999 ¢ em levantamentos soroldgicos de bovinos e
caes de diferentes estados, além de outras espécies domésticas e
silvestres (GENNARI, 2004). Corbellini et al. (2002) encontraram
prevaléncia em torno de 10% de anticorpos anti-/N. caninum em
bovinos de propriedades do Rio Grande do Sul, nio havendo
correlacio desses resultados com a presenca de caes residentes nas
propriedades estudadas e sim com a frequéncia de cies errantes ou
silvestres nas referidas propriedades. Em dois estudos realizados com
cies do meio urbano e rural de um mesmo municipio do Estado
de Rondénia (CANON-FRANCO et al., 2003; AGUIAR et al.,
20006), a prevaléncia de anticorpos anti-V. caninum foi de 8,3%
na regido urbana e 12,6% na regiao rural do municipio, indicando
que, no meio rural, as fontes de infecgio para os caes, como ingestao
de placenta e fetos contaminados, bem como a possibilidade de
caca e de ingestdo de cistos teciduais em possiveis hospedeiros
intermedidrios, parecem ser importantes na epidemiologia e
manuten¢io do N. caninum nesse ambiente.

O parasito ainda nao foi detectado em humanos, embora
em infecgdo experimental por V. caninum em primatas Rhesus
(Macaca mulatta) foram observadas nos fetos, lesées semelhantes
a toxoplasmose congénita (BARR et al., 1994). Na Califérnia,
Tranas et al. (1999) detectaram anticorpos anti-/N. caninum com
titulo de 100 em 6,7% dos soros humanos analisados pela reagao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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Na Inglaterra, em estudo com 518 trabalhadores rurais
e com 3.232 pessoas nio consideradas “grupo de risco”,
McCann et al. (2008) nao observaram soropositividade para
N. caninum através da RIFI, embora tenham sido encontrados
bovinos soropositivos na mesma localidade.

Lobato et al. (2006) detectaram anticorpos IgG contra
N. caninum em 38% de pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e em 18% de pacientes com
desordens neuroldgicas, em Uberlandia, Estado de Minas
Gerais, sendo esse estudo importante por sugerir a possibilidade
da neosporose constituir parasitose oportunista em pacientes
imunocomprometidos. Os autores consideraram também que as
soropositividades para V. caninum e Toxoplasma gondii estavam
significativamente associadas nesses dois grupos de pacientes
examinados.

Em face da importancia da neosporose ¢ da escassez de
informagoes sobre o parasito no Estado de Mato Grosso,
objetivou-se, no presente trabalho, verificar a frequéncia de
anticorpos anti-N. caninum em bovinos leiteiros, ces e trabalhadores
rurais que conviviam no mesmo ambiente.

Material e Métodos

Foram coletadas 932 amostras de sangue de vacas leiteiras
da raga Holandesa e mesticas (cruzamentos), pertencentes a
24 propriedades de diferentes municipios e ou distritos da Regio
Sudoeste do Estado de Mato Grosso. Essa regio destaca-se por
possuir pequenas propriedades produtoras de leite. Todas as
propriedades apresentavam ordenha canalizada ou tipo balde ao
pé e a maioria possufa mio-de-obra basicamente familiar. A maior
parte dos animais era criada de forma extensiva em pastagens
com lotagbes que variavam de 0,5 a 4,5 animais/hectare. O
namero total de propriedades leiteiras da regiio estudada e de
animais por propriedade foi fornecido pelo Instituto de Defesa
Agropecudria/Mato Grosso (INDEA/MT). As propriedades foram
selecionadas de forma aleatéria, sorteadas, obedecendo a condicio
de possuirem nimero igual ou superior a 20 vacas leiteiras,
tendo sido esse o limite inferior recomendado estatisticamente
para esse caso.

Para a amostragem, considerou-se prevaléncia estimada de
50% e precisio minima desejada igual a 10% (esta estimativa
de prevaléncia garante a precisio minima, mesmo que os valores
reais da prevaléncia se afastem de 50%) garantindo intervalo de
conflanga de 95%. Esse cdlculo foi realizado com o auxilio do
programa EPIINFO 6.04.

Em todas as propriedades, nao havia histdrico de vacinacio
dos animais contra agentes potencialmente abortivos como
Leprospira spp., Herpesvirus bovino tipo I (BHV-1) e Diarreia viral
bovina (BVD). Os animais foram vacinados para Brucella abortus.
Foram relatados casos de abortamento, registrados em até 12 meses
antes da data do preenchimento da ficha epidemiolégica — contendo
dados reprodutivos do rebanho — em 11 (45,83%) das propriedades
avaliadas. Foi também observada a presenga de um ou mais caes
por propriedade.

Foram obtidas amostras sanguineas de 37 caes higidos, com
idade superior a seis meses, que conviviam em proximidade com os
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rebanhos leiteiros e de 67 trabalhadores rurais sauddveis, 50 homens
e 17 mulheres, com idades superiores a 15 anos, residentes nas
propriedades estudadas.

As amostras de soros sanguineos foram estocadas a —20 °C
até o momento das andlises. Os soros bovinos foram examinados
pela Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), utilizando-se
taquizoitas fixados de V. caninum, cepa NC-1, cultivados em células
Vero e conjugado fluorescente anti-IgG bovino (Sigma Chemical
Co., F7887), segundo Conrad et al. (1993). Inicialmente, foi feita
uma triagem dos soros na diluigio 1:200, e as amostras positivas
foram testadas novamente em diluigoes sequenciais na base dois, até
o titulo final. As reagoes com titulo igual ou maior que 200 foram
consideradas positivas (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Os soros dos caes foram examinados pela RIFL, utilizando-se
conjugado fluorescente anti-IgG canino (Sigma Chemical
Co., F 4012), com triagem inicial na dilui¢do 1:50 e titulacio
das amostras positivas como realizado para os soros bovinos
(CONRAD et al., 1993). As amostras de soros humanos foram
examinadas pela RIFI, utilizando-se conjugado fluorescente anti-IgG
humano (F0132, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), com
triagem inicial na dilui¢ao de 1:100, segundo Camargo (1964) e
Mineo et al. (2001). As amostras positivas foram confirmadas pelo
“Western-blotting”, utilizando-se extrato soltvel de V. caninum,
cepa NCI1 e reveladas pelo conjugado anti-IgG humano marcado
com peroxidase (A6029, Sigma Chemical Co.), de acordo com
Lobato et al. (20006).

Os resultados referentes aos testes soroldgicos foram estatisticamente
analisados por meio do teste de % (Qui-quadrado), segundo Everitt
(1992). Para o estudo da prevaléncia de N. caninum, foram
coletadas 932 amostras de uma populacio de 4.168 bovinos das
24 propriedades. Para se avaliar a prevaléncia por propriedade,
utilizou-se inicialmente um teste de hipétese, associado ao teste
do % A partir desses dados avaliaram-se (95% de confianca) as
propriedades que possufam as maiores prevaléncias, fazendo-se a
associagio com os casos de abortamentos e cies soropositivos nessas
localidades. O efeito da idade dos bovinos como fator de risco para
a presenca de anticorpos anti-/V. caninum foi comparado entre as
faixas etdrias de 0 a 24 meses, > 24 a 48 meses, > 48 a 72 meses e
idade superior a 72 meses, duas a duas, utilizando-se o teste de .
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Resultados

A frequéncia de anticorpos anti-N. caninum nos bovinos foi
de 53,5% (499/932). Em todas as propriedades avaliadas, foi
observado, no minimo, um bovino soropositivo/propriedade.

Para os caes, observou-se frequéncia de anticorpos
anti-IV. caninum de 67,6% (25/37). Em 79,2% das propriedades
avaliadas (19/24) que possufam cies, pelo menos um co soropositivo
foi encontrado.

Em humanos, a frequéncia foi de 10,5% (07/67), de
trabalhadores do sexo masculino, provenientes de cinco propriedades,
as quais apresentaram frequéncia de 23,5% a 81,2% de bovinos
soropositivos. Em apenas uma dessas cinco localidades nio houve
presenga de cies soropositivos para N. caninum.
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Em quatro das seis propriedades que obtiveram as maiores
frequéncias de soropositividade nio houve histdrico de abortamentos
e, em trés delas (4, 15 e 22) nao foram observados cies soropositivos
para o parasita.

A andlise do niimero de bovinos soropositivos por faixa etdria
nio apresentou diferenca significativa (p > 0,05).

Discussao

A variabilidade de soroprevaléncia de anticorpos anti-V. caninum,
de 6,8% a 67,8% observados em estudos brasileiros (GENNARI,
2004), pode estar relacionada, dentre outros fatores, aos diferentes
pontos de corte utilizados e 4 auséncia de técnicas soroldgicas
padronizadas. Dados referentes aos animais, como procedéncia,
manejo, soropositividade ou nio a outros agentes abortivos, assim
como a profilaxia aplicada para os mesmos, poderiam interferir no
percentual de animais sororreagentes (AGUIAR, 2004).

De acordo com Wouda et al. (1999), a presenga de cies
portadores de anticorpos contra V. caninum, nas fazendas estd
associada a prevaléncia dessa infec¢do em bovinos. Entretanto,
no presente estudo, observou-se a auséncia de caes soropositivos
em trés das seis propriedades com as mais altas taxas de bovinos
sororreagentes. Esse resultado pode ser devido ao baixo niimero
de caninos examinados por propriedade ou ser indicativo de que o
parasita mantém-se no rebanho mesmo na auséncia do hospedeiro
definitivo, sendo a positividade associada a transmissio vertical. Tal
observagao condiz com as informacées de Anderson et al. (1997),
que consideraram a transmisso transplacentdria como a principal
via de infec¢do em bovinos. Outro motivo relevante pode ser a
frequéncia de caes errantes nas propriedades que, embora nio
analisados no presente estudo, podem ter participagio no ciclo
de N. caninum, como ji reportado por Corbellini et al. (2002).
Lindsay et al. (1999) observaram que cies, mesmo eliminando
oocistos pelas fezes, podem nio apresentar soroconversio, sendo
esse mais um aspecto a ser considerado na andlise da fraca associacio
entre a presenca de cies soropositivos e a soropositividade em
bovinos observada neste estudo.

Observou-se que quatro das seis propriedades com as maiores
frequéncias de bovinos sororreagentes nao apresentaram casos de
abortamentos nos 12 meses anteriores a0 preenchimento da ficha
epidemiolégica do rebanho. Okuda et al. (1997) observaram em
um rebanho no Japao, 27,7% de animais sororreagentes sem
histérico de abortamento e Stobbe (1999) relatou 26,2% de
bovinos soropositivos em propriedades no Estado de Sao Paulo
sem histérico de problemas reprodutivos.

Os niveis de anticorpos podem apresentar flutuagdes com
a idade e o tempo de infeccio. Bovinos entre 13 ¢ 24 meses
apresentaram tendéncia de soroprevaléncia mais baixa em relagio
a outras faixas etdrias (HIETALA; THURMOND, 1999),
sugerindo que essa ocorréncia ¢ devida ao declinio de anticorpos
em bovinos congenitamente infectados. Essas informagoes apontam
as dificuldades e o cuidado que merecem as interpretagoes da
soroepidemiologia de N. caninum.

No presente trabalho nio se observou associagio entre as faixas
etdrias com valores semelhantes entre os animais jovens e idosos.

Na Inglaterra e na Franca nao foram observadas evidéncias no
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aumento da soroprevaléncia de acordo com a idade dos bovinos
estudados (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 2000; PITEL et al.,,
2001). No Brasil, Melo, Leite e Souza (2001) avaliaram em fémeas
leiteiras do Estado de Minas Gerais e também nio observaram
diferencas entre as faixas etdrias de 7 a 18 meses, 19 e 30 meses
e fémeas acima de 31 meses, sugerindo a ocorréncia da mesma
exposi¢io dos animais ao parasito. Entretanto, Guimaries et al.
(2004), também no Brasil, observaram, em fémeas bovinas acima
de 24 meses, maior soroprevaléncia para o agente e sugeriram
que a idade é um importante fator de risco. No presente estudo,
a ocorréncia de valores semelhantes de soropositividade nas
diferentes faixas etdrias dos bovinos indica ser a transmissio
vertical a mais importante nos rebanhos estudados.

A soropositividade de 10,5% para humanos foi ligeiramente
superior a relatada por Lobato et al. (2006), que obtiveram, pelas
mesmas técnicas utilizadas, 6% de soropositividade em individuos
sauddveis do Estado de Minas Gerais.

Os individuos amostrados no presente trabalho nio tinham
histérico de problemas reprodutivos e/ou de outras doengas
concomitantes. Petersen et al. (1999) pesquisaram anticorpos
anti-N. caninum em um grupo de mulheres dinamarquesas
com abortamentos repetidos, de causa desconhecida, e nao
encontraram resultado positivo. Sugeriram, entdo, que anticorpos
devem ser investigados especificamente em mulheres com quadros
reprodutivos aliados a sinais neurolégicos. Outras formas de
infecgio por N. caninum, em humanos, também poderiam ser
investigadas, como sugeriram Lobato et al. (2006), baseando-se
na toxoplasmose, embora a epidemiologia de ambos os agentes
venha apresentado aspectos diferentes.
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