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RESUMO GERAL

Os protozoarios Neospora caninum e Toxoplasma gondii causam disturbios reprodutivos e
neuroldgicos em bovinos, além de alteracdes neuromusculares em cdes. A bovinocultura
Maranhense representa um setor da economia de elevada importancia, contudo, as perdas
causadas por doencas parasitarias representam um sério problema para o desenvolvimento dos
rebanhos. Objetivou-se, no presente estudo, determinar a prevaléncia de anticorpos anti-N.
caninum e anti-T. gondii em soros de bovinos leiteiros e cédes de propriedades rurais de trés
microrregides no estado do Maranh&o. Foram visitadas propriedades de gado de leite, onde se
coletaram amostras sanguineas de bovinos (812) e cées (93), de ambos 0s sexos e diferentes
idades. Os soros obtidos foram acondicionados em eppendorfs e estocados a -20°C até a
realizacdo do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Foram utilizados como pontos de
cortes 1:200 e 1:50 para anti-N. caninun e 1:64 e 1:16 para anti-T. gondii em bovinos e caes,
respectivamente. Utilizou-se como antigeno, taquizoitos das cepas NC-Bahia, NC-1 e Rh-
Toxoplasma, produzidos no Laboratério de Diagnostico das Parasitoses dos Animais da
Escola de Medicina Veterinaria da UFBA. Do total de amostras de bovinos analisadas,
verificou-se que 50,74% (412/812) e 70,20% (570/812) foram sororreagentes para N. caninum
e T. gondii, respectivamente. Os titulos de anticorpos para N. caninum em bovinos variaram
de 1:200 a 1:6400, sendo que 108 (26,21%) amostras de soro apresentaram titulo de 1:200;
132 (32,04%) 1:400; 94 (22,81%) 1:800; 46 (11,16%) 1:1600; 23 (5,58%) 1:3200 e nove
(2,18%) com titulos de 1:6400. Enquanto que, para T. gondii variaram de 1:64 a 1:1024,
sendo que 272 (47,72%) amostras apresentaram titulo de 1:64; 182 (31,93%) 1:128; 90
(15,79%) 1:256; 25 (4,39%) 1:512; e uma (0,17 %) com titulo de 1:1024. Nas amostras dos
caes, verificou-se que 62,37% (58/93) e 79,57% (74/93) foram sororreagentes para
N. caninum e T. gondii, respectivamente. Os titulos de anticorpos para N. caninum variaram
de 1:50 a 1:1600, sendo quatro (6,90%) amostras com titulo de 1:50; nove (15,52%) de 1:100;
oito (13,79%) 1:200; 18 (31,03%) 1:400; 14 (24,14%) 1:800 e cinco (8,62%) com titulo de
1:1600. Para T. gondii os titulos variaram de 1:32 a 1:2048, sendo seis (8,11%) amostras com
titulo de 1:32; nove (12,16%) com 1:64; 14 (18,92%) 1:128; 22 (29,73%) 1:256; 13 (17,57%)
1:512; nove (12,16%) 1:1024 e uma (1,35%) de 1:2048. Nao foi observada associacdo
significativa (P>0,05) entre o sexo dos animais e a soroprevaléncia para anticorpos anti-N.
caninum e anti-T. gondii nas duas espécies estudas. As altas taxas de soropositividade
encontradas para os referidos parasitos em bovinos e cdes de todas as regides, sugerem que ha

disseminacdo dos parasitos nas areas estudadas.
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ABSTRACT

The protozoan Neospora caninum and Toxoplasma gondii cause neurological and
reproductive disorders in cattle, and neuromuscular changes in dogs. The bovine creation in
the state Maranh&o - Brazil represents a sector of the economy of high importance, however,
the losses caused by parasitic diseases represent a serious problem for the development of
livestock. The objective in the present study was to determine the prevalence of anti-N.
caninum and anti-T. gondii antibodies in sera from dairy cattle and dogs of rural properties of
three microrregions in the state of Maranhdo. There were visited properties of dairy cattle,
where collected blood samples from cattle (812) and dogs (93), of both sexes and different
ages. Serum samples were packed in eppendorfs and stored at -20°C until the realization of
the Indirect Immunofluorescence test (IFI). It was used the cut-off of 1:200 and 1:50 to anti-
N. caninun and 1:64 and 1:16 for anti-T. gondii in cattle and dogs, respectively. It was used as
antigen, tachyzoites of the strains NC-Bahia, NC-1 and Rh-Toxoplasma, produced in the
Laboratory Diagnosis of Parasitism of Animals, School of Veterinary Medicine of the Federal
University of the state of Bahia - Brazil. Of the total samples of cattle examined, it was found
that 50.74% (412/812) and 70.20% (570/812) were seropositive for N. caninum and T. gondii,
respectively. The titles of antibodies to N. caninum in cattle ranged from 1:200 to 1:6400,
while 108 (26.21%) of serum samples showed title of 1:200; 132 (32.04%) 1:400; 94
(22.81%) 1:800; 46 (11.16%) 1:1600; 23 (5.58%) 1:3200 and nine (2.18%) with titers of
1:6400. While, for T. gondii ranged from 1:64 to 1:1024, while 272 (47.72%) samples showed
title of 1:64; 182 (31.93%) 1:128; 90 (15.79%) 1:256; 25 (4.39%) 1:512 and one (0.17%) with
title of 1:1024. In samples of dogs, it was found that 62.37% (58/93) and 79.57% (74/93)
were seropositive for N. caninum and T. gondii, respectively. The titles of antibodies to N.
caninum ranged from 1:50 to 1:1600, with four (6.90%) samples with title of 1:50; nine
(15.52%) 1:100; eight (13.79%) 1:200; 18 (31.03%) 1:400; 14 (24.14%) of 1:800 and five
(8.62%) with title of 1:1600. For T. gondii the titles ranged from 1:32 to 1:2048; six (8.11%)
samples with title of 1:32; nine (12.16%) 1:64; 14 (18.92%) 1:128; 22 (29.73%) 1:256; 13
(17.57%) 1:512; nine (12.16%) with 1:1024 and a (1.35%) 1:2048. No significant association
was found (P>0.05) between the sex of the animals and seroprevalence for anti-N. caninum
and anti-T. gondii in the two species studied. The high rates of seropositivity found for these
parasites in cattle and dogs from all regions, suggest that there is spread of the parasites in the

areas studied.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura é uma atividade largamente explorada no Brasil, tendo se expandido
significativamente nas ultimas décadas, visando a producdo de carne, leite e pele, sendo
considerada uma importante fonte protéica de origem animal para o ser humano, compondo-
se de rebanho constituido por aproximadamente 204.512.737 animais (IBGE, 2006),
representando um proeminente setor na economia do Pais com o maior efetivo da América e
do mundo, o qual se coloca em posicdo de destaque devido a producédo e exportacdo de carne.
A regido Nordeste é detentora de apenas 13,5% do efetivo nacional e, dentre os Estados, o
Maranh&o corresponde a 23,9% do rebanho nordestino.

Segundo dados da Pesquisa da Pecuaria Municipal, o Brasil possui apenas 20,9
milhdes de vacas ordenhadas, as quais produzem aproximadamente 25.398 bilhes de litros
de leite/ano, sendo a média de produtividade de 1.200 litros/vaca/ano (IBGE, 2006). A regido
Nordeste € uma das menos representativas do Brasil com relagdo ao nimero de bovinos
leiteiros, possuindo um efetivo de 3.709.683 cabecas. O rebanho do Maranhédo possui 462.459
vacas ordenhas, com participacdo de 12,47 % em relacdo a regido, representado na sua maior
parte por animais oriundos de cruzamentos de racgas, 0s quais constituem maioria no rebanho
do Pais (IBGE, 2006).

N&o obstante, este incremento na producdo de bovinos leiteiros no Brasil precisa
melhorar o que ndo foi observado, devido aos baixos indices reprodutivos e produtivos da
pecuaria que parecem pouco competitivos quando comparados com paises desenvolvidos,
pelos quais sdo responsabilizadas as enfermidades de origem parasitaria e infecciosa
(PELLEGRIN, 1999; 2002).

Dentre os fatores associados com o baixo desempenho e rentabilidade da pecuéria
bovina leiteira, podem ser destacados aqueles de origem parasitaria, especialmente a
neosporose, causada pelo protozoario do género Neospora, que assume grande relevancia por
causar distarbios reprodutivos, como abortamento e mortalidade neonatal principalmente em
rebanhos bovinos de aptiddo leiteira, além de provocar alteragdes neuroldgicas em cées e
também infectar outras espécies de animais domésticos e silvestres, diminuindo a eficiéncia
reprodutiva e ocasionando sérios prejuizos econémicos, estando em particular relacionado a
fatores nutricionais, higiénico-sanitarios e genéticos (BJERKAS et al., 1984; DUBEY et al.,
1988a; DUBEY et al. 1999b; DUBEY e LINDSAY, 1996); ANDERSON et al., 2000;
DUBEY, 2003; GONDIM, 2006).
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A transmissdo desse parasito acontece de forma vertical, considerada a mais
importante em bovinos, no entanto, a horizontal ostenta papel também relevante devido a
contaminacgdo de agua e alimentos fornecidos aos animais com oocistos eliminados nas fezes
dos hospedeiros definitivos (MCALLISTER et al., 1998; DAVISON et al., 1999a; LINDSAY
et al., 1999; GONDIM et al., 2004a).

De acordo com a literatura, o N. caninum freqlientemente tem sido isolado em fetos de
bovinos abortados, assim como as infecces em bovinos leiteiros sdo também comuns
(GONDIM et al., 1999b); CORBELLINI et al., 2002; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001;
SADREBAZZAZ et al., 2004).

Além do parasito acima citado, outro que também pode provocar desordens da ordem
reprodutiva € o Toxoplasma gondii, causador da toxoplasmose, considerada uma importante
zoonose cosmopolita, acometendo varias espéecies de animais homeotérmicos, incluindo o ser
humano (DUBEY e BEATTIE, 1988; DUBEY, 1994; CARMAGO et al., 1995; GARCIA et
1999). A principal forma de adquirir a infeccdo é por meio da ingestdo de oocisto do parasito
presente nas fezes dos felideos, contudo, outras vias ja foram citadas na literatura, como a
ingestdo de leite ndo pasteurizado e o consumo de carne crua ou mal cozida (TENTER et al.,
2000).

Vale ressaltar que as espécies N. caninum e T. gondii sdo muito semelhantes, fazendo
parte do grupo dos protozoarios, estando incluido no Filo Apicomplexa, Familia
Sarcocystiidae, subfamilia Toxoplasmatinae, juntamente com outros géneros de parasitos, tais
como, Hammondia, Sarcocystis, Besnoitia, Isospora e Frenkelia (DUBEY et al., 1988a;
ELLIS et al., 1994).

A elaboracdo de medidas de controle eficiente depende basicamente do conhecimento
da epidemiologia dos protozoarios em questdo, permitindo o desenvolvimento de estratégias
de controle que visem eliminar o parasitismo dos animais e, principalmente, prevenir as
transmissdes vertical e horizontal devido a contaminacdo do meio ambiente pelos hospedeiros
definitivos, canideos e felideos (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 1999; GONDIM
et al., 2004a).

Atualmente ndo existem meios efetivos para o controle destas infec¢bes, com isto,
existe ainda a necessidade de mais conhecimento sobre os prejuizos econdmicos causados a
pecuéria leiteira, aliado a pouca informacéo no que diz respeito a presenca e a distribuicdo das
mesmas no estado do Maranhdo, bem como o aspecto de salde publica da toxoplasmose,

justificando assim a realizacdo do presente estudo em municipios das microrregdes de
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Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, mesorregides Norte e Centro
Maranhense no estado do Maranh&o.

Portanto, desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de verificar a soroprevaléncia
de anticorpos IgG anti-Neospora caninum e anti-Toxoplasma gondii em bovinos leiteiros e
caes naturalmente infectados, procedentes das microrregbes de Itapecuru-Mirim, Médio
Mearim e Presidente Dutra, mesorregides Norte e Centro Maranhense, no estado do

Maranh3o.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico, classificacdo e ciclos de trasmissdo do N. caninum

Os primeros relatos de infeccdo pelo género Neospora foram na Noruega, em filhotes
de uma cadela da raga Boxer, sendo encontrado e descrito como um coccidio formador de
cistos e causador de encefalomielite e miosite, este com caracteristicas muito semelhante ao T.
gondii (BJERKAS et al., 1984). Trés anos depois foi relatado em um bezerro que apresentava
sinais neuroldgicos apds o nascimento, e que veio a 6bito com cinco dias de vida, evento
associado a infeccdo por protozoario, parecendo ser similar ultra-morfologicamente ao T.
gondii, porém a analise do material, verificou-se ser negativo para anticorpos anti-
Toxoplasma por meio da imunohistoquimica (O'TOOLE e JEFFREY, 1987). No mesmo ano,
Parish et al. (1987) relataram a presenca de cistos de um protozoario no tecido cerebral de
quatro bezerros que apresentavam encefalomielite, contudo, a identificagdo do parasito ndo
foi realizada.

Posteriormente, outros estudos foram realizados, observando-se que existiam
diferencas morfoldgicas significativas entre o mesmo e T. gondii (BJERKAS e PRESTHUS,
1988). A partir desse momento, novas descobertas e registros foram feitos por Dubey et al.
(1988a) ao analisar tecidos de cdes soronegativos para T. gondii e que vieram a oébito,
encontrando uma espeécie identificada taxonomicamente por N. caninum (DUBEY et al.,
1988b).

De acordo com Dubey et al. (1988a), algumas caracteristicas foram relevantes quando
da identificacdo e diferenciacdo entre N. caninum e T. gondii, sendo que o primeiro induzia
paralisia dos membros posteriores, 0 que ndo é usualmente encontrado em animais com
toxoplasmose, além de que os cdes nos quais foi encontrado o parasito apresentaram
diagndstico soroldgico e imunohistoquimico negativos para T. gondii. Com o isolamento do
N. canium por meio de cultivo celular a partir de tecidos de cinco cdes que apresentaram
paresia dos membros posteriores, foi possivel a realizacdo de métodos de imunodiagndsticos,
que passariam a ser essenciais quando do diagndstico diferencial entre os dois parasitos ja
citados (DUBEY et al., 1988b; LINDSAY e DUBEY, 1989; BJERKAS e DUBEY, 1991).

Desde entdo, o género Neospora passou a pertencer ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, com duas
espécies, N. caninum (DUBEY et al., 1988a) e N. hughesi (MARSH et al., 1998).
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Segundo Dubey (2003) esse parasito, causador da neosporose, tem sido destacado
como um coccidio de importancia mundial, por provocar abortamentos, perdas neonatais e
alterac6es neuroldgicas em animais de producgdo e de companhia.

Vale ressaltar que ainda ndo existem relatos do potencial parasito infectar seres
humanos. Contudo, Petersen et al. (1999) relataram que nenhum caso de infeccdo foi descrito
no homem, porém a possibilidade de infeccdo em humanos ndo pode ser excluida devido ao
fato de este organismo ter uma estreita relacdo filogenética com o T. gondii, além do amplo
namero de hospedeiros.

Tranas et al. (1999) estimaram a prevaléncia de 6,70% (69/1029) em soros humanos
analisados para anticorpos IgG anti-N. caninum na diluicdo 1:100 pela técnica de
Imunofluorescéncia Indireta, e destes, 72,50% (50/69) foram soronegativos para T. gondii. Na
oportunidade, os autores relataram que possivelmente haveria suspeita da infec¢cdo no homem.
Em estudo realizado em seres humanos, foi encontrada uma soropositividade de 38% e 18%
em pacientes portadores do virus da AIDS e alteragcdes neuroldgicas, respectivamente, porém
até o momento ndo ha registro da enfermidade nessa espécie (LOBATO et al., 2006).

Vale mencionar que existem trés estagios celulares do parasito que sdo: 0s taquizoitos,
bradizoitos e o0s esporozoitos. Sendo o0s taquizoitos encontrados em celulas do sistema
nervoso, macrofagos, células endoteliais vasculares, midcitos, células epiteliais tubulares
renais, hepatdcitos, coragédo, pulmdes, rins, placenta e liquido amnidtico e em outras células
do corpo (Figura 1) (DUBEY e LINDSAY, 1996; DUBEY, 1999a; LINDSAY e DUBEY,
2000).
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Figura 1. Taquizoitos de Neospora caninum. A - Obtidos de lavado

peritoneal (coloracdo: Giemsa); B e C - Cérebro (coloracéo:
hematoxilina e eosina, imuno-histoquimica (Cortesia: Gondim,
L.F.P.).
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J& os bradizoitos sdo observados em cistos teciduais, constituindo a forma de
mutiplicacdo lenta do parasito, podendo estar presente tanto nos hospedeiros intermediarios
quanto nos definitivos, sendo encontrados nos tecidos do sistema nervoso central (Figura 2)
(DUBEY e LINDSAY, 1996).

Por ultimo, os oocistos que apresentam morfologia variavel de esférica a sub-esférica,
séo eliminados néo esporulados nas fezes dos cées e coiotes (Figura 3) (MCALLISTER et al.,
1998; GONDIM et al., 2004c) os quais podem esporular entre dois e trés dias depois,
possuindo dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos (LINDSAY et al., 1999;
BELLI et al., 2006), tornando-se infectantes para hospedeiros definitivos e intermediarios,
como no caso dos bovinos e outras espécies de animais que podem se infectar por via oral (De
MAREZ et al., 1999).

e & > @

Figura 2. Cistos contendo bradizoitos de Neospora caninum em
cortes de cerebro. A — Coloracdo: hematoxilina e eosina. B -

Imuno-histoquimica. (Cortesia: Gondim, L. F. P.). Barra: 50 pum.
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Figura 3. Oocistos de Neospora caninum. A - Oocisto ndo
esporulado. B - Oocisto esporulado. (Cortesia: Gondim, L.
F. P.). Barra: 10 um.
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Alguns anos depois da identificacdo do parasito, por meio de estudos experimentais
realizados por McAllister et al. (1998) e Lindsay et al. (1999) constatou-se ser o cdo
hospedeiro definitivo, ap6s a ingestdo de cistos teciduais, por eliminarem oocistos em suas
fezes. Com isso, N. caninum passou a ser considerado um parasito que tem seu ciclo biolégico
heteroxeno obrigatério (Figura 4), possuindo uma grande variedade de espécies como
hospedeiros intermediéarios, os quais ja foram evidenciados tanto experimental quanto
naturalmente (DUBEY, 1999a).

Na tentativa de descobrir outros hospedeiros definitivos do pararsito, Gondim et al.
(2004a), verificando a possibilidade de canideos silvestres desempenharem essa funcéo,
forneceram tecidos de bovinos infectados a quatro filhotes de coiotes (Canis latrans), sendo
posteriormente encontrados oocistos nas fezes de um dos animais e confirmado por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), portanto, assegurando ser esta especie também
hospedeiro definitivo, podendo participar da transmissdo do parasito no meio silvestre
(GONDIM et al., 2004c). Esta evidéncia veio a corroborar com o achado da presenca do
parasito em tecidos de um cervideo (Odocoileus hemionus columbianus) encontrado morto
nos Estados Unidos, demonstrando a existéncia de um ciclo silvestre do parasito, o que foi
também confirmado em 2004 (Figura 4).

Dessa forma, até a presente data, 0s cdes e coiotes sdo descritos como Unicos
hospedeiros definitivos uma vez que participam da fase sexuada do parasito eliminando
oocistos no meio ambiente, sendo que os cdes domesticos também desempenham papel de
hospedeiros intermediarios desenvolvendo sinais clinicos como alteracbes neuroldgicas
(DUBEY et al., 1988b; MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2001; GONDIM et al.,
2004a). Portanto, estudos epidemioldgicos e também experimentais tém demonstrado serem
0s canideos potenciais fator de risco aos bovinos por participarem da dinamica de transmissdo
do referido parasito (BARTELS et al., 1999; GONDIM et al., 2002; OTRANTO et al., 2003).

Importante se faz ressaltar, segundo Speer (1999), que os trés estagios do parasito sao
indiferenciados aos de T. gondii, logo, somente podem ser distinguidos por meio de analise de
suas ultraestruturas. O mesmo autor relata que bradizoitos e taquizoitos dos dois parasitos
possuem organelas e corpos de incluséo tipicos de protozoarios coccidio do filo Apicomplexa.

Sabe-se que bovinos, pequenos ruminantes, bufalos e uma diversidade de espécies
silvestres, sdo notificados como hospedeiros intermediarios, participando da fase assexuada
do coccidio N. caninum (DUBEY, 2003; RODRIGUES et al., 2004; GONDIM et al., 2004b).
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Figura 4. Ciclos de transmissdo domeéstico e silvestre do Neospora caninum incluindo as

espécies animais que foram confirmadas experimentalmente (Cortesia: Gondim, Luis F. P.).

O isolamento desse parasito no Brasil foi realizado por Gondim et al. (2001), a partir
de um cdo que apresentava alteracbes neuromusculares, tais como, incoordenacdo motora e
paresia dos membros posteriores, do qual foram encontrados cistos em tecidos de cérebro
corfimados por meio da técnica de imunohistoquimica. Em seguida foram inoculados em
gerbil para obtencdo de cistos teciduais, mantendo-se o indculo em cultivo celular, sendo
identificada como a cepa NC-Bahia.

Existem dois tipos de transmissdo do pararsito que sdo: a vertical ou congénita e
horizontal ou pos-natal; ambas exercem importantes funcdes na disseminacdo da infeccéo,
especialmente em bovinos. A primeira, na qual a mae passa a infeccdo para o feto por via
placentaria, € responsavel pela manutencdo da infeccdo nos rebanhos (BJORKMAN et al.,
1996; WOUDA et al., 1998; GONDIM et al., 2004b), podendo causar abortamento ou
bezerros nascerem clinicamente saudaveis (DUBEY et al., 1992; DUBEY e LINDSAY, 1996;
ANDERSON et al., 1997; BARBER e TREES, 1998; DUBEY et al., 2006, HECKEROTH e
TENTER, 2007).
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Ja a transmissdo horizontal é também uma importante via, uma vez que se observa a
forte associacdo entre a presenca de cdes e a ocorréncia de neosporose em bovinos
(MCcALLISTER, 1999; GUIMARAES JUNIOR et al., 2004; CORBELLINI et al., 2006Db).
Logo, os cdes podem infectar-se a partir da ingestdo de restos placentarios ou abortos que
possuem o parasito e eliminarem oocistos no ambiente, onde esporulam e podem servir de
fonte de infecgdo para os hospedeiros (MCALLISTER, 1999; DUBEY, 2003; DUBEY et al.,
2006).

Segundo Paré et al. (1998), Bartels et al. (1999), Mainar-Jaime et al. (1999) e Wouda
et al. (1999), a presenca de cdes soropositivos em propriedades rurais tem uma forte
correlacdo com a elevada taxa de soroprevaléncia em bovinos, logo a existéncia de cées nas
fazendas pode ser um potencial fator de risco para a ocorréncia da infecgdo em bovinos.

Dijkstra et al. (2001) verificaram que cées alimentados com placentas provenientes de
vacas soropositivas para N. caninum eliminam oocistos nas fezes, confirmando que restos
placentarios constituem fontes de infec¢do, e que podem ocasionar infeccdo aos bovinos.
Estudo realizado na Holanda em propriedades diagnosticadas para infeccéo tipo horizontal
constataram a presenca de cdes que tinham acesso as instalacdes e também onde ficavam os
animais (DIJKSTRA et al., 2002a).

Segundo Gondim et al. (2002), pode existir a transmissao ciclica entre cées e bovinos
quando da ingestdo de tecidos de bovinos infectados pelos caes, 0s quais passam a eliminar
oocistos no meio ambiente e, conseqiientemente, passam a servir de fonte de contaminacao
outra vez aos bovinos.

Trabalhos realizados nos Estados Unidos e Reino Unido verificaram uma elevada
possibilidade das fémeas bovinas infectadas transmitirem o parasito as suas crias por via
transplacentaria (PARE et al., 1996; THURMOND e HIETALA, 1997a; DAVISON et al.
1999a), sendo esta forma de transmissao responsavel por manter o N. caninum nos rebanhos

bovinos por diversas geragdes.

2.1.1 Infeccdo por N. caninum em caninos e bovinos

Estudos tém demonstrado que a neosporose esta difundida mundialmente, sendo
diagndsticada em todos os continentes (ANDERSON et al., 2000; DUBEY et al., 2007b),
entretanto, pouco se sabe a respeito do real prejuizo causado por esta enfermidade
(ANDERSON et al., 1991; DUBEY, 2003). Contudo, pesquisas tém evidenciado uma
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associacdo positiva entre neosporose bovina e canina (PARE et al., 1998; SAWADA et al.,
1998; WOUDA et al., 1999).

Diversos estudos soroepidemiolégicos foram realizados em caes de vérias partes do
mundo (BARBER et al., 1997; PATITUCCI et al., 2001; CRINGOLI et al., 2002; BASSO et
al., 2001; ANTONY e WILLIAMSON, 2003; CAMPOS et al., 2003; CORNEJO et al., 2004;
WANHA et al., 2005, PALAVICINI et al., 2007). No Brasil, foram detectados anticorpos
anti-N. caninum em soros de cédes nos estados da Bahia (JESUS et al., 2006), Maranhéo
(TEIXEIRA et al., 2006a; 2006b), Minas Gerais (MINEO et al., 2001; FERNANDES et al.,
2004), Mato Grosso do Sul (OLIVEIRA et al., 2004), Paraiba (8,40%) (AZEVEDO et al.,
2005), Parand (SOUZA et al., 2002; ROMANELLI et al., 2007), Rondénia (CANON-
FRANCO et al.,, 2003; AGUIAR et al., 2006) e Sdo Paulo (VARANDAS et al., 2001;
RACHED et al., 2001; GENNARI et al., 2002; CASSOL et al., 2005).

Trees et al. (1993) na Inglaterra, analisando amostras séricas de cdes de populacéo
urbana, por meio da IFI, verificaram uma soroprevalencia de 16,6% (27/163) para
N. caninum, com titulos >1:50, e observaram ndo haver predisposicdo em relacdo a raca. Nao
sendo observado associacdo ou diferenca significativa entre a presenca de anticorpos anti-N.
caninum e anti-T. gondii.

Evidéncia sorologica de infec¢do por Neospora sp. em cées foi primeiramente descrita,
usando IFI, por Barber et al. (1997) que incluiram populagdes caninas do Uruguai e ilhas
Falkland em uma pesquisa realizada em 1554 soros de trés continentes (Africa, América do
Sul e Oceania).

Cringoli et al. (2002), no Sul da Italia, encontraram 6,4% dos cées soropositivos para
presenca de anticorpos anti-N. caninum, por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta,
sendo que os titulos variaram de 1:50 a 1:3200.

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-N. caninum em cdes de area urbana, de
propriedades de bovinos leiteiros e fazendas de bovinos de corte da Nova Zelandia foi de
30,70%, 74,50% e 96,80, respectivamente (ANTONY e WILLIAMSON, 2003).

Segundo Horna et al. (2003), em pesquisa realizada com 142 cées dos distritos de
Molinopampa e Leymebamba, detectaram uma soroprevaléncia de 28,9 + 7,5% do total de
animais amostrados para N. caninum, sendo que 34,9 + 11,8% e 24,1 + 9,4% foram
encontrados em cdes dos dois distritos, respectivamente.

Em estudo realizado com soros de cdes procedentes de propriedades leiteiras do Vale

de Lima, no Peru, verificou-se que 32,7 + 9,0% (34/104) das amostras foram positivas para N.
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caninum, com diluigdo >1:50. Analises estatisticas dos resultados demonstraram ndo haver
diferenca significativa entre as varidveis idade e sexo (CAMPO et al., 2003).

Cornejo et al. (2004), estudando a presenca de N. caninum em cées de propriedades
leiteiras das provincias de Jauja, Concepcion e Huancayo, no Vale do Mantaro, encontraram
uma prevaléncia de 19,4 = 7,0% no ponto de corte de 1:50, usando teste de IFI. Sendo o
percentual de propriedades com pelo menos um ou mais animais sororreagentes de 62,50%
(15/24).

Wanha et al. (2005), trabalhando com cées da zona rural e urbana de Vienna, na
Austria, descobriram uma prevaléncia de 3,60% (63/1770) para N. caninum, com titulos
variando de 1:50 a 1:6400, por meio da IFI. Sendo verificado uma diferenca significativa
(P =0,017) em relagéo a soropositividade dos cées de zona rural 5,31% (23/433) com os de
area urbana (2,10%), ou seja, 2,5 vezes mais. De acordo com os autores também néo foi
observado diferenca significativa entre machos (4,20%) e fémeas (2,80%).

Amostras de soros de caes de propriedades rurais da Costa Rica foram examinadas por
meio do teste de Elisa, sendo verificado uma freqiiéncia de 48,4% (15/31) dos animais
sororreagentes para N caninum (PALAVICINI et al., 2007).

Paradies et al. (2007) estudando a prevaléncia para N. caninum em cdes e associando o
fator de risco para bovinos, constataram que 20,9% dos cées estavam sororreagentes, sendo
considerado estatisticamente significativo (p<0,001).

Gennari et al. (2002) diagnosticaram a ocorréncia de anticorpos contra N. caninum em
soros de cdes da cidade de Sdo Paulo-SP, sendo de 9,8% (49/500) para cdes domiciliados e
24,71% (151/611) nos cédes errantes, atraves do teste de aglutinacdo, com ponto de corte
>1:25. Os autores verificaram também que os cdes errantes foram 2,5 vezes mais
soropositivos do que os cdes domiciliados, indicando que 0os mesmos tém maior possibilidade
de se infectar com N. caninum.

Na cidade de Monte Negro, estado de Rondbdnia, Cafidén-Franco et al. (2003),
analisando 157 amostras de soros de cées, usando a reacdo de imunofluorescéncia indireta,
constataram a presenca de anticorpos anti-N. caninum em 13 (8,30%) das amostras, com
titulos de 1:50 até 1:3200.

Oliveira et al. (2004), trabalhando com cées urbanos da cidade de Campo Grande, MS,
detectaram uma soroprevaléncia de 26,53% (65/245) para anticorpos anti-N. caninum, por
meio da IFI. Contudo, as prevaléncias entre os diferentes distritos sanitarios foram similares.

Os mesmos autores observaram uma diferenca estatistica significativa em relacdo a faixa
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etaria cdes adultos (31,38%) e jovens (10,52%). Enquanto, que em relacdo a variavel sexo ndo
foi verificado diferenca estatistica significativa.

Andreotti et al. (2004) relataram em estudo realizado com cées procedentes de Campo
Grande, estado de Mato Grosso do Sul, uma soropositividade de 30% nos animais
amostrados, por meio do teste de Elisa.

Em Uberlandia, estado de Minas Gerais, Fernandes et al. (2004) estudando a presenca
de anticorpos anti-N. caninum em amostras séricas de cées de areas urbana, periurbana e rural,
também utilizando o teste de imunfluorescéncia indireta com ponto de corte de 1:50,
diagnosticaram uma prevaléncia de 14% (63/450) de todas as amostras analisadas, onde
10,67% (32/300) dos cédes eram de area urbana, 18,96% (11/58) da periurbana e 21,74%
(20/92) dos caes de propriedades rurais eram sororreagentes. Sendo observado diferenca
estatistica entre os animais de areas urbana e rural (P = 0,01). Também 0s mesmos autores
verificaram que os titulos de anticorpos encontrados variaram de 1:50 a 1:3200.

De acordo com Hasegawa et al. (2004), a ocorréncia de anticorpos 1gG anti-Neospora
caninum em cédes que conviviam com bovinos de corte de oito propriedades rurais da regido
de Avaré, estado de S&o Paulo, foi de 58,97% (23/39) para a diluicdo de 1:50, sendo que 0s
titulos variaram de 1:50 a 1:400.

Mineo et al. (2004), estudando a presenca de anticorpos em cées errantes e caes
atendidos em clinicas veterinarias, relataram uma soroprevaléncia de 9,20% para N. caninum,
por meio do teste de Elisa.

Em pesquisa realizada com caes da cidade de Campina Grande, estado da Paraiba, foi
diagnosticado uma soroprevaléncia de 8,39% (24/286) para N. caninum, com titulos maior ou
igual a 1:50, por meio da IFI (AZEVEDO et al., 2005). Enquanto, em estudos conduzidos por
Cassol et al. (2005) com caes de area rural da regido Nordeste do estado de S&o Paulo,
observaram uma soropositividade de 4,0%, também por meio da IFI.

Jesus et al. (2006), em estudo realizado com soros de cdes domiciliados e errantes das
cidades de Salvador e Lauro de Freitas, estado da Bahia, encontraram uma freqiiéncia de
13,30% (22/165) e 11,20% (28/250) das amostras para anticorpos anti-N. caninum,
respectivamente.

No estado do Maranhdo, anticorpos contra N. caninum foram detectados em cées
errantes do municipio de Sdo Luis — MA, com uma frequéncia de 45% através da técnica de
IFI, ndo havendo diferenca significativa entre machos e fémeas (TEIXEIRA et al., 2006a).

Em outro estudo realizado com cées de propriedades rurais da regido metropolitana de S&o
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Luis — MA, foi encontrada uma frequéncia de 61,76%, com titulos variando de 1:50 a 1:800
(TEIXEIRA et al., 2006b).

Aguiar et al. (2006), analisando amostras de soro de cédes de propriedades rurais no
estado de Rondonia, Oeste da Amazdnia, também encontraram uma prevaléncia de anticorpos
de 12,6% (21/174), por meio da IFI.

Romanelli et al. (2007), pesquisando a presenca de anticorpos em cées de propriedades
rurais (fazendas) da cidade de Guarapuava, estado do Parana, diagnosticaram 29,17% (7/24)
dos cdes sororreagentes para anticorpos contra N. caninum. Das nove propriedades
amostradas, cinco (55,56%) tinham cdes soropositivos para N. caninum (titulo > 1:50).

A primeira confirmagéo de infecgéo pelo N. caninum em bovinos foi feita por Thilsted
e Dubey (1989), quando da investigacdo em uma propriedade de bovinos leiteiros cujas
fémeas apresentavam casos de abortos. Nesta espécie o abortamento é a evidéncia clinica
observada em vacas infectadas, podendo ocorrer entre 0 quinto e 0 sexto més de gestacao,
embora possam apresentar a partir do terceiro més até o termino da gestacdo (ANDERSON et
al., 1991; DUBEY et al., 1999). De acordo com Anderson et al. (1991, 1995), a neosporose
encontra-se amplamente difundida em rebanhos bovinos leiteiros da California, sendo
apontada como uma das maiores causas de abortamento.

Estudos realizados por Thurmond et al. (1997), Dubey (1999) e Dubey (2003)
destacaram ser a infeccdo por N. caninum uma das principais causas de abortamentos em
bovinos em diversas partes do mundo, afetando tanto gado leiteiro quanto de corte, contudo o
parasito parece ser mais patogénico para bovinos de leite, sendo caracterizada como
cosmopolita (ANDERSON et al., 2000).

Os fetos infectados congenitamente podem morrer no Utero e serem reabsorvidos,
mumificados, autolisados, natimortos e bezerros infectados podem apresentar baixo peso ao
nascer e distdrbios neuroldgicos, reducdo do reflexo patelar e propriocep¢do, bem como
ocasionar 0 nascimento de animais clinicamente normais, mas cronicamente infectados, ou
apresentarem disturbios neurolégicos como ataxia, exoftalmia, membro posterior ou anterior
flexionado ou hiperextendido (DUBEY, 1999a, 1999b; GENNARI e SOUZA, 2002; FERRE
et al., 2003).

A infeccdo por este parasito tem impacto econdmico especialmente na producao
bovina. Estudos retrospectivos realizados em varios paises do mundo, inclusive no Brasil, em
fetos de bovinos abortados ou natimortos, mostram esta doenca como uma das principais

causas de abortos em bovinos de leite, aumento do tempo de retorno ao servigo, infertilidade
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ou tempo de concepcdo, reducdo da producdo de gordura no leite e reducdo no valor dos
animais (PFEIFFER et al., 1997; TREES et al., 1999).

Acomete bovinos de leite e corte, sendo mais freqliente em rebanhos leiteiros. Varios
autores tém relatado a correlagéo entre a soroprevaléncia e a presenca do aborto (DAVISON
et al., 1999; MAINAR-JAIME et al., 1999). Vacas soropositivas ao N. caninum tém duas a
trés vezes mais chances de abortar do que aquelas com sorologia negativa (WALDNER et al.,
1998; WOUDA et al., 1998; MAINAR-JAIME et al., 1999).

Barr et al. (1995), em estudo realizado com 74 fetos abortados com suposto
diagndstico de neosporose, através de achados histopatologicos ou confirmado por
imunohistoquimica, registraram em 37 (50%) dos fetos positividade, com o titulo de 1:80 pela
Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Entretanto, Wouda et al. (1997) verificaram titulos de 1:25
pela IFI, em 65% dos fetos, cuja avaliagdo imunohistoguimica revelou-se positiva para N.
caninum, demonstrando que em fetos titulos baixos pela IFI foram indicativos de infeccéo.

Estudos tém demosntrados que o parasito estd amplamente distribuido pelo mundo,
sendo estimada uma prevaléncia de 6% em bovinos leiteiros na Inglaterra e no Pais de Gales
(DUBEY 1999a; TREES et al., 1998; DAVISON et al., 1999b). Pesquisas realizadas nos
Estados Unidos diagnosticaram uma soroprevaléncia de 27,5% e 24% (DYER et al., 2000;
SANDERSON et al., 2000).

Examinando amostras sangiiineas de 1121 bovinos leiteiros e 1712 animais de corte,
Quintanilla-Gozalo et al. (1990) diagndsticaram a presenca de anticorpos anti-N. caninum
com prevaléncias de 36,8% e 17,9%, respectivamente, por meio do ELISA.

Na Italia, Otranto et al. (2003), analisando a soroprevaléncia de neosporose em
bovinos asocciada a fatores de riso, detectaram uma preveléncia de 11,4% e 6,0% em bovinos
de leite e corte, respectivamente, por meio do teste de ELISA.

Trabalho conduzido no Iran por Sadrebazzaz et al. (2004) em bovinos de leite
obtiveram prevaléncia de 15,18% (123/810) dos animais sororreagentes para N. caninum por
meio da técnica de IFI, utilizando 1:200 como ponto de corte.

Kashiwazaki et al. (2004) em pesquisa soroepidemioldgica conduzida no Uruguai
verificaram uma frequéncia de 60% em vacas e 20% nos bezerros soropositivos para N.
caninum, sendo considerado como infeccdo adquirida apos 0 nascimento.

Koiwai et al. (2006), pesquisando anticorpos para N. caninum em bovinos leiteiros do
Japdo, estimaram um soroprevaléncia de 5,7% (139/2420) usando o teste de IFI e com ponto
de corte de 1:200, sugerindo que ha infeccdo pelo parasito e esta ocorre devido a transmisséo

vertical e horizontal.
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Na Republica da China, Yu et al. (2006), estudando a presenca de antiorpos anti-N.
caninum em bovinos estimaram uma soroprevaléncia de 17,2% (45/262), sendo que 88,9%
dos rebanhos apresentaram animais soropositivos para o parasito.

Importante se faz destacar que o primeiro relato da infeccdo por N. caninum na
América Latina foi realizado na Argentina, sendo verificada soropositividade por meio da IFI
em 51,5% de vacas leiteiras com historico de abortos (VENTURINI et al., 1995).

Trabalho desenvolvido por Osawa et al. (2002) no Paraguai, verificaram uma
soropositividade de 17,62% em bovinos de corte e 12,17% em bovinos de leite.

Pesquisa desenvolvida em bovinos leiteiros de Aguascalientes, México, Garcia-
Vazquez et al. (2002) obtiveram uma prevaléncia de 59,0% (110/187) dos animais (vacas
holandesas) positivos para anticorpos anti-N. caninum, por meio do teste de ELISA, sendo a
prevaléncia nos rebanhos de 100%. Estudo também realizado no México com fémeas bovinas
foi estimada uma soroprevaléncia de 42%, sendo observada associacdo com casos de abortos
(GARCIA-AZQUEZ et al., 2005).

No Brasil, existem poucas informacbes sobre a real situacdo epidemioldgica da
neosporose bovina, tendo sido relatados a ocorréncia de anticorpos contra N. caninum, com
frequiéncias que variam de 7,60% a 67,80%, em soros de rebanhos bovinos leiteiros e de corte
nos estados de S&o Paulo (BELO et al., 1999; SARTOR et al., 1999; COSTA et al., 2001;
CASSOL et al., 2005), Mato Grosso do Sul (BRAUTIGAM et al., 1996; ANDREOTTI et al.,
1999), Parana, (OGAWA, 2000), Bahia (GONDIM et al., 1999) e Pernambuco (SILVA et al.,
2002), porém em levantamentos soroldgicos nem sempre é possivel fazer comparagdes entre
0s estudos.

Na regido Nordeste do Brasil, Gondim et al. (1999a, 1999b) registraram ocorréncia de
neosporose bovina no estado da Bahia em uma propriedade que apresentava surto de abortos,
onde posterioremente foi realizado um estudo de soropreveléncia por meio da técnica de
Imunofluorescencia Indireta, com soros de 447 fémeas procedentes de 14 propriedades, a fim
de determinar a presenca de anticorpos IgG anti-N. caninum, sendo encontrado em 14,09%
(63) das amostras analisadas e em 92,86% (13) dos rebanhos (GONDIM et al., 1999;
GONDIM et al., 1999a).

Também no Nordeste do Pais, Silva et al. (2002) analisando amostras de soro de
fémaes bovinas de diferentes racas e idades variadas do municipio de Gravata, estado de
Pernanbuco, obtiveram uma fregéncia de 34,75% (163/469) das amostras positivas. No estado

do Maranhdo, Teixeira et al. (2005), pesquisando a presenca de anticorpos IgG anti-N.
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caninum em amostras de soros de bovinos leiteiros procedentes de 21 propriedades rurais da
Ilha de S&o Luis, encontraram uma prevelencia de 33,44% (103/308).

No Norte do Pais, Minervino et al. (2008), pesquisando anticorpos contra o parasito
em soros de bovinos do municipio de Santarém — Pard, encontraram uma prevaléncia de
17,5% em gado de leite e 19,2% em bovinos de corte, por meio da IFI utilizando como ponto
de corte 1:100. Aguiar et al. (2006), examinando amostras de soros de bovinos de
propriedades de leite, corte e mista, detectaram uma prevalencia de 11,2%, 9,5% e 9,7%
reagentes para anticorpos anti-N. caninum, respectivamente.

Varios estudos foram realizados na regido Sul do Pais, sendo que Ogawa et al. (2005)
encontraram no estado do Parand uma frenqliéncia de anticorpos de 12% (45/385) em soros
de bovinos leiteiros pertencentes a 90 propriedades.

Guimaré&es Janior (2002), analisando amostras de soro bovino procedentes do Norte do
estado do Parana, estimou prevaléncias de 21,54% e 12,10% quando analisadas pela RIFI e
pelo Teste de Aglutinagdo (NAT), respectivamente. Na mesma regido, foi diagnosticado uma
prevaléncia de 14,3% em 623 vacas leiteiras, pertencentes a 23 propriedades, sendo que 21
rebanhos (91,3%) apresentaram pelo menos um animal positivo com a freqiiéncia entre
rebanhos variando de 2,9 a 32,1% (GUIMARAES JUNIOR et al., 2004). Enquanto, Locatelli-
Dittrich et al. (2001) pesquisando em vacas leiteiras com histdrico de aborto, detectaram uma
soropositividade de 34,8% (60/172), onde na mesma regido foi possivel o isolamento do
parasito de cérebro de um feto de sete meses de idade, cuja mae tinha historico de trés abortos
consecutivos e era soropositiva (LOCATELLI-DITTRICH, 2004).

Ainda na mesma regido, no estado do Rio Grande do Sul, Corbellini et al. (2002),
estudando cinco propriedades leiteiras onde foram amostradas 223 vacas, obtiveram uma
positividade de 11,2% (25/223) por meio do teste de IFI, sendo que em todas as propriedades
foi observado pelo menos um animal positivo. J& Vogel et al. (2006) relataram a presenca de
anticorpos anti-N. caninum em 11,4% (89/781) das amostras de bovinos pertencentes a 55
propriedades, localizadas em 16 municipios, sendo verificado animais soropossitivos em
todos 0s municipios.

No estado de Sdo Paulo, varias pesquisas foram realizadas: Pituco et al. (1998),
trabalhando com soro de 102 fémeas, proveniente de rebanhos com historico de abortamento,
relataram uma freqiiéncia de 34,3% (35/102) por meio do Elisa. Enquanto, Stobbe (1999)
utilizando 188 vacas primiparas, com ou sem histérico de abortamento verificou
soropositividade em 69 (36,7%) oriundas de 27 rebanhos leiteiros localizados na regido

Noroeste. Sartor et al. (1999) detectaram em 521 fémeas bovinas do estado de Séo Paulo, uma
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alta prevaléncia, utilizando técnicas diferentes nas mesmas amostras de soros, sendo estimado
16,30% quando analisadas pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e 30,13% pelo
Ensaio Imuno Enzimético (ELISA).

Costa et al. (2001) verificaram a presenca de anticorpos em soros de bovinos
pertencentes aos estados de S&o Paulo e Minas Gerais, apresentando uma frequéncia de
16,83% para N. caninum, por meio do teste de IFI com ponto de corte de 1:200.

Sartor et al. (2003) analisando amostras de soros de bovinos leiteiros do municipio de
Avaré, estado de S&o Paulo, por meio da IFI, diagdsticaram 15,9% reagentes para N. caninum
nas dilugdes que variaram de 1:200 a 1:1600, sendo que, quando examinadas pelo o teste de
ELISA foi encontrado 30,5%. Ja Hasegawa et al. (2004) ao estudar a presenca de anticorpos
contra o parasito em soros de bovinos de corte, da regido de Avaré, estado de Sdo Paulo,
encontraram uma positividade de 15,57% (121/777) nos soros analisados.

Cassol et al. (2005) ao analisarem presenca de anticorpos contra N. caninum em
bovinos leiteiros da regido Nordeste do estado de S&o Paulo, encontraram um percentual de
6,27% dos animais sororreagentes, por meio da IFI com ponto de corte de 1:200.

Na regido de Presidente Prudente também no estado de Sdo Paulo, Sarotor et al.
(2005) examinaram soros sangiiineos de bovinos leiteiros (n = 408) e de corte (n = 505), por
meio do teste imunoenzimatico (ELISA), e verificaram presenca de anticorpos anti-N.
caninum em 35,54% dos animais de aptiddo leiteira e 20,00% nos de corte, apresentando
diferenca significativa em rebanhos de leite.

Avaliando a freqliéncia de anticorpos para N. caninum em 584 animais de aptidao
leiteira, pertencentes a 18 rebanhos localizados em 14 municipios do estado de Minas Gerais,
Melo et al. (2001) estimaram uma freqiéncia de 18,66% animais soropositivos, distribuidos
entre vacas, novilhas e bezerros, cuja positividade nos rebanhos variou de 3,7% a 72,72%.

No estado do Rio de Janeiro Munhoz (2004), relatou a presenca de anticorpos em
25,74% dos animais da regido de Resende e 20,38% nos animais do municipio de Rio Claro,
demonstrando haver exposicéo de fémeas bovinas ao agente etiologico N. caninum.

Alguns estudos conduzidos no Brasil, sdo realizados com amostras procedentes de
varios estados, como € o caso do citado por Ragozo et al. (2003), que ao analisarem soros de
bovinos de leiteiro e corte de seis estados brasileiros, diagnosticaram uma frequéncia de
23,68%, sendo verificado maior percentual de positividade em animais com mais de dois
anos. Enquanto, Andreotti et al. (2002), examinado soros de bovinos de corte, encontraram
uma frequéncia de 17,4% nos animais oriundos do estado de Goias; 16,6% no Mato Grosso
do Sul; 41,6% em S&o Paulo e de 30% na regido do Pantanal (ANDREOTTI et al., 2004).
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2.2 Historico, classificacao e ciclo de transmissdo do Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii foi identificado e reportado pela primeira vez em 1908 em uma
espécie de roedor (Ctenodactylus gundi) no Norte da Africa (NICOLLE e MANCEAUX,
1908; BLACK e BOOTHROYD, 2000), tendo como hospedeiros definitivos os felideos,
sendo o0 gato doméstico, 0 mais importante na cadeia epidemioldgica uma vez que elimina
oocistos pelas fezes. Estes contaminam o meio ambiente, 4gua e alimentos, permitindo a
ingestdo por outros animais ou pelo préprio ser humano (DUBEY, 1994).

Esse agente € um protozoario coccidio intestinal intracelular obrigatério, da familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae (TENTER e JOHNSON, 1997), género
Toxoplasma (DUBEY, 1994), tendo os felideos como hospedeiros definitivos, sendo o gato
domestico principalmente, devido eliminar oocistos em suas fezes (FRENKEL et al., 1970;
COURA, 1999), estando presente em todo o mundo (cosmopolita) e acometendo varias
espécies de animais que participam como hospedeiros intermediarios, tais como mamiferos,
aves, répteis, peixes e anfibios (FRENKEL et al., 1970).

O ciclo de vida do parasito se alterna entre um hospedeiro intermediario definido
como hospedeiro dos estagios assexuados, podendo ser mamiferos ou aves, e um hospedeiro
definitivo que sdo felideos que albergam os estagios sexuados (TENTER e JOHNSON, 1997).

De acordo com Guimardes et al. (1992) os cdes errantes possuem elevada
receptividade ao toxoplasma, possivelmente devido ao habito alimentar que facilita a ingestao
de tecidos contaminados com cistos, bem como pelo costume natural de estar sempre
farejando, estando em maior contato com solos que podem conter oocistos esporulados.

Segundo Lindsay et al. (1997) os cdes podem ser veiculadores da disseminacdo de
oocistos do T. gondii por meio da transmissdo mecanica, ja que apds administracdo por via
oral de oocistos do parasito contidos em fezes de gatos, foi constatado que estes podiam
elimina-los através das suas fezes de forma viavel, demonstrando ser esta possibilidade de
grande importancia na cadeia epidemioldgica uma vez que esta espécie animal encontra-se
presente em todo o mundo.

Dessa forma, tem-se conhecimento que a principal via de infeccdo do agente € a oral,
através da ingestdo de alimentos contaminados com oocistos, bradizoitos ou taquizoitos do
parasito, onde os cdes de rua e varias espécies de animais estdo sujeitos a ingestdo de agua,
alimentos e até mesmo de carne crua ou mal cozida de animais que possam estar infectados.

Contudo, a literatura destaca que a infeccdo nos animais e seres humanos pode acontecer
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também por meio da transmissdo transplacentéria, transfusbes sanglineas, assim como

transplantes de érgdos, porém menos freqlientes sengundo Dubey (1994, 1996).

2.2.1 Infeccéo por T. gondii em caninos e bovinos

A toxoplasmose, zoonose cosmopolita, é responsavel por causar abortamentos em
pequenos ruminantes (MASALA et al., 2003), no entanto, em bovinos parece normalmente
ndo causar sinais clinicos da doenga (KLUN et al., 2006), o que justifica poucos trabalhos
realizados com essa espécie. Contudo, por ser um importante agente zoondtico tornam-se
necessarios estudos sobre a epidemiologia, uma vez que mais de um terco da populacédo
humana mundial possui anticorpos para o referido coccidio (FRENKEL, 1990;
NOWAKOWSKA et al.,, 2006). Na espécie humana, o parasito representa Serio risco as
gestantes, sendo responsavel por casos de abortamento e, quando isto ndo ocorre, sao
freqlientes os Obitos logo ap0s o nascimento ou a ocorréncia de problemas oftalmicos e
neurologicos.

A presenca de anticorpos para T. gondii em cées ja foi descrita em varios estudos
realizados em diferentes partes do mundo, com prevaléncias variando entre 20 a 91%
(CABRAL et al., 1998; MINEO et al., 2001; DUBEY et al., 2007b), e inclusive no Brasil. O
primeiro registro na espécie canina ocorreu em 1910, na Italia e, no Brasil, em 1911
(VIDOTTO, 1992). Alguns estudos destacam ser a espécie canina importante como sentinela
da presenca do parasito no ambiente. Segundo Germano et al. (1985), a infec¢cdo da populagéo
canina de uma determinada area pode significar que a mesma representa um nicho ecologico
para o parasito, sendo um risco a populacdo humana (GERMANO et al., 1985).

Estudo soroepidemiolégico realizado por Wanha et al. (2005), pesquisando presenca
de anticorpos anti-T. gondii em soros de cdes da zona rural e urbana de Vienna, relataram uma
soroprevaléncia de 26% (62/242) nos animais estudados.

Dubey et al. (2007a), pesquisando anticorpos para T. gondii em soros de cdes do Sri
Lanka, por meio de teste de aglutinagdo modificado, determinaram uma prevaléncia de
67,44% (58/86), com titulos variando de 1:20 a 1:1280.

No Brasil, a infeccdo por T. gondii foi determinada por meio de inquéritos
soroepidemiologicos em cdes ja relatada nos estados da Bahia (BARBOSA et al., 2003),
Minas Gerais (GUIMARAES et al. 1992; CABRAL et al., 1998; MINEO et al., 2001;
FERNANDES et al., 2004; MINEO et al. 2004), Paraiba (AZEVEDO et al., 2005), Parana
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(FREIRE et al., 1992; NAVARRO et al., 1997; GARCIA et al., 1999; ROMANELLI et al.
2007), Séo Paulo (GERMANO et al., 1985; DOMINGUZ et al., 1998; LANGONI et al.,
2000; RACHED et al., 2001; GENNARI et al., 2002; SOUSA et al. 2003; CASSOL et al.,
2005), Rio Grande do Sul (SCALCO et al., 2000) e Ronddnia (CANON-FRANCO et al.,
2003).

Em inquérito soroldgico realizado com 657 amostras de cdes da cidade de Campinas,
estado de S&o Paulo, utilizando como teste de analise a IFI para pesquisa de anticorpos anti-T.
gondii, foi diagnosticada uma prevaléncia de 91% de positividade, considerado-se positivo na
diluicho de 1:16, ndo apresentando diferencas significativas quanto ao sexo e idade.
GERMANO et al. (1985).

No estado de Minas Gerais, Guimarées et al. (1992), estudando a frequéncia de cées
atendidos no Hospital Veterinario da UFMG soropositivos para anticorpos anti-T. gondii, por
meio da IFI, relataram que das 243 amostras de soros analisadas foi observado positividade de
47,3%, sendo que do total de animais positivos 54,3% apresentaram titulo de 1:16, 30,7%
com titulo de 1:64 e 9,6% tinham titulo de 1:256, virificando-se também maior nimero de
animais positivos (62%) na faixa etaria de dois a cinco anos.

Freire et al. (1992) diagnodsticaram a presenca de anticorpos anti-T. gondii em 254
amostras de soro de cdes coletados no Hospital Veterinario de Londrina, Parana, detectando
uma frequéncia de 75,98% de positividade nas amostras analisadas, sendo que o ponto corte
de 1:16, utilizando também a RIFI.

Navarro et al. (1997) estudaram 312 amostras de plasma de cées atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, estado do Parana, observando freqliéncia
de 23,40% de animais positivos, existindo diferencas estatisticas significativas em relacéo a
raca e idade dos animais, contudo, ndo houve diferenca quanto ao sexo.

Dominguez et al. (1998), pesquisando anticorpos 1gG anti-T. gondii em 276 amostras
sanglineas de cdes do municipio de Jaboticabal - SP, detectaram que 46,01% (127) dos
animais amostrados foram positivos pela técnica de IFI.

Estudo conduzido com o objetivo de pesquisar anticorpos anti-Leishmania sp., anti-
Trypanosoma sp. e anti-T. gondii no soro de 327 cées procedentes de area rural do municipio
de Uberlandia, Minas Gerais, obtiveram uma prevaléncia de 55% dos animais sororreagentes
para anticorpos 1gG anti-T. gondii, por meio da técnica de IFI (CABRAL et al., 1998).

Garcia et al. (1999), estudando a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em cdes de
propriedades rurais do municipio de Jaguapitd - Parana, considerando reagentes titulos > 1:16,

por meio da IFI, observaram um soropositividade de 84,1% (159/189) das amostras testadas,
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com titulos variando de 1:16 a 1:4096, ndo sendo verificada associacdo significativa em
relagdo a variavel sexo, porém a menor prevaléncia ocorreu em animais com menos de oito
meses de idade.

Langoni et al. (2000), realizando inquérito soroldgico para presenca anticorpos 1gG
anti-T. gondii, em 114 amostras sangiineas de cédes, por meio da IFI, estimaram uma
frequéncia de 39,6% de positividade, ndo havendo associa¢des significativas em relacdo ao
sexo, raga, contato com gatos e habitos alimentares.

Segundo Souza et al. (2003), a soroprevaléncia de cdes de propriedades bovinas
leiteiras da zona rural da regido Norte do estado do Parana e de zona urbana do estado de S&o
Paulo, foi de 34,33% (46/134) e 19,73% (219 /1110) para anticorpos anti-T. gondii,
respectivamente.

Na regido Nordeste do Pais, Barbosa et al. (2003), encontraram uma prevaléncia de
63,55% para T. gondii em cées errantes da cidade de Salvador-Bahia, também por meio da
RIFI. Também em estudo com cdes da cidade de Campina Grande, estado da Paraiba, foi
determinada uma prevaléncia de 45,10% (129/286) para T. gondii, onde foram considerado
positivos aqueles com titulos > 1:16. Ja a presenca simultdnea de anticorpos nas amostras
analisadas para os parasitos estudados foi de 4,89% (14/286) (AZEVEDO et al., 2005).

Mineo et al. (2004), estudando a presenca de anticorpos em cées errantes e cdes
atendidos em clinicas veterinarias no estado de Minas Geralis, relataram uma soroprevaléncia
de 30,30% para T. gondii, por meio do teste de Elisa. Observaram também que o grupo de
caes errantes apresentou uma maior taxa de positividade para o parasito estudado, sendo que
os altos valores encontrados parecem ser fortemente influenciados pela origem dos animais e
condicdes de vida.

Cassol et al. (2005), no estado de Séo Paulo, analisando amostras de soros de cées para
pesquisa de anticorpos anti-T. gondii constataram que 36% apresentaram reacdes positivas
para infeccdo toxoplasmica.

Romanelli et al. (2007), verificando a presenca de anticorpos em cées de propriedades
rurais (fazendas) da cidade de Guarapuava, estado do Parana, diagnosticaram 20,83% (5/24)
para anticorpos anti-T. gondii. Sendo que do total de nove propriedades amostradas, cinco
(55,56%) tinham cédes soropositivos com titulo > 1:16).

Sdo relativamente escassos 0s estudos sobre a infeccdo por T. gondii em bovinos,
apesar da ampla distribuicdo do parasito, particularmente no Brasil onde pouco se conhece da

condicdo epidemioldgica da toxoplasmose (MORE et al., 2007).
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Pesquisa realizada em bovinos leiteiros e bufalas da regido Sudeste do Vietnam para
determinagéo de anticorpos anti-T. gondii constataram que 10,5% e 3,0% dos animais foram
soropositivos, respectivamente (HUONG et al., 1998).

Yu et al. (2006), na Republica da China, conduziram estudos sorolégicos em 262
amostras sanglineas de bovinos leiteiros, a fim de determinar a prevaléncia de anticorpos
anti-T. gondii por meio de teste comercial de aglutinagdo indireto, obtiveram um valor de
2,3%.

Estudos soroldgicos em bovinos no Brasil para anticorpos anti-T. gondii foram
realizados nos estados da Bahia (GONDIM et al., 1999), Minas Gerais (COSTA e COSTA,
1978; COSTA et al., 2001), Pernambuco (SILVA, 2003), no Parana (MARANA et al., 1995;
GARCIA et al., 1999; DAGUER et al.,, 2004; OGAWA et al., 2005), Rio de Janeiro
(ALBUQUERQUE et al., 2005), Sdo Paulo (COSTA et al., 1978; COSTA et al., 2001;
CASSOL et al., 2005).

No Brasil, Costa e Costa (1978) pesquisando presenca de anticorpos contra T. gondii
em soros de bovinos leiteiros pertencentes a propriedades ruais dos municipios de Botelhos e
Pocos de Caldas, estado de Minas Gerais, estimaram uma freqiiéncia de 12%, por meio da IFI,
sendo que os titulos de anticorpos variaram de 1:64 a 1:1024.

Estudando a presenca de anticorpos anti-T. gondii em bovinos e seres humanos de
propriedades rurais do estado do Parana, Garcia et al. (1999), estimaram prevaléncia de 25,8%
do total de animais examinados, por meio da reacdo de IFI.

Na regido Nordeste do Brasil, Gondim et al. (1999), realizando pesquisa sorolégica
para anticorpos anti-T. gondii em 194 bovinos, por meio do teste de aglitunacdo em latex com
diluicdo de 1:64, verificaram um percentual de 1,03% dos animais positivos. Silva et al.
(2002), também no Nordeste, analisando amostras de soro de fémeas bovinas de diferentes
racas e idades variadas do municipio de Gravata, Agreste do estado de Pernambuco,
encontraram uma freqliéncia de 2,60% (12/469) das amostras positivas.

Costa et al. (2001) examinaram 600 amostras de soros de bovinos pertencentes aos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais para deteccdo de anticorpos por meio da IFI, verificando
frequéncia de 49,17%. Os autores relataram que em todos os municipios analisados foi
detectada a presenca de animais soropositivos.

Em estudo epidemioldgico realizado com bovinos de oito municipios do estado de Sdo
Paulo, Cassol et al. (2005) verificaram que 34,8% dos animais foram sororreagentes para anti-

T. gondii.
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Daguer et al. (2004) conduziram estudos utilizando a IFI e analisaram 348 amostras de
soros de bovinos de matadouros da microrregido de Pato Branco — Parand, verificando 41,4%
das amostras reagentes para anticorpos anti-T. gondii, tendo como ponto de corte 1:64. Ja
Ogawa et al. (2005) pesquisando a presenca de anticorpos anti-T. gondii em bovinos de leite
da regido Norte do estado do Parand, examinando 385 amostras pertencentes a 90
propriedades de 12 municipios, encontraram uma frequiéncia de 26% sororreagentes.

Albuquerque et al. (2005), analisando amostras de soros de bovinos leiteiros do Vale
do Paraiba Sul Fluminense, no estado do Rio de Janeiro, estimaram uma prevaléncia de
14,8% utilizando a IFI e tendo como ponto de corte 1:64. Os mesmos autores observaram que
em relagdo aos municipios estudados, 15,3% (48/314) dos animais positivos eram de Resende
e 14,2% (39/275) de Rio Claro.

2.3 Diagnadstico do Neospora caninum e Toxoplasma gondii

O diagnostico diferencial destas protozooses com outras enfermidades de carater
infeccioso € considerado bastante complexo uma vez que os sinais clinicos sdo semelhantes.
No entanto, com o isolamento dos parasitos foram desenvolvidos testes de imunodiagndsticos,
ja que estes necessitam de antigeno para suas padronizacdes. Com isso, varias técnicas de
diagnostico tém sido empregadas no estudo da neosporose e toxoplasmose, a exemplo dos
testes soroldgicos, histopatoldgicos, imunohistoquimicos e moleculares.

Neste contexto, os testes soroldgicos sdo os mais utilizados para diagnosticar
anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii, quando de uma possivel causa de abortamento ou
mesmo na selecdo dos bovinos para compra e venda, assim como para determinar a
prevaléncia em rebanhos e regides. Atualmente, os testes mais utilizados séo:
imunofluorescéncia indireta (IFI), o teste de aglutinacdo direta (NAT), ensaios
imunoenzimaticos de adsorcdo em fase solida (ELISA) e o “Western blots” (CAMARGO,
1964; BJORKMAN e UGGLA, 1999; ATKINSON et al., 2000).

A deteccdo de anticorpos especificos para N. caninum e T. gondii é um importante
instrumento para avaliar a exposi¢cdo dos animais aos protozoarios, assim como Vverificar
possiveis riscos de ocorréncia das doencas (HEMPHILL et al., 1999). Por outro lado, a
identificacdo de lesBes tipicas presentes nos tecidos dos hospedeiros é fundamental para o
diagndstico conclusivo das parasitoses (DUBEY et al., 2006).

Tratando-se de confiabilidade e praticidade, o teste soroldgico possui vantagens

devido a sua utilizacdo ante mortem ou post mortem, além do diagnostico possibilitar a
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diferenciagéo entre infecgdes agudas e cronicas dentro dos rebanhos (INNES et al., 2005;
DUBEY et al., 2007b). Sendo assim, a técnica bastante utilizada para a detec¢do de anticorpos
IgG anti-N. caninum e anti-T. gondii é a Imunofluorescéncia Indireta (IFl), a qual € tida como
padrdo ouro para diagndstico dos protozoadrios em questdo (DUBEY et al., 1988;
CAMARGO, 1964; ANDERSON et al., 2000). Portanto, 0 uso de taquizoitos intactos, assim
como a ndo possibilidade de reacGes cruzadas, faz com que a IFI se destaque como técnica de
eleicdo para deteccdo de anticorpos anti-N. caninum (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

2.4 Controle e profilaxia da neosporose e toxoplasmose

Para prevenir ou minimizar as perdas na producdo pecudria ocasionadas pelos
protozoarios, especificadamente N. caninum e T. gondii, tém-se empregado, quase que
exclusivamente, o uso de medidas relacionadas ao manejo dos animais, uma vez que n&o
existe até 0 momento tratamentos e vacinas eficientes para se combater estas parasitoses,
desta forma medidas de controle e profilaxia fundamentados nos aspectos epidemiologicos
conhecidos sdo realizadas com a finalidade de evitar a disseminagdo da doenca. Dijkstra et al.
(2002b), recomendaram que cées ndo devam ter acesso as instalagcdes, a fonte de agua ou
alimentos fornecidos aos animais, a fim de evitar uma possivel contaminacdo, por meio de
suas fezes.

Basso et al. (2001) e Dijkstra et al. (2001) relataram que deve ser impedida a ingestéo
de placentas, carcacas e alimentacdo como carne crua ou mal cozida pelos caes. Outros
autores, Tress et al. (1999), destacaram ser a transmissdo horizontal uma via ainda pouco
comprovada entre fémeas bovinas, entretanto, alguns tém indicado o descartes das fémeas
positivas, devido a forte participacdo na transmissdo vertical.

Em relacdo a toxoplasmose, devem ser adotadas medidas no sentido de que a infec¢éo
de cdes e gatos seja controlada através da escolha da alimentacdo destes animais, nao
permitindo o consumo de carne crua ou mal-cozida, prevenindo assim a exposicao a cistos
teciduais. Estes animais devem ser mantidos domiciliados e bem alimentados, prevenindo que
venham a cacar roedores e aves que possam estar infectados. A educacdo da populacdo, em
geral é considerada uma simples e potente forma para o controle da toxoplasmose
(LEIGHTY, 1990).
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41 PREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora caninum
(Apicomplexa: Sarcocystidae) EM BOVINOS LEITEIROS DE
PROPRIEDADES RURAIS EM TRES MICRORREGIOES DO ESTADO
DO MARANHAO, BRASIL

PREVALENCE OF ANTI-Neospora caninum (Apicomplexa: Sarcocystidae)
ANTIBODIES IN DAIRY CATTLE IN RURAL PROPERTIES OF
THREE MICRORREGIONS OF THE MARANHAO STATE, BRAZIL

ABSTRACT

The objective in the present study was to research the prevalence of anti-Neospora caninum in
812 samples of blood serum of dairy cattle from farms of seven municipalities of
microrregions of Itapecuru-Mirim, Middle Mearim and President Dutra, state of Maranhéo,
Brazil. For the calculation of sample size, it was considered a seroprevalence of 34.7% for N.
caninum, with a maximum error of 9.5% and a confidence interval of 95%. To detect
antibodies, it was used the technique of Indirect Immunofluorescence (IFI), with the cut-off of
1:200, using as antigen, tachyzoites strain NC-1, maintained in cell culture in the Laboratory
of Diagnosis of Parasitism of the Animals, School of Veterinary Medicine of the Federal
University of Bahia - Brazil. Of the total samples, it was obtained a prevalence of 50.74%
(412/812). The titles ranged from 1:200 to 1:6400, distributed as follows: 108 (26.21%) of
serum samples showed title of 1:200; 132 (32.04%) 1:400; 94 (22.81%) 1:800; 46 (11.16%)
of 1:1600; 23 (5.58%) of 1:3200 and nine (2.18%) with titers of 1:6400. Among the
microrregides the Itapecuru-Mirim showed the lowest percentage of animals seropositive
(20.69%) and President Dutra the largest (47.66%). It was observed higher prevalence of
seropositives in females (46.80%) than in males (52.46%). According to microrregions, sex
and age, there was no significant difference (P> 0.05). The results register for the first time
the prevalence of anti-N. caninum antibodies in dairy cattle of microrregions of Itapecuru-

Mirim, Middle Mearim and President Dutra, state of Maranhao, Brazil.

Key words: Neospora caninum, seroprevalence, bovine neosporosis, Maranhao.
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RESUMO

Objetivou-se, no presente estudo, pesquisar a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora
caninum em 812 amostras de soros sangiiineos de bovinos leiteiros procedentes de
propriedades rurais de sete municipios das microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim
e Presidente Dutra, estado do Maranhdo, Brasil. Para o célculo do tamanho da amostra,
considerou-se um soroprevaléncia de 34,7% para N. caninum, com erro maximo de 9,5% e
intervalo de confianca de 95%. Para a detec¢do da presenca de anticorpos da classe 1gG,
utilizou-se a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), com ponto de corte 1:200, usando
como antigeno, taquizoitos da cepa NC-1, mantida em cultura celular no Laboratdrio de
Diagnostico das Parasitoses dos Animais da Escola de Medicina Veterinaria da UFBA. Do
total de amostras analisadas, encontrou-se uma prevaléncia de 50,74% (412/812). Os titulos
variaram de 1:200 a 1:6400, assim distribuidos: 108 (26,21%) amostras de soro apresentaram
titulo de 1:200; 132 (32,04%) 1:400; 94 (22,81%) 1:800; 46 (11,16%) 1:1600; 23 (5,58%)
1:3200 e nove (2,18%) com titulos de 1:6400. Dentre as microrregides, a Itapecuru-Mirim
apresentou o menor percentual de animais soropositivos (20,69%) e Presidente Dutra 0 maior
(47,66%). Com relacdo a variavel sexo, observou-se maior prevaléncia de sororreagentes nas
fémeas (46,80%) do que nos machos (52,46%). Em relacdo as variaveis microrregides, sexo e
idade, verificou-se que ndo houve diferenca significativa (P>0,05). Os resultados registram a
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em bovinos leiteiros das microrregides de

Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhéo, Brasil.

Palavras-chave: Neospora caninum, soroprevaléncia, neosporose bovina, Maranhdo.
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4.1.1 INTRODUCAO

A neosporose bovina é uma infeccdo parasitéaria ocasionada pelo protozoério coccidio
Neospora caninum (DUBEY et al., 1988), sendo considerada uma das principais causas de
abortamentos em bovinos, em varias regides do mundo (THILSTED e DUBEY, 1989;
ANDERSON et al., 1991; DUBEY e LINDSAY, 1996, DUBEY, 1999). Esse agente é
transmitido de forma horizontal e vertical, sendo este Gltimo o principal meio de transmissao
em bovinos, podendo ocasionar abortos, natimortos, nascimento de bezerros infectados
apresentando sinais neuroldgicos, além de alterac6es reprodutivas, tais como, repeticdo de cio,
infertilidade e baixo desempenho reprodutivo em bovinos, caprinos e ovinos (DUBEY et al.,
1992; CONRAD et al., 1993; DUBEY e LINDSAY, 1996; GONDIM et al., 2004a).

Segundo McAllister et al. (1998), Dubey (2003), Gondim et al. (2004b), a transmissao
da infeccdo da-se também por via horizontal, em que os cdes domesticos e coiotes,
hospedeiros definitivos, podem eliminar oocistos do parasito pelas fezes contaminando agua,
alimentos e pastagens, e estes, quando esporulados e ingeridos pelos hospedeiros
intermediarios, sdo fontes de infeccdo. Dijkstra et al. (2002) relataram que cées alimentados
com placentas provenientes de vacas soropositivas para N. caninum eliminam oocistos nas
fezes, confirmando que restos placentarios constituem tambem uma fonte de infeccdo.

Nos bovinos, a enfermidade é caracterizada por abortos que se constituem na
evidéncia clinica observada nas vacas infectadas, podendo ocorrer entre 0 quinto e 0 sexto
més de gestacdo, embora possam se apresentar a partir do terceiro més até o término da
gestacdo (ANDERSON et al, 1991, 1997; DUBEY, 1999). Os fetos infectados
congenitamente podem morrer no Utero, serem reabsorvidos, mumificados e autolisados.
Bezerros infectados podem apresentar baixo peso ao nascer e distdrbios neurolégicos, bem
como pode ocorrer 0 nascimento de animais clinicamente normais, mas cronicamente
infectados, ou apresentarem distarbios neurolégicos como ataxia, exoftalmia, membro
flexionado ou hiperestendido (GENNARI e SOUZA, 2002; FERRE et al., 2003).

O N. caninum possui ampla distribuicdo geogréafica e ocorre tanto em regides de clima
tropical e subtropical quanto em zonas de clima temperado (DUBEY e LINDSAY, 1996;
DAVISON et al., 1999; GONDIM et al., 1999). Nos Estados Unidos da América esse parasito
é responsavel por perdas econémicas significativas, devido aos disturbios reprodutivos em

rebanhos bovinos leiteiros (ANDERSON et al., 1991). No Brasil, 0s prejuizos determinados
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por N. caninum ndo foram estimados, no entanto, a neosporose é uma das principais causas de
abortos em rebanhos bovinos no Pais (CORBELLINI et al., 2002; SARTOR et al., 2005).

Anticorpos anti-N. caninum em bovinos de leite e corte jA foram detectados em
diversas regides do mundo (KASHIWAZAKI et al., 2004; KOIWAI et al., 2006; MORE et
al., 2007), e inclusive no Brasil. Sendo o diagndstico soroldgico realizado por meio do teste
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), que detecta anticorpos especificos, indicativo de
infecgdo pelo parasito (PARE et al., 1995, MINERVINO et al., 2008).

Varios estudos soroepidemioldgicos foram realizados no Pais em bovinos leiteiros e
de corte com freqliéncia soroldgica variando de 6,27% (CASSOL et al., 2005) a 67,85%
(BELO et al., 1999; MELO et al., 2001), por meio dos testes de IFI e Elisa, nos diferentes
Estados. No entanto, nem sempre podem ser feitas inferéncias por causa do uso de diferentes
técnicas soroldgicas, pontos de corte ou até mesmo da forma de como sdo amostrados 0s
animais.

No Brasil, a deteccdo de anticorpos para N. caninum tem sido descrita em bovinos
leiteiros e de corte nos estados: da Bahia (GONDIM et al., 1999); Maranhdo (TEIXEIRA et
al., 2005); Mato Grosso do Sul (ANDREOTTI et al., 2004); Minas Gerais (COSTA et al.,
2001; RAGOZO et al., 2003); Pernambuco (SILVA et al., 2002); no Parana (RAGOZO et al.,
2003; GUIMARAES JUNIOR et al., 2004; OGAWA et al., 2005); Rio de Janeiro (RAGOZO
et al., 2003); Rio Grande do Sul (CORBELLINI et al., 2002, VOGEL et al., 2006); Rondbnia
(AGUIAR et al., 2006); Santa Catarina (CORBELLINI et al., 2001); S&o Paulo (STOBBE,
1999; BELO et al., 1999; COSTA et al., 2001; SARTOR et al., 2003; RAGOZO et al., 2003;
CASSOL et al., 2005). Contudo, para que se estabeleca um programa de controle da
neosporose e sejam avaliados 0s possiveis prejuizos causados a pecuaria brasileira, faz-se
necessario o conhecimento da real situacdo epidemioldgica dessa enfermidade no Pais.

Dessa forma, embora o parasito N. caninum apresente ampla distribui¢cdo, em muitas
regibes geograficas do Brasil pouco se conhece sobre a condicdo epidemiologica da
neosporose. Assim, este estudo teve por propdsito determinar a prevaléncia de anticorpos
anti-N. caninum em bovinos leiteiros procedentes de propriedades rurais de trés microrregides

do estado do Maranhdo, Brasil.
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4.1.2 MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado com bovinos leiteiros provenientes de propriedades rurais,
localizadas em sete municipios das microrregides de Itapecuru-Mirim (3°24° S; 44°20° W),
M¢édio Mearim (4°34° S; 44°39° W) e Presidente Dutra (5°14° S; 44°30° W), mesorregides
Norte e Centro Maranhense do estado do Maranhdo, conforme divisdo politico-administrativa
da Geréncia de Planejamento e Desenvolvimento Econémico, Laboratério de
Geoprocessamento/UEMA (GEPLAN, 2002), durante o periodo de maio a setembro de 2007.

Essas microrregides estdo incluidas na area que faz parte da bacia leiteira do estado do
Maranh&o, sendo o rebanho bovino leiteiro do Estado de aproximadamente 580.405 cabegas
(9% do rebanho total). Dessas, estima-se um numero de 462.459 vacas ordenhadas, com
producéo leiteira de 286.857 litros/ano (IBGE, 2006).

Calculo e coleta das amostras

O tamanho da amostra foi determinado, utilizando a férmula N = Z% x P(100-P)/e?,
admitindo um grau de confianca de 95% (STEVENSON, 1981). O célculo foi realizado
adotando o valor de 34,7% para a prevaléncia esperada, segundo resultados publicados por
Silva et al. (2002), referente a prevaléncia em bovinos leiteiros do municipio de Gravata - PE,
considerando-se um erro de 9,5% da prevaléncia a ser determinada no estudo. Obteve-se,
usando a formula, uma amostra minima de 800 animais, contudo, foram coletadas 812
amostras de bovinos leiteiros, sendo a escolha dos municipios, das propriedades e dos animais
de acordo com a conveniéncia, facilidade de acesso e a disponibilidade dos produtores. O
estudo consistiu na aplicacdo de um questionario investigativo em cada propriedade, uma
ficha clinica individual, com a finalidade de obter informacdes a respeito do manejo sanitario,
alimentar e reprodutivo, bem como o sexo, a idade e raca de cada animal, e da pesquisa
sorolégica de anticorpos.

Foram visitadas 27 propriedades rurais de gado leiteiro, sendo coletadas as amostras
séricas de bovinos, através de venopuncdo da jugular, de machos e fémeas e diferentes faixas

etarias, puros Bos taurus ou mestico B. taurus x B. indicus, aparentemente saudaveis.
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Coletaram-se 10 mL de sangue, sem anticoagulante, apds prévia anti-sepsia com alcool
iodado 3,0%, em tubos de ensaio individuais, devidamente esterilizados e identificados.

A distribuicdo das amostras sangliineas (n = 812) das trés microrregides definiu-se da
seguinte forma: Itapecuru-Mirim (n = 168), Médio Mearim (n = 257), e Presidente Dutra
(n=387). Procedeu-se 0 agrupamento dos animais de acordo com a faixa etaria: zero a dois
anos (n = 176), dois a quatro anos (n = 188), quatro a seis anos (n = 277), seis a 0ito anos
(n =123) e acima de oito anos (n = 48); e o0 sexo: fémeas (n = 751) e machos (n = 61).

Processamento das amostras

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia do Curso de
Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Estadual do Maranhé&o,
onde foram centrifugadas a 1000xG, durante cinco minutos para obtencdo dos soros. Estes
foram aliquotados em tubos plasticos de polipropileno com capacidade de 1,5 mL
(eppendorfs) individuais, sendo cada amostra feita em triplicata, e armazenados a —20°C até a
realizacdo do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para deteccdo de anticorpos IgG anti-
N. caninum, com ponto de corte de 1:200, considerado uma titulacdo indicativa de infeccao
por N. caninum em bovinos (CONRAD et al., 1993; DUBEY e LINDSAY, 1996).

Utilizaram-se como antigenos, taquizoitos da cepa NC-1 isolada de um céo e mantida
em cultura celular (DUBEY et al., 1988), no Laboratorio de Diagnostico das Parasitoses dos
Animais da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da Bahia
(LDPA/UFBA), e o conjugado comercial anti-bovino IgG (Sigma, USA, F7887) marcado
com isotiocianato de fluoresceina. Consideraram-se positivas as amostras reativas que
apresentavam fluorescéncia periférica total do taquizoitos, conforme Paré et al. (1995), Dubey
e Lindsay (1996), e soros controles provenientes de animais sabidamente positivo e negativo
usados quando das analises. Para as amostras positivas, posteriormente foram realizadas
diluicBes seriadas a partir da diluicdo inicial de 1:200, afim de definir o titulo maximo das

reacéo.
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Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando os testes de
Qui-quadrado (x?), com nivel de significancia de 5%, e exato de Fisher quando da néo
possibilidade de utilizacdo do %2 para avaliacdo epidemiolégica dos resultados soroldgicos,

segundo Sampaio (1998).

4.1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se analisarem as 812 amostras de soro bovinos para deteccdo de anticorpos 1gG
anti-N. caninum, observou-se uma prevaléncia de 50,74% (412) sororreagentes, indicando que
estes animais em algum momento tiveram contato com o parasito. Das amostras positivas,
verificou-se que os titulos de anticorpos variaram de 1:200 a 1:6400, assim distribuidos: 108
(26,21%) das amostras de soro apresentaram titulo de 1:200; 132 (32,04%) de 1:400; 94
(22,81%) de 1:800; 46 (11,16%) de 1:1600, 23 (5,58%) de 1:3200 e nove (2,18%) com titulos
de 1:6400 (Tabela 1).

A prevaléncia encontrada nesse estudo € considerada alta, ndo obstante, este achado é
possivel devido a presenca de cdes em todas as propriedades estudadas, podendo ser este um
importante fator de risco na transmissdo do agente etioldgico, o que justifica a caracterizacao
das microrregies maranhense como areas de exposi¢do dos rebanhos bovinos ao parasito.
Embora exista dificuldade na comparacdo dos resultados do presente estudo com outros ja
realizados, devido a diferencas no uso da técnica de diagnostico utilizada, assim como o ponto
de corte e os animais amostrados, contudo, o valor de prevaléncia encontrado no presente
estudo esta de acordo com outros observados em outras regides do Brasil.

Comparando-se 0s resultados obtidos no presente estudo com outros realizados em
bovinos leiteiros que utilizaram como método de deteccdo de anticorpos a IFI, verificou-se
serem 0S mMesmos superiores aos citados por Gondim et al. (1999), Silva et al. (2002) e
Minervino et al. (2008) que encontraram 14,1% no estado da Bahia, 34,7% em Pernambuco e
17,5% em Santarém - Para, respectivamente.

Resultado superior ao do presente estudo foi descrito por Belo et al. (1999) em
bovinos da regido nordeste do estado de Sdo Paulo, onde observaram a presenca de 62,90%
dos animais soropositivos para anticorpos anti-N. caninum, por meio da IFl. Dado também

superior foi encontrado por Guimardes Janior (2003) no estado do Parana, quando
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trabalhando com amostras séricas de bovinos leiteiros encontrou uma prevaléncia de 54,5%
(225/413), por meio do teste de Elisa. Enquanto que analisando as mesmas amostras por meio
da IFI, encontrou um resultado bem inferior (21,6%) ao observado neste estudo.

Com relacdo ao titulo de anticorpos, observou-se uma elevada prevaléncia de soros
bovinos que reagiram para anticorpos anti-N. caninum nas dilui¢cbes entre 1:800 e 1:6400
(Tabela 1), concordando com os resultados descritos por Koiwai et al. (2006), entretanto,
diferindo dos valores citados por Kashiwazaki et al. (2004) que encontraram maior taxa de

prevaléncia dos titulos entre 1:200 e 1:800.

Tabela 1. Frequéncia de anticorpos 1gG anti-Neospora caninum (RIFI > 200) em soros de
bovinos leiteiros criados nas Mesorregides Norte e Centro Maranhense, Maranh&o, Brasil,

segundo a reciproca do titulo, 2008

Reciproca do . Frequéncia
Positivos (N)

Titulo Absoluta Relativa
200 108 13,30% 26,21%
400 132 16,26% 32,04%
800 94 11,58% 22,81%

1600 46 5,66% 11,16%

3200 23 2,83% 5,58%

6400 09 1,11% 2,18%

Total 412 50,74% (412/812) 100,00% (412/412)

N = ndmero de amostras

Aguiar et al. (2006), no estado de Rond6nia, analisando soros de bovinos também por
meio da IFI, verificaram a presenca de anticorpos anti-N. caninum, com maior prevaléncia
nos titulos de 1:50 a 1:800, dados estes contrarios aos observados no presente estudo. Em
outra pesquisa, Ragozo et al. (2003), pesquisando anticorpos contra o parasito em questdo em
soros de bovinos procedentes de seis Estados brasileiros, por meio da IFI, constataram um
maior percentual de amostras que variaram de 1:25 (24,3%) a 1:1600 (5,8%), valores estes
diferentes aos observados neste trabalho.

Segundo Dubey (1999) e Lindsay et al. (1999), titulos de anticorpos IgG igual ou
maior a 1:800 sdo sugestivos de quadro de neosporose clinica, entretanto, neste estudo, foram
detectados 172 bovinos com titulos > 1:800, e nem todos apresentavam sinais clinicos da

infeccdo, no caso, histérico de abortamentos. Conrad et al. (1993) relataram que fémeas apds



69

abortarem podem apresentar uma diminuigdo nos titulos de anticorpos, entretanto, niveis altos
podem ser observados entre 0 quarto e quinto més de prenhes, provavelmente por causa da
reativacdo da infecgéo.

De acordo com as microrregides estudadas, a soroprevaléncia foi de 19,18% (79) nos
rebanhos da microrregido de Itapecuru-Mirim, 30,58% (126) na Médio Mearim e 50,24%
(207) na de Presidente Dutra, ndo sendo observado diferenca significativa (P>0,05) de
soropositividade nos animais, entre as microrregides estudadas, segundo o teste y* (Tabela 2).
Sendo o percentual de propriedades com pelo menos um ou mais animais sororreagentes de
100%. Ragozo et al. (2003), trabalhando com bovinos leiteiros de seis regides brasileiras
também ndo observaram diferencas nos valores de ocorréncia para N. caninum, apesar das

diferencas de manejo e condigdes edafoclimaticas existentes entre as regides.

Tabela 2. Freqiiéncia de anticorpos IgG anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros,
segundo as microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra,
mesorregides Norte e Centro Maranhense, no estado do Maranh&o, 2008

] ] Soropositivos Soronegativos Total
Microrregiao
N % N % N %
Itapecuru-Mirim 79 19,18 89 22,25 168 20,69
Médio Mearim 126 30,58 131 32,75 257 31,65
Presidente Dutra 207 50,24 180 45,00 387 47,66
Total 412 100,00 400 100,00 812 100,00

* No foi observado diferenca significativa (P>0,05) entre as microrregides, segundo o teste de /2.

N = nimero de animais

Do total de bovinos examinados, a soroprevaléncia foi de 50,60% (380/751) das
fémeas positivas e 52,46% (32/61) dos machos positivos. Apesar de uma maior prevaléncia
observada em fémeas (46,80%), este fato pode ser explicado devido ser maior o nimero de
fémeas amostradas, no entanto, constatou-se ndo haver diferenca significativa entre 0s sexos
(P>0,05) (Tabela 3).

A soroprevaléncia, de acordo com a faixa etaria, revelou que 20,87% dos animais
positivos tinham idade entre zero a dois anos, 22,82% entre dois a quatro anos, 35,19% entre
quatro a seis anos, 15,78% entre seis a oito anos e 5,34% dos animais com idade superior a
oito anos. Apesar do aumento no nimero de animais positivos esta na faixa etaria entre quatro

e seis anos, isso pode ser explicado devido ao maior nimero de bovinos amostrados. Todavia,
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a analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca estatistica significativa (P>0,05)

entre as faixas etarias (Tabela 4).

Tabela 3. Freqiiéncia de anticorpos 1gG anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros, de

acordo com o sexo, nas microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra,

mesorregides Norte e Centro Maranhense, no estado do Maranh&o, 2008

Resultados Fémea (N = 751)* Macho (N = 61)*
Absoluta Relativa Absoluta Relativa
o 46,80% 50,60% 3,94% 52,46%
Soropositivos
(380/812) (380/751) (32/812) (32/61)
) 45,69% 49,40% 3,57% 47,54 %
Soronegativos
(371/812) (371/751) (29/812) (29/61)
Total 92,49% 100,00% 7,51% 100,00 %
ota
(751/812) (751/751) (61/812) (61/61)

* Diferenca significativa ndo foi observada em relacéo a variavel sexo, segundo o teste de Fisher (P=0.7917)
N = ndmero de animais amostrados

Tabela 4. Freqiiéncia de anticorpos IgG anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros,

segundo a faixa etaria, das microrregides de ltapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente

Dutra, mesorregides Norte e Centro Maranhense, no estado do Maranhéo, 2008

Faixa etaria Positivos Negativos Total

(Ano) N % N % N %
0-2 86 20,87 90 22,50 176 21,68
2-4 94 22,82 94 23,50 188 23,15
4-6 145 35,19 132 33,00 277 34,11
6-8 65 15,78 58 14,50 123 15,15
8 anos 22 5,34 26 6,50 48 5,91

Total 412 100,00 400 100,00 812 100,00

* N&o houve diferenca significativa em relagdo a variavel faixa etéria, de acordo com o /2 e teste de Fisher
N - ndmero de animais
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Em estudos realizados com bovinos dos municipios de Resende e Rio Claro, estado do
Rio de Janeiro (MUNHOZ, 2004), ndo foi relatado nenhuma inferéncia significativa em
relacdo a varidvel idade dos bovinos e as soroprevaléncias encontradas, sugerindo existir a
mesma probabilidade de exposi¢do dos animais ao N. caninum.

Guimar&es Janior (2003) e Ragozo et al. (2003), também no Brasil, observaram maior
soroprevaléncia para anticorpos anti-N. caninum com o aumento da idade dos animais,
sugerindo ser a variavel idade um potencial fator de risco para a infeccdo, diferindo dos
resultados obtidos no presente estudo.

Observou-se, no presente estudo, que os bovinos da regido pertencem na sua maioria
as racas Girolanda, Holandesa, Pardo Suico, Gir Leiteiro, mesticos de Gir com Pardo Suico,
mesticos com caracteristicas mais zebuinas e mesticos do cruzamento Gir com Holandés.
Esses ultimos categorizados como mesticos e ndo Girolanda, segundo a padronizacdo da raga
(EMBRAPA, 2000; FREITAS et al., 2002) (Tabela 5).

A avaliagdo, quanto ao padrdo racial, demonstrou que 41,99% dos animais da raca
Girolanda, 14,56% dos mesticos de Gir com Holandés, 13,11% da raca Holandesa e de
mestico-zebus, 5,10% da raca Pardo Suico, 4,37% dos animais originario do cruzamento de
Pardo Suico com Gir, 4,12% da raca Gir Leiteiro, 2,43% oriundos do cruzamento de Pardo
Suico com Holandés, 0,73% dos animais das ragas Jersey e 0,48% da Swuith foram
soropositivos para anticorpos anti-N. caninum (Tabela 5).

A analise estatistica, de acordo com a raca, revelou ndo haver associacao significativa
(P > 0,05), contudo, os bovinos da raca Girolanda apresentaram uma prevaléncia superior
quanto a soropositividade para o parasito estudado, fato este que pode ser explicado devido ao
maior numero de animais amostrados.

Em trabalho realizado no Brasil, Munhoz (2004), utilizando bovinos de dois
municipios do estado do Rio de Janeiro, verificou-se que ha certa associacdo entre a
soropositividade para N. caninum e a raca Holandesa Preta e Branca, diferindo dos resultados
encontrados nesse estudo. Também no Pais, observou-se uma diferenca significativa no
namero de bovinos soropositivos da raca Holandesa em relacdo aos animais mesticos de Gir
com Holandesa e de Zebu, sendo 89,6% dos animais da raca Holandesa, 5,6% mesticos Gir
com Holandés e 4,8% eram de genealogia zebuina (GUIMARAES JUNIOR, 2003).
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Tabela 5. Freqiiéncia de anticorpos IgG anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros,
segundo a variavel raca, das microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente
Dutra, mesorregides Norte e Centro Maranhense, no estado do Maranhdo, 2008

Neospora caninum

Raca e Cruzamentos __ i Total de Animais
) Soropositivos Soronegativos )
(Padréo Racial) Examinados
N % N %

Holandesa 54 13,11 44 11,00 98 12,07
Girolando 173 41,99 164 41,00 337 41,50
Mestico Gir x Holandés 60 14,56 54 13,50 114 14,04
Mestico-Zebu 54 13,11 62 15,50 116 14,29
Pardo Suico 21 5,10 20 5,00 41 5,05
Pardo Suigo x Gir 18 4,37 24 6,00 42 5,17
Gir leiteira 17 4,12 22 5,50 39 4,80
Pardo Suico x Holandés 10 2,43 06 1,50 16 1,97
Jersey 03 0,73 01 0,25 04 0,49
Swuith 02 0,48 03 0,75 05 0,62
Total 412 100,00 400 100,00 812 100,00

*N&o houve diferenca significativa (P>0,05) em relacdo a variavel raca, de acordo com o0 ;2 e Fisher
N — ndmero de animais

Vale ressaltar que poucos sdo os estudos relacionando a soropositividade para N.
caninum e a variavel padrdo racial, possivelmente devido ao fato de 0os mesmos serem
realizados com rebanhos sem raca definida, de padréo racial muito préximo ou de apenas uma
raca. Dessa forma, registra-se mais um estudo indicando ndo haver diferencas quanto a
soropositividade para o N.caninum e a variavel raca dos animais, assim como entre seus

mesticos utilizados na pecuéria leiteira brasileira, provenientes de cruzamentos.

4.1.4 CONCLUSAO

Os presentes resultados indicam que, nessa circunstancia epidemiolédgica, a
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum é considerada alta, estando o agente disseminado
nos rebanhos bovinos leiteiros das microrregifes estudadas, tornando-se necessarios mais
estudos no sentido de verificar a possivel participacdo em distdrbios reprodutivos nos

bovinos.
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4.2 PREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Toxoplasma gondii EM
BOVINOS LEITEIROS DAS MICRORREGIOES DE ITAPECURU-
MIRIM, MEDIO MEARIM E PRESIDENTE DUTRA, ESTADO DO
MARANHAO, BRASIL

RESUMO

Com o propo6sito de pesquisar a presenca de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii em
bovinos leiteiros procedentes de propriedades rurais de sete municipios das microrregides de
Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhdo, Brasil, foram
coletadas 812 amostras sanglineas de bovinos, amostrados por conveniéncia, através de
venopuncdo da jugular, fémeas e machos e de diferentes faixas etarias. Paralelamente a coleta,
foram aplicados questionarios aos criadores, visando obter informacbes que pudessem
contribuir para a analise epidemioldgica da infec¢do nos rebanhos. Utilizou-se a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), com diluigdo inicial de 1:64, usando como antigeno,
taquizoitos da cepa RH-T. gondii, mantida em cultura celular no Laboratério de Diagnostico
das Parasitoses dos Animais da Escola de Medicina Veterinaria da UFBA. Das amostras
analisadas, verificou-se que 70,20% foram sororreagentes para T. gondii. Em relacdo as
microrregibes pesquisadas, a soroprevaléncia foi de 25,79% (147) na microrregido de
Itapecuru-Mirim, 26,32% (150) no Médio Mearim e 47,89% (273) na de Presidente Dutra,
verificando-se diferenca significativa (P<0,0001). Do total de animais soropositivos, 64,66%
(525) eram fémeas e 5,54% (45) machos, ndo sendo esta diferenca considerada significativa
(p = 0,5642). Os titulos de anticorpos variaram de 1:64 a 1:1024, sendo que 272 (47,72%)
amostras apresentaram titulo de 1:64; 182 (31,93%) 1:128; 90 (15,79%) 1:256; 25 (4,39%)
1:512 e uma (0,17 %) com titulo de 1:1024. De acordo com a faixa etaria, observou-se que
20,53% dos animais com idade entre zero a dois anos, 24,74% entre dois e quatro anos,
33,68% entre quatro e seis anos, 13,86% entre seis e oito anos e 7,19% dos animais com idade
superior a oito anos foram positivos. Os resultados registram a prevaléncia de anticorpos anti-
T. gondii em bovinos leiteiros das microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e
Presidente Dutra, estado do Maranhdo, Brasil, sugerindo que ha disseminacao do parasito na

area estudada.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, soroprevaléncia, bovinos, IFI, Maranh&o.
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PREVALENCE OF ANTIBODIES ANTI-Toxoplasma gondii IN DAIRY
CATTLE FROM MICRORREGIONS OF ITAPECURU-MIRIM,
MEARIM MIDDLE AND PRESIDENT DUTRA, MARANHAO STATE,
BRAZIL

ABSTRACT

In order to find the presence of IgG anti-Toxoplasma gondii in dairy cattle from farms of
seven municipalities of microrregions of Itapecuru-Mirim, Middle Mearim and President
Dutra, state of Maranhao, Brazil, 812 blood samples were collected from cattle, sampled for
convenience, females and males of different age groups. Alongside the collection,
questionnaires were applied to farmers, seeking information that could contribute to
epidemiological analysis of infection in herds. It was used the technique of Indirect
Immunofluorescence (11F), with initial dilution of 1:64, using as antigen, tachyzoites strain
RH-T. gondii and maintained in cell culture in the Laboratory of Diagnosis of Parasitism of
Animals, School of Veterinary Medicine of the Federal University of Bahia - Brazil. Of the
samples analyzed, it was found that 70.20% were seropositive for T. gondii. Regarding
microrregions searched, the seroprevalence was 25.79% (147) of Itapecuru Mirim, 26.32%
(150) in the Middle Mearim and 47.89% (273) of the President Dutra, checking up significant
difference (P<0.0001). Of the total positive animals, 64.66% (525) were females and 5.54%
(45) males, this difference was not considered significant (p = 0.5642). The titles of
antibodies ranged from 1:64 to 1:1024, while 272 (47.72%) samples showed evidence of 1:64;
182 (31.93%), 1:128; 90 (15.79%), 1:256; 25 (4.39%) 1:512 and one (0.17%) with title of
1:1024. According to the age group, it was observed that 20.53% of the animals aged zero to
two years, 24.74% between two and four years, 33.68% between four and six years, 13.86%
between six and eight years and 7.19% of the animals aged more than eight years have been
positive. The results register the prevalence of anti-T. Gondii in dairy cattle of microrregions
of Itapecuru-Mirim, Middle Mearim and President Dutra, state of Maranhdo, Brazil,

suggesting the spread of the parasite in the study area.

Key words: Toxoplasma gondii, seroprevalence, cattle, IFAT, Maranhéo.
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4.2.1 INTRODUCAO

O protozoario Toxoplasma gondii € um parasito de ciclo biolégico facultativamente
heteroxeno, com distribuicdo cosmopolita, e que acomete todas as espécies de animais
homeotérmicos, incluindo mamiferos, aves e o proprio homem, dai ser um importante agente
zoondtico (DUBEY, 1995). Considerado relevante para a Medicina Veterinaria e Humana,
por ser incriminado como causa de abortos e doenca congénita em diversas espécies de
hospedeiros intermediarios (TENTER et al., 2000).

Esse agente é transmitido por felideos, notadamente o gato doméstico que, sendo
hospedeiro definitivo, participa do ciclo biolégico eliminando no meio ambiente oocistos
pelas fezes (DUBEY, 1995). Nos ruminantes, especialmente nos bovinos, a infec¢do da-se por
meio da ingestdo da forma infectante que sdo 0s oocistos esporulados presentes em agua,
pastagens e racdo (DUBEY, 1986; DUBEY, 1998).

Entre os hospedeiros intermediarios pode haver a transmissao quando do consumo de
carne crua ou mal cozida e também por via congénita, tendo a fémea, portanto, papel
relevante. A infeccdo pelo T. gondii pode implicar de maneira econémica no desempenho dos
animais devido as perdas reprodutivas, como abortamento e elevada mortalidade neonatal,
ocasionando prejuizos aos criadores (BRESCIANI et al., 1999). A importancia da infeccéo
em animais de producdo aumenta uma vez que estes podem ser fontes de infeccédo indireta ou
direta a0 homem, além de que quando infectados podem sofrer alteracdes clinicas e perdas
produtivas, como abortos (OLIVEIRA et al., 2001).

Estudos soroldgicos tém demonstrado ampla distribuicdo da infeccdo entre as espécies
de animais domeésticos e silvestres, sobretudo, a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em
bovinos tem variado de 1,03 a 91,00% (GONDIM et al., 1999; ARIAS et al., 1994; MORE et
al., 2007).

No Brasil, estudos foram realizados nos estados da Bahia (GONDIM et al., 1999),
Minas Gerais (COSTA e COSTA, 1978; COSTA et al., 2001), Pernambuco (SILVA, 2003),
no Parand (MARANA et al., 1995; GARCIA et al., 1999; DAGUER et al., 2004; OGAWA et
al., 2005), Rio de Janeiro (ALBUQUERQUE et al., 2005), Rio Grande do Sul (SILVA et al.,
1984), Sdo Paulo (COSTA et al.,, 1978; COSTA et al., 2001; CASSOL et al., 2005). Séo
relativamente escassos 0s estudos sobre a infeccdo por T. gondii em bovinos, apesar da ampla
distribuicdo do parasito, particularmente no Brasil onde pouco se conhece da condicdo

epidemioldgica da toxoplasmose, como é a situacdo do estado do Maranhéo.
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Propondo-se contribuir com o estudo epidemioldgico dessa importante zoonose,
objetivou-se avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em soros de bovinos leiteiros
de propriedades rurais das microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente
Dutra no estado do Maranhéo, Brasil.

4.2.2 MATERIAL E METODOS

Local do estudo

A pesquisa foi realizada com amostras séricas de bovino leiteiros procedentes de
propriedades rurais, localizadas em sete municipios das microrregides de Itapecuru-Mirim
(3924’ S; 44°20° W), Médio Mearim (4°34° S; 44°39° W) e Presidente Dutra (5°14° S; 44°30°
W), mesorregides Norte e Centro Maranhense do estado do Maranhdo, segundo diviséo
politico-administrativa da Geréncia de Planejamento e Desenvolvimento Econdmico,
Laboratorio de Geoprocessamento/UEMA (GEPLAN, 2002). Essas microrregidoes estdo
incluidas na area que faz parte da bacia leiteira do estado do Maranhdo, sendo o rebanho
bovino leiteiro do Estado de aproximadamente 580.405 cabecas (9% do rebanho total).
Dessas, estima-se um nimero de 462.459 vacas ordenhadas, com producéo leiteira de 286.857
litros/ano (IBGE, 2006).

Calculo e coleta das amostras

A amostra foi calculada por meio da férmula N = Z% x P(100-P)/e’ (STEVENSON,
1981), admitindo um grau de confianca de 95%, e adotando como valor de referéncia 30,40%
para a prevaléncia esperada, segundo a média dos resultados publicados por Ogawa et al.
(2005) e Cassol et al. (2005), referente a prevaléncia em bovinos leiteiros das regides norte do
Parana e nordeste do estado de S&o Paulo, considerando-se um erro maximo de 11% da
prevaléncia a ser determinada no estudo. Obteve-se uma amostra minima de 727 animais
sendo acrescido 10,5% para eventuais perdas, sendo a escolha dos municipios e das
propriedades amostradas de acordo com a conveniéncia, facilidade de acesso e a
disponibilidade dos produtores.

Do total de 27 propriedades rurais de gado leiteiro visitadas, foram coletadas 812

amostras séricas de bovinos amostrados por conveniéncia, através de venopuncao da jugular,



83

fémeas e machos de diferentes faixas etarias, puros Bos taurus ou mestico B. taurus x B.
indicus, aparentemente saudaveis, durante o periodo de maio a setembro de 2007. Coletaram-
se 10 mL de sangue, sem anticoagulante, apos prévia anti-sepsia com alcool iodado 3,0%, em
tubos de ensaio individuais, devidamente esterilizados e identificados. Paralelamente, foi
aplicado um questiondrio investigativo em cada propriedade, uma ficha clinica individual,
com a finalidade de obter informacdes a respeito do manejo sanitario, alimentar e reprodutivo,
bem como o sexo, a idade e raca de cada animal, e da pesquisa soroldgica de anticorpos.

A distribuicdo dos animais (n = 812) segundo as trés microrregides ficou estabelecida
da seguinte forma: Itapecuru-Mirim (n = 168), Médio Mearim (n = 257) e Presidente Dutra
(n= 387). Foi realizado o agrupamento de acordo com a faixa etéria, sendo: zero a 2 anos
(n=176), 2a4 anos (n =188), 4 a6 anos (n=277), 6 a 8 anos (n = 123) e > 8 anos (n = 48);
e com o sexo: fémeas (n = 751) e machos (n = 61).

Processamento das amostras

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia do Curso de
Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Estadual do Maranh&o,
onde foram centrifugadas a 1000xG, durante cinco minutos para obtencdo dos soros. Estes
foram aliquotados em tubos plasticos de polipropileno com capacidade de 1,5 mL
(eppendorfs) individuais, sendo cada amostra feita em triplicata, e armazenados a —20°C até a
realizacdo do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para deteccdo de anticorpos IgG anti-
T. gondii, segundo técnica descrita por Camargo (1964).

Foram utilizados como antigenos, taquizoitos da cepa RH de T. gondii adquiridos por
meio de inoculacdo intraperitoneal em camundongos albinos, no Laboratorio de Diagndstico
das Parasitoses dos Animais da Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal da
Bahia (LDPA/UFBA), e o conjugado comercial anti-bovino 1gG (Sigma, USA, F7887)
marcado com isotiocianato de fluoresceina.

Consideraram-se positivas as amostras reativas, com ponto de corte de 1:64 (COSTA
et al., 1977; ALBUQUERQUE et al., 2005), que apresentavam fluorescéncia periférica total
do taquizoitos, conforme Silva (2003) e Daguer et al. (2004). Para as amostras positivas,
posteriormente foram realizadas diluicbes na base dois a partir da diluicdo inicial de 1:64,
objetivando determinar o titulo maximo da reacdo. Em todas as analises foram acrescentados
soros controles de animais comprovadamente negativo e positivo, assim como soro fetal

bovino.
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Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados, foram utilizados os testes de Qui-quadrado
(x?), com nivel de significAncia de 5%, e exato de Fisher quando as condicBes para a

aplicacéo do 2 ndo foram obtidas para avaliacio epidemioldgica dos resultados sorolégicos.

4.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 812 soros bovinos analisados, encontrou-se uma prevaléncia de 70,20%
(570) reagentes para anticorpos anti-T. gondii. Em relacdo as microrregides pesquisadas, a
soroprevaléncia foi de 25,79% (147) na microrregido de Itapecuru-Mirim, 26,32% (150)
Médio Mearim e 47,89% (273) na de Presidente Dutra, verificando-se diferenca significativa
(P<0,0001) entre as microrregides estudadas (Tabela 1). Trabalhos realizados também com
bovinos na regido nordeste do Brasil, nas regides da caatinga e reconcavo do estado da Bahia
(GONDIM et al., 1999) e em Gravata, regido Agreste de Pernambuco (SILVA, 2003)
detectaram positividades de 1,03% e 2,60% para anticorpos anti-T. gondii, respectivamente,

resultados considerados muito baixo em relacdo ao encontrado nesta pesquisa.

Tabela 1. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii,
por meio da Imunofluorescéncia Indireta, em rebanhos bovinos leiteiros das microrregides de

Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra no estado do Maranhdo, Brasil, 2008

) ] Soropositivos  Soronegativos Total
Microrregiao Valor de P
N % N % N %
Itapecuru-Mirim 147 2579 21 868 168 20,69 PY<0,0001*
Médio Mearim 150 26,32 107 4421 257 31,65
Presidente Dutra 273 47,89 114 47,11 387 47,66
Total 570 100,00 242 100,00 812 100,00

(1) - Teste de Qui-quadrado (%) de Pearson.  (*) - Associacao significativa ao nivel de 5%.

Em estudos realizados por Marana et al. (1995) e Daguer et al. (2004), pesquisando
anticorpos anti-T. gondii em soros de bovinos leiteiros e de abatedouros no estado do Parana,
observaram uma soropositividade de 48,5% e 41,4% respectivamente, também por meio da

IFI, sendo esses resultados também inferiores aos do presente estudo. A divergéncia da alta
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prevaléncia encontrada nesse estudo em relacdo a outras publicacfes ja realizadas no Pais
pode ser atribuida a diversos fatores, entre eles, a diferenca das proprias condicdes
edafoclimaticas que varia até dentro da mesma regido e também do tipo de manejo adotado.

Amostras de soros bovinos dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais foram analisadas
para pesquisa de anticorpos contra T. gondii, por meio da IFI, onde foi obtido 49,17%
sororreagentes (COSTA et al., 2001), resultado esse também inferior ao do presente. Cassol et
al. (2005) e Albuquerque et al. (2005), trabalhando com bovinos leiteiros em Séo Paulo e Rio
de Janeiro, detectaram soropositividade de 34,80% e 14,77%, respectivamente, também
utilizando a IFI com ponto de corte de 1:64. Enquanto, Ogawa et al. (2005) encontraram uma
soroprevaléncia de 26% reagentes, analisando soros de vacas da regido norte do estado do
Parana.

Trabalhos desenvolvidos no Mexico (VAZQUEZ et al., 1993) e Vietna (HUONG et
al., 1997), mostraram resultados da soropositividade de 11,9% e 10,5%, respectivamente,
muito inferiores aos observados nesta pesquisa. Entretanto, na Argentina, Moré et al. (2007),
estudando a presenca do T. gondii em bovinos, detectaram anticorpos em 91% das amostras
analisadas, resultado esse superior ao do presente estudo.

Com relacdo ao sexo, verificou-se que, do total de animais soropositivos, 92,10%
(525) eram fémeas e 7,90% (45) machos, ndo sendo esta diferenca considerada significativa
(p = 0,5642) (Tabela 2), corroborando com os resultados citados por Cassol et al. (2005) que
encontraram 97,30% de fémeas e 2,70% de machos sororreagentes. Dados também
semelhantes foram observados por Daguer et al. (2004) que constataram ndo haver diferenca

significativa em relacdo a variavel sexo.

Tabela 2. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de anticorpos 1gG anti-Toxoplasma gondii,
por meio da Imunofluorescéncia Indireta, segundo o sexo dos animais, em bovinos leiteiros
das microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra no estado do
Maranhao, Brasil, 2008

Positivos Negativos Total
Sexo Valor de p
N % N % N %
Fémea 525 92,10 226 9339 751 9249 PW=05642
Macho 45 7.90 16 6,61 61 7,51
Total 570 100,00 242 100,00 812 100,00

(1) - Teste exato de Fisher.
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Das amostras positivas, 47,72% possuiam titulo de 1:64; 31,93% com titulo de 1:128;
15,79% com titulo de 1:256; 4,39% com titulo de 1:512 e 0,17% com titulo de 1:1024 (Tabela
3). Embora existam divergéncias quanto ao ponto de corte para T. gondii em bovinos, por
meio da IFI, a maioria dos estudos epidemioldgicos utilizam 1:64 (SILVA, 2003; CASSOL et
al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2005). Comparando-se os resultados dos titulos de
anticorpos encontrados na presente pesquisa com os citados por Daguer et al. (2004) e
Albuquerque et al. (2005), verificou-se discreto aumento nos titulos de 1:64 e 1:256, sendo
porém, semelhantes aos valores encontrados por Cassol et al. (2005) para esses titulos. Os
mesmos autores encontraram um elevada freqliéncia nos titulos de 1:1024 (12,16%) e 1:4096

(6,76%) contrério aos dados observado neste trabalho.

Tabela 3. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de anticorpos 1gG anti-Toxoplasma gondii,
por meio da Imunofluorescéncia Indireta, em bovinos leiteiros das microrregibes de
Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra no estado do Maranh&o, Brasil, segundo

a reciproca do titulo, 2008

Reciproca do Frequéncia
Titulo Absoluta (N) Relativa (%0)
64 272 47,72
128 182 31,93
256 90 15,79
512 25 4,39
1024 01 0,17
Total 570 100,00

N = nlimero de amostras

A soroprevaléncia, de acordo a faixa etaria, revelou que 20,53% dos animais com
idade entre zero a dois anos, 24,74% entre dois e quatro anos, 33,68% entre quatro e seis
anos, 13,86% entre seis e oito anos e 7,19% dos animais com idade superior a oito anos foram

positivos (Tabela 4).
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Tabela 4. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii,
por meio da Imunofluorescéncia Indireta, em bovinos leiteiros das microrregibes de
Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra no estado do Maranhdo, Brasil, segundo
a faixa etéria, 2008

Faixa etéria Positivos Negativos Total

(Ano) N % N % N %
0-2 1172 20,53 59 24,38 176 21,68
2-4 41%° 24,74 47 19,42 188 23,15
4-6 192%¢ 33,68 85 35,12 277 34,11
6-8 79% 13,86 45 18,60 124 15,27
8 anos 41" 7,19 06 2,48 47 5,79

Total 570 100,00 242 100,00 812 100,00

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa em relacdo a variavel faixa etaria, segundo o

teste de Fisher e 2

N = nimero de amostras analisadas

Com relacdo a idade, verificou-se que aqueles animais com mais de oito anos
apresentaram uma menor freqiéncia (7,19%), havendo diferenca estatistica significativa
(P<0,05), quando comparados com 0s animais soropositivos das faixas etarias zero a dois,
quatro a seis e seis a oito, resultado este que difere dos verificados por Cassol et al. (2005),
onde relataram maior soropositividade nos animais da faixa etaria de seis a 10 anos (90,99%).

Contudo, vale ressaltar que no referido trabalho ndo foi verificada diferenca
significativa (P>0,05) entre as faixas etarias de zero a dois e dois a quatro anos, de zero a dois
e quatro a seis, assim como de zero a dois e seis a oito, resultados esses semelhantes ao obtido
por Daguer et al. (2004), que destacaram ndo haver associacdo entre a variavel idade e a
presenca de anticorpos anti-T. gondii, em bovinos destas faixas etarias.

Levando em consideracdo o fator presenca de felinos domésticos nas propriedades,
verificou-se que 80,56% do total de propriedades, possuiam pelo menos um ou mais animais,
sugerindo que muitos podem estar eliminando oocistos no ambiente, desta forma
contaminando &gua, alimentos e existindo um risco real de infeccdo aos animais e até ao
proprio homem. De acordo com Dubey (1998), esta espécie € o maior responsavel pela
transmissdo pds-natal de T. gondii uma vez que a infe¢cdo nos bovinos ocorre principalmente

pela ingestéo de oocistos.
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4.2.4 CONCLUSAO

A elevada prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em bovinos leiteiros das
microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhéo,
Brasil, sugere a ampla distribuicdo do parasito no rebanho analisado, mais frequentemente em
animais com menos de oito anos de idade.
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4.3 SOROEPIDEMIOLOGIA DE Neospora caninum E Toxoplasma gondii
EM CAES DE PROPRIEDADES RURAIS DE BOVINOS LEITEIROS DE
TRES MICRORREGIOES NO ESTADO DO MARANHAO, BRASIL

RESUMO

Objetivou-se, no presente estudo, determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora
caninum e anti-Toxoplasma gondii em soros de cdes procedentes de propriedades rurais
produtoras de leite de trés microrregides do estado do Maranhdo. No periodo de maio a
setembro de 2007 foram visitadas 36 propriedades de gado de leite, onde foram coletadas 93
amostras séricas de cdes, na sua maioria sem raca definida (SRD), de ambos 0s sexos e
diferentes idades. Foram colhidos 5 mL de sangue diretamente da veia radial, sem
anticoagulante, apos prévia anti-sepsia com alcool iodado 3,0%, em tubos de ensaio
individuais, devidamente esterilizados e identificados. As amostras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Parasitologia do Curso de Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias,
da Universidade Estadual do Maranhdo, onde foram centrifugadas a 1000xG. Os soros
obtidos foram acondicionados em eppendorfs, individuais e estocados a -20°C até a realizacéo
do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para deteccdo de anticorpos IgG anti-N. caninun
e anti-T. gondii, com pontos de cortes de 1:50 e 1:16, respectivamente. Utilizou-se como
antigeno, taquizoitos das cepas NC-Bahia mantida em cultura celular e Rh — T. gondii
replicadas em camundongos, no Laboratorio de Diagndstico das Parasitoses dos Animais da
Escola de Medicina Veterinaria da UFBA. Das amostras analisadas, verificou-se que 62,37%
(58/93) e 79,57% (74/93) foram sororreagentes para N. caninum e T. gondii, respectivamente.
Os titulos de anticorpos para N. caninum variaram de 1:50 a 1:1600, sendo que quatro
(6,90%) amostras apresentaram titulo de 1:50; nove (15,52%) 1:100; oito (13,79%) 1:200; 18
(31,03%) 1:400; 14 (24,14%) 1:800 e cinco (8,62%) com titulo de 1:1600. Para T. gondii 0s
titulos variaram de 1:32 a 1:2048, sendo seis (8,11%) amostras com titulo de 1:32; nove
(12,16%) 1:64; 14 (18,92%) 1:128; 22 (29,73%) 1:256; 13 (17,57%) 1:512; nove (12,16%)
com 1:1024 e uma (1,35%) de 1:2048. Em relacdo ao sexo, raca e idade verificou-se que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) para ambas 0s parasitos. A alta
soropositividade detectada em cédes da regido estudada indica que 0s mesmos podem estar
atuando como transmissores do N. caninum para outros cdes e outras espécies sensiveis,
sobretudo para bovinos.

Palavras-chave: Neospora caninum, Toxoplasma gondii, Imunofluorescéncia Indireta, Caes.
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SEROEPIDEMIOLOGY OF Neospora caninum AND Toxoplasma gondii IN DOGS OF
DAIRY CATTLE RURAL FARMS IN THREE MICRORREGIONS OF MARANHAO
STATE, BRAZIL

SUMMARY

The objective was in the present study, to determine the prevalence of anti-Neospora caninum
and anti-Toxoplasma gondii in sera of dogs from farms producing milk of three microrregions
in the state of Maranhdo, Brazil. In the period from May to September 2007 were visited 36
properties of dairy cattle, which were collected serum samples from 93 dogs, mostly without
race defined (SRD), of both sexes and different ages. Were harvested 5 mL of blood from the
vein radial without anticoagulant, after prior anti-sepsis with alcohol iodized 3.0% in test
tubes of individual, properly sterilized and identified. The samples were sent to the of
Laboratory of Parasitology of the Course of Veterinary Medicine, Center for Agricultural
Sciences, the State University of Maranhdo, where they were centrifuged at 1000xG. Serum
samples were packed in eppendorfs, individual and stored at -20°C until the completion of the
test Indirect Immunofluorescence (IFI) for the detection of IgG anti-N. caninun and anti-T.
gondii, with the cut-off of 1:50 and 1:16, respectively. It was used as antigen, tachyzoites
strains of NC-Bahia maintained in cell culture and Rh-T. goondii replicated in mice in the
laboratory diagnosis of Parasitism of Animals, School of Veterinary Medicine of the UFBA.
Of the samples analyzed, it was found that 62.37% (58/93) and 79.57% (74/93) were
seropositive for N. caninum and T. gondii, respectively. The titles of antibodies to N. caninum
ranged from 1:50 to 1:1600, and that four (6.90%) samples showed title of 1:50; nine
(15.52%), 1:100; eight (13.79%), 1: 200, 18 (31.03%), 1:400; 14 (24.14%) of 1:800 and five
(8.62%) with title of 1:1600. For T. gondii the titles ranged from 1:32 to 1:2048: six (8.11%)
samples with title of 1:32; nine (12.16%) 1:64; 14 (18.92%) 1:128; 22 (29.73%) 1:256; 13
(17.57%) 1:512; nine (12.16%) with 1:1024 and one (1.35%) 1:2048. Regarding sex, race and
age it was found that there was no statistically significant difference (P>0.05) for both
parasites. The high seropositivity of dogs detected in the region studied indicates that they
may be acting as transmitters of the N. caninum to other dogs and other susceptible species,

especially for cattle.

Key words: Neospora caninum, Toxoplasma gondii, Indirect Immunofluorescence, Dogs.
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4.3.1 INTRODUCAO

Os protozoarios Neospora caninum e Toxoplasma gondii sdo parasitos intracelulares
similares, pertencentes a familia Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae, de distribuicéo
cosmopolita, responsaveis por disturbios neurolégicos em cées. Ambos causam alteracdes
patoldgicas e manifestacdes clinicas muito semelhantes (DUBEY et al., 1988).

A infeccdo por N. caninum foi relatada primeiramente em cédes (BJERKAS et al.,
1984; DUBEY et al., 1988), e posteriormente foi associada a abortos bovinos (THISLSTED e
DUBEY, 1989). Os cdes domésticos e coiotes desempenham papel fundamental na
epidemiologia da neosporose por serem hospedeiros definitivos e eliminarem oocistos nas
fezes (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999; GONDIM et al., 2004), sendo 0s
primeiros canideos confirmados como hospedeiros definitivos desse agente, que participam
disseminando o parasito no ambiente, contaminando as pastagens, alimentos e a agua
consumida pelos hospedeiros intermediarios (DUBEY, 1999; GONDIM et al., 2004). A
infeccdo natural pelo N. caninum em caninos ja foi relatada, assim como a confirmacdo da
transmiss@o congénita (DUBEY e LINDSAY, 1996; BARBER e TREES, 1998).

Em caninos, tém sido observadas alteracbes neuromusculares, contudo, a
sintomatologia observada em cées adultos varia desde desordens crénicas no sistema nervoso
central a dermatites (DUBEY et al.,, 1988; DUBEY e LINDSAY, 1996), sendo que, as
alteracdes sdo mais acentuadas em cées jovens, tais como: paresia progressiva dos membros e
hiperextensdo dos membros (CUDDON et al., 1992; WOUDA et al., 1993; LITTLE, 1996;
BARBER e TREES, 1996), incordenagdo, nistagmo, anisocoria, polirradiculoneurite e
polimiosite (DUBEY e LINDSAY, 1996; HAY et al., 1990).

Devido a relevancia dos caes na epidemiologia da doenca, muitos estudos enfocando
essa espécie ja foram realizados em todo o mundo (BARBER et al., 1997; PATITUCCI et al.,
2001; CRINGOLI et al., 2002; BASSO et al., 2001; ANTONY e WILLIAMSON, 2003;
CAMPOS et al., 2003; CORNEJO et al., 2004; WANHA et al., 2005, PALAVICINI et al.,
2007). No Brasil, varios outros estudos foram realizados relatando a infeccdo por N. caninum
em cées e outras espécies de animais. Sendo que as taxas de prevaléncia em caninos para N.
caninum variaram de 6,70 a 73,37%, dentre os estados da Bahia (11,20 a 13,30%) (JESUS et
al., 2006), Maranh&o (45,00 a 61,76%) (TEIXEIRA et al., 2006a; 2006b), Minas Gerais (6,70
a 21,7%) (MINEO et al., 2001; FERNANDES et al., 2004), Mato Grosso do Sul (26,53 a
30%) (OLIVEIRA et al., 2004), Paraiba (8,40%) (AZEVEDO et al., 2005), Parana (19,70 a
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29,17%) (ROMANELLI et al., 2007), Rondénia (8,3 a 12,60%) (CANON-FRANCO et al.,
2003; AGUIAR et al.,, 2006) e Sao Paulo (8,48 a 58,79%) (VARANDAS et al., 2001,
GENNARI et al., 2002).

O T. gondii foi descoberto em um pequeno roedor africano (Ctenodactylus gondii),
tendo como hospedeiros definitivos os felideos, sendo o gato doméstico 0 mais importante na
cadeia epidemioldgica uma vez que elimina oocistos pelas fezes. Estes contaminam o meio
ambiente, dgua e alimentos, permitindo a ingestdo por outros animais ou pelo préprio ser
humano (DUBEY et al., 1995). A presenca de anticorpos para T. gondii em cdes ja foi
relatada em varios estudos realizados em diferentes partes do mundo, com prevaléncias
variando entre 20 a 91% (BJORKMAN et al., 1994; CABRAL et al., 1998; MINEO et al.,
2001; DUBEY et al., 2007), e no Brasil, nos estados da Bahia (63,55%) (BARBOSA et al.,
2003), Minas Gerais (36%) (MINEO et al.,, 2001), Paraiba (45,10%) (AZEVEDO et al.,
2005), Parana (20,80 a 84,10%) (GARCIA et al., 1999; ROMANELLI et al., 2007) e Séo
Paulo (19,73 a 51,19%) (SOUSA et al., 2003; CASSOL et al., 2005).

Diante do exposto, objetivou-se, no presente estudo, determinar a prevaléncia de
anticorpos 1gG anti-Neospora caninum e IgG anti-Toxoplasma gondii em soros de cées
procedentes de propriedades rurais produtoras de leite de trés microrregides do estado do

Maranhdo, Brasil.

4.3.2 MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado em cées de propriedades rurais produtoras de leite, localizadas
em municipios das microrregifes de Itapecuru-Mirim (3°24” S; 44°20° W), Médio Mearim
(4°34° S; 44°39° W) e Presidente Dutra (5°14° S; 44°30° W), mesorregides Norte e Centro
Maranhense do estado do Maranhdo, conforme divisdo politico-administrativa da Geréncia de
Planejamento e Desenvolvimento Econémico, Laboratorio de Geoprocessamento - UEMA
(GEPLAN, 2002), durante o periodo de maio a setembro de 2007.
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Amostragem e coleta das amostras

Para a determinagdo do tamanho da amostra, utilizou-se a formula N = Z? x P(100-
P)/e?, admitindo um grau de confianca de 95% (STEVENSON, 1981). O célculo foi realizado
adotando como valor de referéncia a média dos resultados encontrada por Teixeira et al.
(2006a; 2006bh), que foi de 53,00%, em cdes da Regido Metropolitana de S&o Luis - MA,
considerando-se um erro maximo de 20% da prevaléncia a ser determinada no estudo. Com a
formula foi calculada uma amostragem minima de 85 caes.

Foram visitadas 36 propriedades rurais de gado leiteiro, de acordo com a conveniéncia
e a facilidade de acesso as mesmas, sendo colhidas 93 amostras séricas de cdes, na sua
maioria sem raca definida (SRD), de ambos o0s sexos (54 machos e 39 fémeas) e diferentes
idades. Coletaram-se 5 mL de sangue diretamente da veia radial, sem anticoagulante, apds
prévia anti-sepsia com alcool iodado 3,0%, em tubos de ensaio individuais, devidamente

esterilizados e identificados.
Processamento das amostras

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia do Curso de
Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Estadual do Maranh&o,
onde foram centrifugadas a 1000xG, durante cinco minutos para obtencdo dos soros. Estes
foram aliquotados em tubos plasticos de polipropileno com capacidade de 1,5 mL
(eppendorfs) individuais, sendo cada amostra feita em duplicata, e estocados a -20°C até a
realizacdo do teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para deteccdo de anticorpos IgG anti-
N. caninum e anti-T. gondii, com pontos de cortes de 1:50 e 1:16, respectivamente.
Utilizaram-se como antigenos, taquizoitos da cepa NC-Babhia isolada de um cédo e mantida em
cultura celular (GONDIM et al., 2001), assim como da cepa Rh de T. gondii mantidos em
passagens em camundongos albinos, no Laboratério de Diagnostico das Parasitoses dos
Animais da Escola de Medicina Veterindria da Universidade Federal da Bahia
(LDPA/UFBA), e o conjugado comercial anti-canine 1gG (Sigma, USA) marcado com
isotiocianato de fluoresceina. Consideraram-se positivas as amostras reativas que
apresentavam fluorescéncia periférica total dos taquizoitos, nos pontos de cortes citados,
conforme Camargo (1964), Dubey et al. (1988), Paré et al. (1995), Dubey e Lindsay (1996).
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Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica por meio do teste de Qui-
quadrado (y%), com nivel de significancia de 5%, e teste exato de Fisher quando o y* ndo
podia ser aplicado; e para avaliar se existe correlacdo entre as infeccdes, aplicou-se o teste t
Student de correcdo, segundo Zar (1999).

4.3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas, verificou-se que 62,37% (58/93) foram sororreagentes para
anticorpos anti-N. caninum. Esses resultados foram superiores aos descritos por Sawada et al.
(1998) no Japdo, Wouda et al. (1999) nos Paises Baixos, Basso et al. (2001) na Argentina,
Cringoli et al. (2002) no Sul da Italia, Campo et al. (2003) e Cornejo et al. (2004) no Peru e
Wanha et al. (2005) na Austria que encontraram 31,5%, 23,6%, 54,2%, 6,4%, 32,7%, 19,4% e
5,31%, respectivamente; porém inferiores aos citados por Antony e Williamson (2003) que
obtiveram prevaléncias de 74,50% e 96,80% para cdes de propriedades de bovinos leiteiros e
de corte na Nova Zelandia, respectivamente.

Quando confrontados os dados do presente estudo com outros relatados no Brasil,
constatou-se serem tambeém superiores aos obtidos por Fernandes et al. (2004) no estado de
Minas Gerais, Aguiar et al. (2006) em Rond6nia e Romanelli et al. (2007) no Parand, onde 0s
mesmos diagnosticaram uma soroprevaléncia de 21,74%, 12,6% e 29,17%, respectivamente,
em cdes de propriedades rurais. Valores muito préximos aos achados nessa pesquisa foram
citados por Hasegawa et al. (2004) em estudo com cées que conviviam com bovinos de corte
(58,97%) da regido de Avaré - SP e Teixeira et al. (2006b) em cées de propriedades rurais de
bovinos leiteiros (61,76%) da regido metropolitana de Sdo Luis — MA.

Para anticorpos anti-T. gondii a prevaléncia encontrada foi de 79,57% (74/93)
sororreagentes, sendo inferior a citada por Garcia et al. (1999) trabalhando também com cées
de propriedades rurais (84,13%) no Parana. Porém foi superior aquelas encontradas por
Cassol et al. (2005) e Romanelli et al. (2007) em cdes de areas rurais dos estados de Sao Paulo
e do Parana, onde observaram 36,00% e 20,83%, respectivamente, por meio do teste de IFI.
Também foram superiores aos encontrados por Souza et al. (2003) em cées da zona rural do
Parana, e Dubey et al. (2007) em cées do Sri Lanka que acharam uma soroprevaléncia de

34,33% e 67,44% por meio do teste de aglutinacdo modificado, respectivamente.
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Dos 58 cées soropositivos para N. caninum, 63,79% eram machos e 36,21% fémeas.
Apesar de uma maior prevaléncia observada entre machos, constatou apos analise estatistica
ndo haver diferenca entre os sexos (P>0,05) (Tabela 1). Basso et al. (2001), Patitucci et al.
(2001), Souza et al. (2002), Cafion-Franco et al. (2003), Campo et al. (2003), Oliveira et al.
(2004), Wanha et al. (2005) e Teixeira et al. (2006a) também ndo observaram diferenca na
soroprevaléncia em relagdo ao sexo, sugerindo que machos e fémeas podem ser igualmente

infectados.

Tabela 1. Freqliéncia absoluta (n) e relativa (%) de cdes procedentes de propriedades rurais,
submetidos a detec¢do de anticorpos IgG anti-Neospora caninum, de acordo com 0 sexo, nas
microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranh@o

SOROPOSITIVOS  SORONEGATIVOS TOTAL
SEXO N (%) N (%) N (%)
Macho 37 63,79 17 48,57 54 58,06
Fémea 21 36,21 18 51,43 39 41,94
Total 58 100,00 35 100,00 03 100,00

N4o foi verificada associaco significativa por meio do teste de Qui-quadrado: /* = 1.44; P = 0,194

Em relacdo a presenca de anticorpos contra T. gondii, verificou-se que dos 74 animais
sororreagentes, 58,11% eram machos e 41,89% fémeas. A andlise estatistica demonstrou ndo
haver diferenca entre os sexos (P>0,05) (Tabela 2). Corroborando com os resultados obtidos
por Garcia et al. (1999), Varandas et al. (2001) e Barbosa et al. (2003) que também n&o
observaram diferenca significativa em relacdo ao sexo, sugerindo que machos e fémeas estéo
sujeitos ao mesmo risco de infeccao.

Em relacdo a raca constatou-se que 91,40% dos animais ndo tinham raca definida e
que desses 89,65% eram sororreagentes para N. caninum e 90,54% para T. gondii (Tabela 3).
Neste estudo, apesar do maior nimero de animais amostrados serem sem raca definida (SRD),
ficou demonstrado que ndo houve diferenca significativa (P>0,05). Embora sejam mais
frequentes os casos clinicos em cées de raca definida como descrito por Dubey e Lindsay
(1996), fato este que também pode ser explicado devido a presenca dos animais da area rural
consistir na sua maioria em cdes SRD. Jesus et al. (2006) também ndo observaram uma
diferenca estatistica significativa para a variavel raca, apesar de a ocorréncia de anticorpos
anti-N. Caninum ter sido observada em cées Boxer, Rotweiller, Fila Brasileiro e Pastor

Alemao.
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Tabela 2. Freqliéncia absoluta (n) e relativa (%) de cdes procedentes de propriedades rurais,
submetidos a detec¢do de anticorpos 1gG anti-Toxoplasma gondii, de acordo com o sexo, nas
microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranh@o

SOROPOSITIVOS  SORONEGATIVOS TOTAL
SEXO N (%) N (%) N (%)
Macho 43 58,11 11 57,89 54 58,06
Fémea 31 41,89 8 42,11 39 41,94
Total 74 100,00 19 100,00 03 100,00

N&o foi verificada associacao significativa por meio do teste de Qui-quadrado: P = 1.000; P>0,05

Tabela 3. Distribuicdo de cées procedentes de propriedades rurais, soropositivos para
anticorpos anti-Neospora caninum e anti-Toxoplasma gondii, de acordo com a raga, nas

microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhéo

NUmero de Animais Soropositivos

Animais i —
Raca . N. caninum T. gondii
examinados
N % N %
SRD 85 52 89,65 67 90,54
CRD 08 06 10,35 07 9,46
Total 93 58 100,00 74 100,00

*Nao foi verificado associacdo significativa entre colunas e linhas: P = 1.000; P>0,05
SRD - Sem raga definida
CRD — Com raca definida

Foi diagnosticado que 53,76% dos cées do presente estudo estavam soropositivos tanto
para anticorpos anti-N. caninum quanto para T. gondii, ndo havendo diferenca estatistica
significativa (P>0,05) (Tabela 3). Este resultado é bastante superior aos descritos por Azevedo
et al. (2005) e Romanelli et al. (2007) que detectaram 4,89% e 20,83% dos cées
sororreagentes, respectivamente, para os referidos parasitos por meio do teste de IFI.

Fazendo uma analise por meio da correlacdo entre as soroprevaléncias encontradas,
verificou-se a ndo existéncia de relacdo entre os parasitos, podendo ser observado que as
linhas de tendéncia (soropositivos e soronegativos) passam bem distante dos pontos e 0 R? é
inferior a 0,70 em ambos (Figural).
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Vale ressaltar ser esta técnica empregada na maioria dos trabalhos sorolégicos em
caninos (PARE et al., 1995; BIORKMAN e UGGLA, 1999) e que, de acordo com Trees et al.
(1993), detecta antigenos de superficie especificos, razdo pelas quais rea¢fes cruzadas sdo
pouco freqiientes. Contudo, as diluigdes de corte 1/50 para N. caninum e 1/16 para T. gondii
permite diferenciar os animais infectados dos ndo infectados (DUBEY e LINDSAY, 1996),
desta forma os animais que foram positivos neste estudo sdo considerados infectados ao
momento da coleta das amostras, fato este indicativo de uma co-infecgdo em cdes da regido

estudada.
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—— Linear (Soropositivos) —— Linear (Soronegativos)
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Protozodrios intestinais (espécies)

Figura 5. Correlacdo entre a soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii
em cées procedentes de propriedades rurais das microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio

Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhao, Brasil, 2008.

Trees et al. (1993), analisando amostras séricas de cdes, por meio da IFl, ndo
evidenciaram nenhuma associacdo significativa entre anticorpos anti-N. caninum e anti-
T.gondii, resultado este que corrobora com o0s do presente estudo.

Das amostras soropositivas para N. caninum, os titulos de anticorpos 1gG variaram de
1:50 a 1:1600, sendo que quatro (6,90%) amostras apresentaram titulo de 1:50; nove (15,52%)
de 1:100; oito (13,79%) de 1:200; 18 (31,03%) de 1:400; 14 (24,14%) de 1:800 e cinco
(8,62%) com titulo de 1:1600. Enquanto, que para T. gondii variaram de 1:32 a 1:2048, sendo
seis (8,11%) amostras com titulo de 1:32; nove (12,16%) com 1:64; 14 (18,92%) de 1:128; 22
(29,73%) de 1:256; 13 (17,57%) com 1:512; nove (12,16%) e uma (1,35%) com titulos de
1:1024 e 1:2048, respectivamente (Tabela 4).
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Observou-se uma elevada frequiéncia de cédes soropositivos que reagiram para anti-N.
caninum nas diluigdes entre 1:100 e 1:1600, concordando com os resultados descritos por
Cénon-Franco et al. (2003), Fernandes et al. (2004), Wanha et al. (2005), Aguiar et al. (2006),
Jesus et al.(2006), Teixeira et al. (2006a, 2006b) e Romanelli et al. (2007). Porém divergindo
dos achados citados por Azevedo et al. (2005) em cdes da cidade de Campina Grande, estado
da Paraiba.

De acordo com Dubey et al. (1988), Hay et al. (1990), Cuddon et al. (1992) e Barber e
Trees (1996), titulos de anticorpos 1gG igual ou maior a 1:800 sdo sugestivos de quadro de
neosporose clinica, entretanto, neste estudo, foram detectados 19 cdes com titulos > 1:800,
embora sem apresentar sinais clinicos da doenca. Fernandes et al. (2005) relataram que
somente um cdo, dentre sete, com titulos de anticorpos > 1:800 apresentou alteracdes

neuroldgicas.

Tabela 4. Distribuicdo dos titulos de anticorpos 1gG anti-Neospora caninum e anti-
Toxoplasma gondii em soros de cées positivos procedentes de propriedades rurais, nas

microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhéo

Reciproca Neospora caninum Reciproca Toxoplasma gondii
do Titulo N Freqléncia (%) do Titulo N Frequéncia (%)

50 04 6,90 32 06 8,11
100 09 15,52 64 09 12,16
200 08 13,79 128 14 18,92
400 18 31,03 256 22 29,73
800 14 24,14 512 13 17,57
1600 05 8,62 1024 09 12,16

2048 01 1,35
Total 58 100,00 Total 74 100,00

N — ndmero de animais soropositivos

No presente estudo, em relacdo a presenca de titulos de anticorpos anti-T. gondii nas
amostras reagentes, verificou-se uma alta ocorréncia nas diluicdes entre 1:64 e 1:1024,
corroborando com os dados relatados por Barbosa et al. (2003) em Salvador — BA, Azevedo
et al. (2005) em Campina Grande - PB e Romanelli et al. (2007) em soros de cées

propriedades rurais do municipio de Guarapuava - PR. Entretanto, diferindo dos mencionados
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por Garcia et al. (1999) em cdes de Jaguapitd, estado da Parana, que relataram como titulos
mais freqlientes os de 1:16 (31,4%), 1:64 (38,4%) e 1:256 (22,0%).

A soroprevaléncia encontrada, de acordo com a faixa etéaria, demonstrou 68,18% dos
animais com idade abaixo de dois anos, 55,55% com idade entre dois e quatro anos, 68,18%
com idade entre quatro e sete anos e 75,00% dos animais com idade maior que sete anos
foram reagentes para anticorpos contra N. caninum, ndo havendo diferenga estatistica
significativa (P>0,05). J& nos resultados sorologicos para T. gondii em funcdo também da
faixa etaria dos animais, constatou-se que 77,27% com idade < 2 anos, 82,22% entre dois e
quatro anos, 72,73% entre quatro e sete anos e 100% com idade superior a sete anos foram
positivos para anticorpos, ndo apresentando também diferenca estatistica significativa
(P>0,05) (Tabela 5). Dessa forma, foi observado um acréscimo da prevaléncia com o aumento

da faixa etaria dos animais, embora esta tendéncia ndo tenha sido significante.

Tabela 5. Frequéncia de anticorpos IgG contra Neospora caninum e Toxoplasma gondii em
caes positivos procedentes de propriedades rurais, de acordo com a idade, nas microrregioes

de Itapecuru-Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, estado do Maranhdo, 2008

Resultado Sorologico
N° de Amostras

Idade . . N. caninum +
Testadas N. caninum T. gondii .
(Anos) T. gondii
N % N % N % N %
<2 22 23,66 15 68,18 17 77,27 15 68,18

2—4 45 48,38 25 55,55 37 82,22 20 44,44
4 —7 22 23,66 15 68,18 16 72,73 12 54,54

7 anos 04 4,30 03 75,00 04 100,00 03 75,00
Total 93 100,00 58 62,37 74 79,57 50 53,76

N4o houve diferenca significativa (P>0,05) entre as faixas etérias, de acordo com os testes de e Fisher

Com relacdo a variavel idade, ndo foi evidenciada significancia entre as faixas etarias
analisadas para ambos os parasitos estudados, inferindo que cédes de qualquer idade estdo
expostos ao mesmo risco de infeccdo. Acontecimento este também demonstrado por Cringoli
et al. (2002), Varandas et al. (2001), Campo et al. (2003), Cornejo et al. (2004) e Jesus et al.
(2006) guando pesquisando anticorpos anti-N. caninum em soros de cdes. Todavia, Oliveira et

al., 2004 verificaram diferenca significativa (P < 0,05) em relacdo a cées jovens (10,52%) e
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adultos (31,38%). Em estudos realizados por Cafién-Franco et al. (2003), Fernandes et al.
(2004), Wanha et al. (2005) e Aguiar et al. (2006), os autores observaram uma prevaléncia
mais alta com 0 aumento da idade dos animais, sugerindo que a maioria dos cées adquire a
infecgdo no periodo pds-natal, por meio da transmissdo horizontal.

A anélise dos dados da soropositividade dos cdes para anticorpos anti-T. gondii em
relacdo a idade, diferem da mencionada por Barbosa et al. (2003) que demonstraram haver
diferenca estatistica (P<0,001), quando se comparou os cdes jovens (14,80%) com adultos
(70,20%). Ainda em relacdo a idade, Garcia et al. (1999) constataram que cdes menores de
dois anos, entre dois e quatro e maiores que quatro anos apresentaram prevaléncias de
50,31%, 31,45% e 18,24%, respectivamente, para anticorpos anti-T. gondii, constatando-se
serem os resultados do presente estudo bastante superiores nas faixas etarias analisadas.

Segundo Frenkel e Parker (1996) e Lindsay et al. (1997), os cdes podem ser
considerados agentes de transmissdo mecanica do T. gondii quando da ingestdo experimental
de oocistos esporulados, uma vez que eliminaram nas fezes formas viaveis do pararasito,
sugerindo ainda como potencial fator de risco para os seres humanos.

Verificou-se a presenca de felinos em 80,56% (29/36) das fazendas, existindo um risco
real de infeccdo aos caninos e até ao proprio homem. Logo, os cées utilizados neste estudo
tinham acesso as areas de sitios e outras propriedades rurais, com a possibilidade de contato
com felinos, podendo contrair a infeccdo por T. gondii mais facilmente que animais
domiciliados, fato este que pode explicar a alta soropositividade detectada.

De acordo com Souza et al. (2003), Fernandes et al. (2004) e Wanha et al. (2005) ficou
evidenciado que ocorre aumento da soroprevaléncia em cdes de areas rurais quando
comparadas com aqueles de areas urbanas. Os animais que tém acesso a rua ou contato com
outras espécies podem estar mais frequentemente infectados com N. caninum (GENNARI et
al., 2002; FERNANDES et al., 2004). Alem do mais, Patitucci et al. (2001) observaram
diferencas no percentual de cées positivos que comem carne crua de 29,5% (21/71) daqueles
gue ndo consomem carne crua 7,7% (5/65). Também Cafibn-Franco et al. (2003)
mencionaram que a freqiéncia de cédes soropositivos que tinham dieta caseira foi de 8,6%

(13/151), considerada maior do que aqueles cdes alimentados com comida comercial.
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4.3.4 CONCLUSAO

Com o presente estudo, registra-se a presenca de infec¢do natural por N. caninum e T.
gondii em cédes de propriedades rurais produtoras de leite das microrregides de Itapecuru
Mirim, Médio Mearim e Presidente Dutra, mesorregides Norte e Centro Maranhense, estado
do Maranhdo, Brasil, evidenciando o risco de infec¢do a varios animais, aos quais 0s rebanhos
bovinos e outros animais domésticos estdo expostos, tendo em vista que estes animais sao

encontrados livremente nas propriedades rurais estudadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nas trés microrregides estudadas ¢ elevada a prevaléncia de infec¢do por N. caninum
em bovinos leiteiros, bem como a alta taxa nos caninos das mesmas propriedades, sugerindo
uma possivel associacdo entre a infeccdo pelo parasito nas duas espécies estudadas.

A alta soroprevaléncia para anticorpos anti-T. gondii diagndsticada em bovinos e caes
das éareas rurais permite inferir que a presenca de felinos domésticos em 80,56% das
propriedades estudadas pode ser responsavel pela manutencdo da infeccdo nas referidas
espécies.

As medidas de manejo sanitario nas propriedades de bovinos leiteiros do estado do
Maranhdo ndo estdo sendo adotadas de maneira satisfatoria, favorecendo o aumento dos
indices de infeccao pelos parasitos coccidios nos animais da area estudada.

Os resultados do presente estudo sdo importantes do ponto de vista de saude publica
uma vez que a infec¢do por T. gondii nos rebanhos bovinos significa um risco a populagéo

humana, assim como a presenca de felinos.
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6 APENDICES



6.1 Questionario Investigativo
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QUESTIONARIO — PROJETO NEOSPORA e TOXOPLASMA
MESTRADO 2006 - 2008

N.°
Propriedade:
Endereco: Data: /
Proprietario: Telefone:
Municipio: Estado:
Regime de Criagao: )
Area total: ha Area destinada ao Pastejo e/ou capineiras: ha
ANIMAIS
Fallx_a 0al12meses |12 a 24 meses | 24 a 36 meses Acima de 36 TOTAL
Etaria meses
Sexo M F M F M F M F M F
Quantidade
QUE OUTRAS ESPECIES SAO CRIADAS NA PROPRIEDADE
Espécies | Caninos| Felinos | Bubalinos | Ovinos | Caprinos | Equinos | Asinino | Suinos | Aves
NO

MANEJO DA CRIACAO

» Como sio criados os animais? (

» Adquire animais com frequéncia? (

Procedénci
Qual sexo?

a

() Macho (

) Fémea

» Tipo de Exploracdo Animal:

() Producéo de leite (

REPRODUTIVO

) Extensivo
) Sim  (
Realizou Quarentena (

) Producéo de carne (

) Semi-Intensivo

) Nao

) Sim

) Producéo mista

» Quantos nascimentos ocorrem durante o ano (média) ?

» Taxa de

Mortalidade: (

)Alta  (

) Média (

) Baixa

» Epoca do ano em que ocorre 0 maior nimero de pari¢des?
P Os bezerros ao nascerem apresentam-se:

() Normais (
» Idade em que a fémea é coberta pela primeira vez?
» Realiza Inseminacgao Artificial (

) Anormais  (

) Fracos (

)Sim  (

) Dificuldade de locomoc¢do (

) Nao

() Intensivo

( ) Néo

) Outros
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» Tem ocorrido aborto na propriedade? () Sim ( ) Nao

Quando () Inicio da gestagdo ( ) Metade ( ) Final

» Qual o destino das vacas que abortaram? () Descarte ( ) Sacrificio ( ) Outros
» Aspecto do feto abortado ( ) Normal () Mumificado ( ) Autolisado

» Destinos dos fetos?

» E freqiiente o uso de luvas () Sim ( ) N&o

» Presenca de vacas com retencio de placenta () Sim () Néo

Quantas e quando?
» Repeticio decio ( ) Sim ( ) Né&o

ALIMENTAR

» Alimentagdo () Capim ( )Racdo ( ) Capim+ Ragdo ( ) Outros
» Como ¢ fornecida aos animais? () Nococho ( )Awpasto ( ) Ambos

» Costuma fornecer feno e/ou silagem aos animais () Sim () Néo

Qual a origem?

» Durante o ano oferece sal para os animais () Sim ( ) Néo

Qual o tipo? () Mineral () Comum

» Nos locais onde os animais pastam e/ou fica armazenado feno e silagem os cdes tem
acesso? () Sim ( ) Néo

» Forneceagua ( )Sim () Nao Qualaorigem?( )Poco ( )Rio ( ) Barreiro

SANITARIO
» Possui assisténcia veterinaria () Sim ( ) Nao
» Faz vacinagdo ( ) Aftosa ( )Raiva ( ) Manqueira ( ) Brucelose ( ) Outras
Quando?

» Foi realizado coleta de material dos animais para a realizacdo de exames?
() Sim ( )N&  Qual(is) e Quando?
» Que testes foram realizados?

() Brucelose ( ) Tuberculose ( ) Leptospirose ( ) Parasitologico ( ) Outros
» Realiza controle de ecto e endoparasitos? () Sim ( ) Néo

() Periédico ( )Esporadico ( )6em6 mesesou3em3meses ( ) Anualmente
Como? Produto(s)?
» Usa algum tipo de remédio caseiro? () Sim ( ) Naéo
Quial (is)? Para que?
» Conhece alguma doenca que acomete os bovinos, e que pode afetar no processo
reprodutivo () Sim ( ) Néo

() Neosporose ( ) Brucelose ( ) Toxoplasmose ( ) Leptospirose ( ) Outras
» Presenca de ratos () Sim () Néo

» Que outros roedores domésticos e silvestres existem?
» Qual a importancia da criacdo de gado de leite?

OBSERVACOES:
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6.2 Ficha Individual Bovina

FICHA INDIVIDUAL (BOVINO) - PROJETO NEOSPORA E TOXOPLASMA
MESTRADO 2006 - 2008

N.°

Data da coleta: / /

Nome e/ou registro do Animal:

Espécie: Raga:
Idade/Nasc.: Sexo:
Proprietario: Endereco:
Propriedade:

m Quantas vezes ja pariu ?

m Houve algum problema durante o parto. Qual ?
m Ja abortou alguma vez ?

m Procedéncia?

m Outros

Material coletado:

ABORDAGEM CLINICA:

EXAME LABORATORIAL:

OUTRAS OBSERVACOES:
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6.3 Ficha Individual Canina

FICHA INDIVIDUAL (CAO) - PROJETO NEOSPORA e TOXOPLASMA
MESTRADO 2006 - 2008

N.°

Data da coleta: / /

Nome e/ou registro do Animal:

Espécie: Raga:
Idade/Nasc.: Sexo:
Proprietario: Endereco:
Propriedade:

m Ja apresentou alguma alteracio nervosa ?

m Se Fémea, houve algum problema durante o parto. Qual ?
m Quantas vezes pariu ?

m Procedéncia?

m Outros

Material coletado:

ABORDAGEM CLINICA:

EXAME LABORATORIAL:

OUTRAS OBSERVACOES:




6.4 Coordenadas Geogréaficas dos Municipios
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Latitude e longitude dos municipios pertencentes as microrregides de Itapecuru-Mirim, Médio

Mearim e Presidente Dutra, mesorregioes Norte e Centro Maranhense, estado do Maranhao,

Brasil, 2007.

MUNICIPIOS LATITUDE LONGITUDE
Santa Rita 03°06'89" 44°18'95"
Itapecuru-Mirim 03022'95" 44°20'95"
Pedreiras 04°35'99" 44°36'97"
Trizidela do Vale 04°32'80" 4403774"
Igarapé Grande 04°37'297" 44°50'625”°
Presidente Dutra 05°16'20" 44°3078"
S&o Domingos do MA 05°41'75" 44°18'52"
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ANEXO

MESO E MICRORREGIOES DO MARANHAO
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Mapa do Maranhdo: A - Mesorregido Norte; B - Mesorregido Centro.



