Detecgao de anticorpos contra Neospora caninum e Toxoplasma gondii em soros de
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Resumo: Bubalinos séo susceptiveis a infeccdo por Neospora caninum e Toxoplasma gondii, contribuindo assim para
a disseminacao destes protozoarios na natureza. A ocorréncia de anticorpos foi investigada em soro sangiiineo de
bubalinos, utilizando-se a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl). Foram avaliados os fatores raga e idade dos
bufalos, e também pesquisada a presenca de anticorpos contra os dois parasitos em cdes e humanos de convivio
estreito com os bubalinos. Amostras de soros foram colhidas de bufalos (n=411), caes (n=8) e humanos (n=14),
oriundos de propriedades com caracteristicas leiteiras e examinadas em laboratério. Dentre os soros de bubalinos
testados, 56,0% foram reagentes (> 1:200) para N. caninum e 49,9% reagiram (> 1:64) contra T. gondii. Mostraram-se
reagentes aos dois protozodrios 33,9% dos bufalos. Dos soros de cées 25,0% reagiram ao N. caninum (> 1:50) e
62,5% contra o T. gondii (> 1:16). Nenhum soro humano mostrou-se reagente em niveis considerados positivos (> 100)
pela literatura revisada. As fémeas, entre 5 e 6 anos de idade, apresentaram maior percentual de sororreagentes a T.
gondii. Os resultados obtidos permitem inferir que tanto o Neospora caninum quanto o Toxoplasma gondii encontram-
se bastante disseminados entre os rebanhos investigados e que aparentemente a raca e a idade das fémeas ndo
interferiram na freqiiéncia de individuos sororreagentes ao N. caninum.
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Abstract: Water buffaloes (Bubalus bubalis), are capable of becoming infected with Neospora caninum and Toxoplasma
gondii, contributing to disease dissemination. The incidence of these antibodies was assessed in sera of water buffaloes,
using an immunofluorescent antibody technique (IFAT). Any possible influence of breed or age of the buffaloes was
investigated, besides assessment of sera antibody titres of any dogs and humans that were in close contact with the
tested animals. Serum samples were taken from water buffaloes (n=411), dogs (n=8) and humans (n=14), from buffalo
dairy farms in the S&o Paulo State, and tested. Of the samples of buffalo sera tested, 56.0% were reactive (21:200) to N.
caninum and 49.9% were reactive (>1:64) to T. gondii. Of all, 33.9% of the buffaloes presented antibody titres for both
protozoon parasites. Of the canine serum samples, 25.0% presented titres (>1:50) for N. caninum and 62.5% for T.
gondii (21:16). The human serum samples did not show detectable antibodies for N. caninum when using a >100 limit
titre for positive findings. The obtained data allows the conclusion that the protozoan parasite N. caninum, as well as T.
gondii, are widely disseminated in the water buffalo herds assessed and, apparently, the factors breed and age do not
interfere with frequency of N. caninum positives among adult female buffaloes. When concerning T. gondii, female
buffaloes of 5 to 6 years of age showed more frequent presence of specific antibodies.
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1 Introducao

Neospora caninum é um protozoario, parasito, per-
tencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae,
subfamilia Toxoplasmatinae. E possivel que até 1988,
por sua similaridade estrutural e biolégica com o
Toxoplasma gondii, esse parasito tenha sido diagnos-
ticado erroneamente e mantido oculto & luz das inves-
tigacOes cientificas. A partir do isolamento em caes
com neuropatia, foi descrito pela primeira vez por Bjerkas
et al., em 1984, como um protozoario semelhante ao
Toxoplasma e foi denominado N. caninum em 1988.

Desde entdo esse parasito foi descrito em varias
espécies animais, apresentando ampla distribuicdo geo-
grafica e, atualmente, é considerado o principal agente

de abortamentos em bovinos em algumas regiées do
mundo (COLLERY, 1996; DUBEY e LINDSAY, 1996;
THURMOND e HIETALA, 1996). Os bubalinos sao
também susceptiveis a infec¢éo pelo N. caninum.

A neosporose, doenca causada pelo protozoario
Neospora caninum (DUBEY et al., 1988), caracteriza-
se por sintomatologia nervosa em cées e em bovinos
jovens. Ainda que seja considerada enfermidade
emergente nos Estados Unidos da América, Europa e
Oceania, no Brasil existem incipientes informacdes
sobre a real situacéo epidemioldgica dessa doenca.

Dentre os métodos desenvolvidos para o diagnés-
tico da neosporose, a detecgdo de anticorpos especifi-
€0s no soro sangliineo, por meio da técnica de RIFI,
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utilizando como antigeno, taquizoitos de N. caninum, é
largamente usada para os estudos epidemioldgicos, por
ser confiavel e menos onerosa (TREES et al., 1994;
PARE et al., 1995).

Segundo Dubey e Lindsay (1996), na RIFI existe a
possibilidade de reagéo cruzada entre N. caninum e
Toxoplasma gondii; sugerem, assim, que em estudos
sorolégicos deve-se pesquisar anticorpos para ambos
0s protozoarios. No entanto, essas reac¢des cruzadas
séo relativamente baixas ou nulas, ja que nesse tipo
de prova o que se avalia sdo os antigenos de superficie
(TREES et al., 1994). Contudo, nos testes de ELISA, a
reacao cruzada pode ocorrer, ja que sao expostos 0s
diversos antigenos presentes dentro do citoplasma do
parasito, através da ruptura da membrana externa, e
alguns deles sdo semelhantes entre as espécies.

Outros problemas ja foram levantados no diagnds-
tico da neosporose, pela técnica da RIFI. Verificou-se
gue, em algumas amostras, pode ocorrer uma reacao
apical caracterizada pela fluorescéncia parcial dos
taquizoitos (CONRAD et al., 1993; PARE et al., 1995); a
forma como ocorre essa reagdo pode ser determinada
pela acdo inespecifica de varios anticorpos que estejam
presentes no soro sangtineo dos bovinos e que comu-
mente aparecem apés seu nascimento.

Huong et al. (1998), examinando 200 soros de
bovinos e 200 de bubalinos de corte, no Vietnd,
observaram 5,5% de bovinos e 1,5% de bubalinos com
anticorpos detectaveis contra N. caninum. Foram
utilizados para analise o iscom-ELISA com densidade
Optica (DO) > 0,20 e RIFI, considerando positivos os
soros com titulos > 640.

O primeiro estudo sorologico de N. caninum em
bufalos do Egito foi realizado por Dubey et al. (1998)
gue registraram, de 75 exemplares investigados, utili-
zando o Neospora agglutination test (NAT), a presenca
de anticorpos contra N. caninun em 68,0% das amos-
tras, nas seguintes dilui¢cbes: 1:20 em 6 bufalos, 1:40
em 15; 1:160 e 1:320 em 1, e > 1:640 em 28 animais.

Na ltalia, examinando amostras de soro de 1.377
bufalos (Bubalus bubalis), oriundos de 50 propriedades
rurais e utilizando a RIFI para deteccéo de anticorpos
contra N. caninum, Guarino et al. (2000) detectaram
34,6% dos animais sororreagentes, observando, ainda,
a presenca de aborto e sintomas neurolégicos em duas
das 50 propriedades. Segundo a faixa etaria, 0s percen-
tuais de animais positivos foram: 24,5% para grupos
de 1-2 anos, 32,2% para grupos de 2-4 anos, 38,6%
para grupos de 5-6 anos, e 43,1% para grupos > 6 anos.
O ponto de corte estabelecido foi a diluicdo 1:200 e 0
conjugado contra IgG bubalino foi produzido em coelhos.

Gondim et al. (1999b) encontraram uma freqiiéncia
de anticorpos contra N. caninum de 36,5% em 115
amostras de sangue colhidas de bubalinos criados no
Estado da Bahia. Os autores utilizaram a RIFI para as
andlises e como ponto de corte, dilui¢bes > 200.

Fujii et al. (2001) encontraram em 222 amostras de
soro de fémeas bubalinas, pertencentes a 11 proprie-
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dades localizadas na regido do Vale do Ribeira, Estado
de Sao Paulo, 52,7% de sororreagentes ao N. caninum
pela Neospora agglutination test (NAT), com titulos >
40, e 63,9% reagentes pela RIFI com titulos > 25.

A toxoplasmose é uma importante zoonose de
carater cosmopolita, sendo elevada a prevaléncia da
infeccdo pelo T. gondii, em seres humanos (DUBEY,
1996). Sdo raros os estudos sobre a infec¢éo toxoplas-
mica em bufalos, mas sabe-se que a prevaléncia de
anticorpos contra T. gondii tem se apresentado mais
baixa que em bovinos (DUBEY et al., 1998; HUONG et
al., 1998; GONDIM et al., 1999a ; FUJII, 2000.)

Os bufalos podem infectar-se com Neospora caninum
pela ingestéo de agua e alimentos contaminados com
oocistos eliminados nas fezes de felinos. O habito dos
bufalos de passarem a maior parte do tempo deitados
em locais lodosos ou em aguadas longe do habitat dos
gatos talvez explique a baixa infeccao nessa espécie
(NAVIDPOUR € HOGHOOGHI-RAD, 1998). Aliam-se a esse
fato a baixa susceptibilidade dessa espécie a infec¢éo
pelo T. gondii e suas condi¢cBes de manejo (HUONG et al.,
1998). NAVIDPOUR e HOGHOOGHI-RAD (1998) sugerem
gue, em bufalos, parece ocorrer diminui¢éo de anticor-
pos contra T. gondii com o aumento da idade.

Em estudos conduzidos por Dubey e Beattie (1988),
afrequéncia de ocorréncia de anticorpos contra T. gondii
em bufalos variou de 7 a 48,0% em diferentes regides
do Egito, enquanto que na Indonésia foi zero, e na
Turquia, de 48,0%. Navidpour e Hoghooghi-Rad (1998)
encontraram 8,8% (34/385) de bufalos com anticorpos
contra T. gondii com titulos > 16 pela RIFI, no Ira.

Dubey et al. (1998), no Egito, encontraram 67,0%
(50/75) de fémeas bubalinas soropositivas para Neospora,
a maioria com titulos baixos < 64 no dye test (DT),
mas, pelo teste de aglutinacdo direta modificada (T-
MAT), apenas um animal apresentou titulo de 1:50.
Huong et al. (1998) obtiveram 3,0% (6/200) de amostras
positivas, enquanto em bovinos, 10,5% (21/200), no sul
do Vietnd, pelo teste de aglutinacédo direta; das seis
amostras positivas, quatro apresentaram titulos conside-
rados positivos na diluicdo do soro 1:50 e duas na dilui-
¢é01:2.500.

No Brasil existem trés trabalhos publicados de ocor-
réncia de anticorpos contra T. gondii em bubalinos, o
de Gondim et al. (1999a), que encontraram 4/104 (3,9%)
dos bufalos sororreagentes e (2/194) 1,0% dos bovinos
positivos, niveis esses muito inferiores aos de ovinos e
caprinos das mesmas propriedades, que foram de
18,8% e 28,9%, respectivamente, utilizando teste de
aglutinacéo em latex (LAT). O segundo € o de Barros
et al. (1999), que, no Par4, encontraram, respectiva-
mente, 12,2% (15/123) e 22,8% (28/123) de bufalos
sorologicamente positivos, utilizando o ELISA e o LAT.
A proporcao de propriedades com animais infectados
foi de 42,8% pelo teste ELISA, ou seja, seis das 14
fazendas examinadas e 71,4% (10/14) pelo LAT.

Fujii (2000) encontrou, através da RIFI, 3,2% de
animais sororreagentes ao T. gondii com titulos > 64.
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Essas observacdes foram feitas em fémeas bubalinas
adultas pertencentes a 11 propriedades localizadas na
regido do Vale do Ribeira, S&o Paulo.

Existe uma grande variacdo de niveis de prevalén-
cia, em diferentes regiées do mundo, devendo-se, em
parte, as diferentes técnicas empregadas, tornando os
resultados ndo comparaveis (CHHABRA et al., 1985).

Em decorréncia das perdas econémicas conside-
raveis causadas alhures pela neosporose na espécie
bovina, e sua significante semelhan¢a com a bubalina,
devido ao manejo, ha a possibilidade de contagio das
mesmas enfermidades. Ainda, devido a escassez de
informagdes epidemioldgicas da doenca no Brasil, prin-
cipalmente na espécie proposta, e sua grande importan-
cia cosmopolita em hospedeiros poliespecificos, respon-
savel por grandes perdas econdmicas na pecudria
mundial, este trabalho objetivou o estudo soroldgico de
anticorpos contra N. caninum e T. gondii.

A pesquisa foi realizada por meio da técnica da
imunofluorescéncia indireta (RIFI-IgG) em rebanhos
bubalinos (Bubalus bubalis) leiteiros, independente-
mente do histdrico de abortamentos. Foram investi-
gados, ainda, quanto a presenca de anticorpos contra
N. caninum e contra T. gondii, cdes e seres humanos
de estreito convivio com os bubalideos.

2 Material e Métodos
2.1 Delineamento e local experimental

Para estipular a amostra experimental estatistica-
mente significante de animais examinados, foi utilizada
a “Distribuicdo de Poisson” (CORTES, 1993), para
eventos raros. Desta forma, o nUmero de amostras de
sangue colhidas foi baseado na hipotese de baixa
reatividade soroldgica dos bubalinos aos dois parasitos
em questao.

Foram obtidas 411 amostras de sangue de bubalinos,
em idade reprodutiva, oriundos de 12 rebanhos perten-
centes a propriedades distribuidas em 12 municipios.
As propriedades investigadas pertencem aos seguintes
municipios: Sales de Oliveira, Marilia, Votuporanga,
Dourado, Pirassununga, Franca, Bocaina, Botucatu,
Analandia, Aracatuba, Ibitinga e Jaboticabal.

O total de bubalinos de onde foram obtidas as 411
amostras (1.319 bdfalos) corresponde a 3,85% do
rebanho total do Estado de Séo Paulo, segundo dados
do ANUALPEC 2000. Ainda foram colhidas amostras
de sangue de cades (n=8) e seres humanos (n=14)
conviventes com os bubalinos.

2.2 Amostras sangiiineas

Foram colhidos, através de puncéo da veia jugular
e/ou mamaria, cerca de 15 mL de sangue, sem antico-
agulante, de cada animal do grupo experimental. Apés
obtencado, os soros foram distribuidos em tubos
“eppendorf”, identificados e mantidos a temperatura de
—20°C até a realizacao dos testes sorologicos.
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Soros humanos foram obtidos apds colheita de
sangue individual, realizada por profissional da area de
Saude Humana.

2.3 Analises sorologicas
2.3.1 Antigenos

a) Neospora caninum

Para a pesquisa de anticorpos contra N. caninum,
foram adquiridas, comercialmente, laminas contendo
taquizoitos integros de N. caninum da cepa Nc-1,
produzidos em cultivo celular de células Vero, pelo
Veterinary Medical Research and Development Inc.
(VMRD), de Pullman-USA, Lote: V-99060B, distribuidos
em laminas para imunofluorescéncia com 12 pocos.
As laminas, contendo o substrato antigénico, foram
conservadas a — 20°/C até o momento do uso.

b) Toxoplasma gondii

A amostra de Toxoplasma gondii (cepa RH) utilizada
vem sendo mantida por passagens de exsudato
peritoneal de camundongos albinos (Mus musculus) em
laboratério do “Centro de Pesquisas em Sanidade
Animal” (CPPAR).

Na preparacdo do substrato antigénico utilizou-se
uma suspensao de taquizoitos de T. gondii obtidos por
lavado intraperitoneal de camundongos com solucéo
salina 0,85% estéril. A suspensao de taquizoitos foi
lavada por trés vezes consecutivas em solucéo salina
0,85% estéril a 2.500 rpm por 10 minutos. O sedimento
foi ressuspenso em solucdo salina 0,85%, contendo
formalina a 2% e permaneceu em estufa a 37°C por 30
minutos, sendo agitado por inverséo, delicadamente, a
cada 10 minutos. Ap6s fixacao, os taquizoitos foram
lavados por trés vezes com solugéo salina 0,85%,
ajustando-se a concentracdo final de modo a haver de
20 a 30 parasitos por campo microscépico em aumento
de 400x. O antigeno foi distribuido em laminas, as quais
foram embaladas e estocadas a —20°C até o momento
de uso. A metodologia foi a mesma preconizada por
Camargo (1964).

2.4 Provas soroldégicas
2.4.1 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI)

Soros de bubalinos (n=411), de caes (n=8) e de
humanos (n=14) foram previamente triados em diluigdo
Unica, e 0s que apresentavam reatividade foram titulados
frente aos antigenos de N. caninum e T. gondiii.

a) RIFI — Neospora caninum

As amostras de soro bubalino foram submetidas a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), segundo
metodologia preconizada por Conrad et al. (1993). Cada
soro foi diluido na base dois, iniciando-se com 1:200,
em solucéo salina tamponada com fosfatos, e pH 7,2.

Soros controles positivos e negativos foram diluidos
conforme a descrigdo acima. Em cada cavidade da
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lamina, contendo o substrato antigénico, colocaram-
se 15 mL de amostra sob estudo, sendo incubada por
30 minutos a temperatura de 37°C em camara umida.

Ap0s incubacdo, cada lamina foi submetida a trés
lavagens de 5 minutos cada, em uma cuba de vidro
contendo tampé&o carbonato, pH 9,0.

As laminas foram secas a temperatura ambiente, e
em cada cavidade foi acrescentado o conjugado (IgG
de coelho contra IgG de bovino, marcada com isotiocia-
nato de fluoresceina -Sigma/F-7887), utilizado na
diluicdo de 1:200 em PBS, contendo azul de Evans a
0,01%. As laminas foram novamente incubadas por 30
minutos a 37°C, em camara Umida, retiradas, secas
ao ar e montadas com laminula, utilizando-se glicerina
tamponada (pH 8,0) em uma relacéo de 9:1 de glicerina/
tampao. A leitura foi realizada em microscépio equipado
para fluorescéncia (Sistema de epi-iluminac¢éo — objetiva
40x). As reagbes com titulo igual ou maior que 200
foram consideradas positivas (GONDIM et al., 1999b,
GUARINO et al., 2000).

Reac¢des em que o0s taquizoitos apresentavam
fluorescéncia periférica total (PARE et al., 1995) foram
consideradas positivas.

Procedimento idéntico ao descrito acima foi aplica-
do aos soros de cées e de seres humanos, utilizando-
se como conjugados, respectivamente, a IgG de coelho
contra IgG de céo e IgG de camundongo contra IgG
humano (Sigma/F-7884 e Sigma/F-5512).

b) RIFI - Toxoplasma gondii

A técnica utilizada foi a descrita por Camargo (1964),
assim resumida: as laminas, contendo o substrato anti-
génico, foram descongeladas a temperatura ambiente.
Inicialmente foi realizada uma triagem de cada soro nas
diluicbes de 1:16 e de 1:64. As amostras positivas na
diluic@o 1:64 foram novamente testadas em diluicdes
seqglienciais na base quatro até 1:4.096.

Os soros testes e controles positivo e negativo foram
diluidos em solugao salina tamponada com fosfato 0,1
M (PBS) de pH 7,2. Em cada cavidade da lamina
pipetaram-se 15mL de cada soro. Ap6s 40 minutos de
incubacéo a temperatura de 37°C em cadmara umida,
realizaram-se trés lavagens de cada lamina por 10
minutos em uma cuba de vidro contendo PBS. Apés a
secagem das laminas, a temperatura ambiente, foi
acrescentado, em cada cavidade, o conjugado IgG de
coelho contra IgG bovina marcada com isotiocianato
de fluoresceina (Sigma/F-7887), previamente diluido a
1:200, em solugéo de PBS contendo azul de Evans
0,01%. Apds 30 minutos, em camara Umida, a 37°C
foram lavadas e montadas.

A leitura foi efetuada em microscépio equipado para
fluorescéncia, sistema de epi-iluninacao e visualizacéo
com objetiva de 40x. As reagfes com titulo igual a ou
maior que 64 foram consideradas positivas (COSTA et
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al., 1977). Conjugados anti-cao e anti-humano foram
utilizados conforme indicacéo do fabricante, seguindo
atécnica de Camargo (1964).

3 Resultados
3.1 Caes e humanos

De oito soros caninos testados, apenas dois (25,0%)
mostraram niveis detectaveis e considerados positivos
para Neospora caninum, enquanto cinco (62,5%) foram
reagentes em niveis considerados positivos contra o
Toxoplasma gondii.

Os soros humanos néo reagiram ao N. caninum
(00,0%) em niveis considerados positivos e 50,0%
desses mesmos soros reagiram ao Toxoplasma gondii.
No entanto, foram encontrados soros de humanos
reagentes ao Neospora caninum nas diluicbes de 1:16
e 1:64, ndo consideradas positivas para a espécie em
questao, segundo literatura consultada.

Seis amostras de soro humano (42,8%) apresenta-
ram sororreatividade apical ao Neospora caninum, em
titulo de 16, ndo considerado positivo.

De oito cées investigados, cinco (62,50%) mostra-
ram-se sororreagentes (titulos > 64) contra T. gondii, e
trés (37,5%) reagiram em diluicdo 1:16. Apenas dois
dos 8 caes mostraram-se reagentes contra Neospora
caninum nas diluicdes 1:50 e 1:100 respectivamente.

3.2 Bubalinos

A Tabela 1 apresenta os resultados numéricos e
percentuais da ocorréncia de anticorpos contra N.
caninum e contra T. gondii nos soros dos bufalos
investigados.

Das 411 amostras de soros bubalinos analisadas
pela RIFI, para a investigag&do de provaveis animais
sororreagentes contra Neospora caninum, 230 (56,0%)
resultaram positivas, com titulos iguais a ou maiores
que 200, e 205 (44,0%) delas mostraram-se nao
reagentes (Tabela 1).

As mesmas 411 amostras de soro colhidas dos
bubalinos, submetidas a prova de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para T. gondii, apresentaram 205 (49,9%)
sororreagentes com titulos iguais ou superiores a 64,
considerados positivas.

Areciproca dos titulos de anticorpos contra N. caninum
e T. gondi, subdividindo os animais em sexo e grupo
etério a que pertencem, esta discriminada na Tabela 1.

Encontrou-se alto percentual (77,7%) de reprodu-
tores com anticorpos para N. caninum, seguidos de
bezerros menores de um ano (65,4%) e fémeas maiores
de 24 meses (52,16%). Dentre os bubalinos em estudo,
24,6% apresentaram titulos > 800.
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Os percentuais de animais (reprodutores, bezerros
e fémeas adultas) sororreagentes ao T. gondii mostra-
ram-se equiparaveis aos encontrados nos mesmos
animais para N. caninum. Apenas 1,1% dos bufalos
apresentou reatividade ao T. gondii em titulos de 4.096.

A Figura 1ilustra os valores absolutos e percentuais
de fémeas sororreagentes, distribuidas segundo a faixa
etaria a que pertencem (2-4, 5-6 e >6 anos).

Entre dois e quatros anos de idade, 50,0% das
fémeas apresentaram anticorpos contra N. caninum
enguanto 39,2% apresentaram anticorpos para 7. gondii.
Entre 5 e 6 anos, foi encontrado maior nimero de
fémeas portadoras de anticorpos para T. gondii (62,5%)
do que para N. caninum (53,8%).

N&o houve diferencas discrepantes para os percen-
tuais de ocorréncia de anticorpos contra N. caninum
entre as fémeas em diferentes faixas etérias. J4, quanto
ao T. gondii, o grupo de fémeas com idade variando de
cinco a seis anos mostrou maior niumero de individuos
reagentes em relag&o aos outros dois grupos.

A Tabela 2 subdivide os bubalinos adultos (machos e
fémeas > de 24 meses) emragas e seus respectivos percen-
tuais de ocorréncia de sororreagentes aos dois parasitas.

538kls) 6

42,1
w2 |
40,0

Animais Sororreagentes (%)

N. caninum T. gondii

D2a4anos @5a6anos @mais de 6 anos

Dentre as racas em estudo, a Jafarabadi e a Murrah,
respectivamente, foram as que apresentaram menor e
maior percentual de animais sororreagentes ao N.
caninum. A raca Mediterranea e o grupo de animais
mesticos equipararam-se nos valores percentuais de
individuos positivos para anticorpos contra N. caninum.

Quanto a ocorréncia de animais portadores de
anticorpos contra T. gondii, o grupo da raca Mediterra-
nea foi 0 menos reagente, enquanto que os demais
grupos mostraram percentuais semelhantes. Quando
analisados, comparativamente, resultados obtidos para
N. caninum e para T. gondii, nota-se maior ocorréncia
de animais portadores de anticorpos contra N. caninum.

A Figura 2 ilustra os percentuais de animais jovens
(< 24 meses) sororreagentes ao N. caninum e ao T.
gondi, divididos em dois grupos etarios de observagao
(0-2 meses e > 3 meses). Os animais situados no grupo
etario de zero a dois meses mostraram-se mais
reagentes contra N. caninum, porém, para ambas as
faixas etérias os coeficientes encontrados permanece-
ram altos, superando os 50,0%.

Para T. gondii ndo foi notada diferenca entre os
percentuais de ocorréncia de animais sorreagentes.

Figura 1 — Percentuais de fémeas bubalinas, adultas, entre 2 e 14 anos, reagentes contra Neospora caninum e
contra Toxoplasma gondii, distribuidas em trés grupos etérios, Estado de S&o Paulo.

Tabela 1 — NUumero de animais, percentuais de ocorréncia e reciproca dos titulos de anticorpos contra Neospora
caninum e Toxoplasma gondii em soros de bufalos (Bubalus bubalis) do Estado de Sdo Paulo.

Amostras Reagentes

Titulos

Neospora caninum

Toxoplasma gondii

Nuamero
T.
% % 200* % 400 % 800 % 64 % 256 % 1.024 % 4.096 %
caninum gondii

Bufalos 411 230 56,0 205 49,9 90,0 39,0 84,0 36,4 56,0 246 133 650 63 306 7 33 2 11
Reprodutores 9 7 77,8 8 889 7,0 1000 00 00 OO OO0 7 874 1 125 0 00 o0 0,0

Fémeas
301 157 52,2 145 48,2 63,0 404 61,0 39,0 330 206 9 66,2 45 309 3 22 1 0,7

adultas
Bezerros 101 66 654 52 51,5 20,0 29,8 20,0 29,8 26,0 404 29 559 17 324 5 88 1 29

* Ponto discriminativo N. caninum (1:200)
** Ponto discriminativo T. gondii (1:64)
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Tabela 2 — NUmeros absolutos e percentuais de bubalinos, adultos das racas Jafarabadi, Murrah, Mediterranea
e seus mesticos, sororreagentes para Neospora caninum e Toxoplasma gondii, Estado de Sao Paulo.

Reagentes Ndo Reagentes Total
Sexo N. caninum T. gondii  N. caninum T. gondii
NAE % NAE % NAE % NAE % NTAE %

Fémeas 22 53,7 17 415 19 46,3 24 585 41 95,3

é
§ Machos 2 100,0 2 100,00 O 0,0 0 0,0 2 4,7
& Total 24 558 19 442 19 442 24 558 43 1000
Fémeas 59 686 29 337 27 314 57 663 86 95,6
§ Machos 4 1000 4 1000 O 0,0 0 0,0 4 4.4
=
Total 63 70,0 33 367 27 300 57 633 90 1000
S Fémeas 29 70,7 13 31,7 12 293 28 683 41 93,2
c
E Machos O 0,0 1 33,3 3 100,00 2 66,7 3 6,8
S
% Total 29 659 14 31,8 15 341 30 68,2 44 100,0
é Fémeas 90 67,7 54 406 43 323 79 594 133 100,0
§ Total 90 67,7 54 406 43 323 79 594 133 100,0

NAE: Nimero de animais examinados
NTAE: Nimero total de animais examinados

61,0%

51,7%

Animais Sororreagentes (%)
IS
8
e

39,0%
38,3%

N. caninum T. gondii

[30-2 meses >3 meses

Figura 2 — Percentuais de bezerros (< 24 meses), subdivididos em duas faixas etarias (0-2 e >3 meses),
sororreagentes para Neospora caninum e Toxoplasma gondii, Estado de S&o Paulo.
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4 Discussao

A reacéo de imunofluorescéncia (RIFI) foi 0 método
diagnostico de eleicdo para deteccdo dos anticorpos
especificos contra N. caninum no soro dos bubalinos
por ser confidvel, bastante especifico e menos oneroso,
como afirmam Trees et al. (1994) e Paré et al. (1995).

Seguindo as indicac¢des de Dubey e Lindsay (1996),
gue sugerem a possibilidade de reacfes cruzadas entre
N. caninum e T. gondii, foram realizadas provas para
ambos os parasitos. Entretanto, ndo foram notadas rea-
¢bes cruzadas que, segundo Tree et al. (1994), sdo
relativamente baixas ja que nesse tipo de prova imuno-
I6gica se avaliam os antigenos de superficie, especificos
para cada espécie.

Quando se utiliza o teste de ELISA, as reagdes cru-
zadas sdo mais comuns, sendo necessario considerar
pontos de corte mais elevados (HUONG et al., 1998).

As reacOes apicais, inespecificas, caracterizadas por
fluorescéncia parcial dos taquizoitos, como descrevem
Conrad et al. (1993) e Paré et al. (1995), foram obser-
vadas também neste estudo e ndo trouxeram problemas
na interpretacao dos resultados, ja que foram conside-
radas positivas as amostras com fluorescéncia em toda
a superficie do taquizoito.

Os percentuais de ocorréncia de bubalinos portado-
res de anticorpos contra N. caninum no mundo variam
de 1,5 a 68,0%, mostrando uma grande discrepéncia,
provavelmente relacionada a falta de padronizagéo de
técnicas e pontos discriminativos utilizados.

Dentre as poucas investiga¢des soroldgicas para
deteccao de anticorpos contra N. caninum em bufalos,
apenas duas (GONDIM et al., 1999b e GUARINO et al.,
2000), sdo passiveis de concordancia total em utilizagéo
de técnica (RIFI) e ponto discriminativo (> 200) utilizado.
Fuijii et al. (2001), realizaram estudo semelhante a este
porém os pontos discriminativos utilizados foram
diferentes (> 25).

As variagBes em técnicas utilizadas e os pontos de
corte adotados por diferentes autores dificultam a com-
paracao de resultados. N&o existe consenso entre pes-
guisadores de um ponto de corte ideal para identificacdo
de um bubalino infectado por N. caninum. Foram
observados, na literatura investigada, pontos discrimi-
nativos que variaram entre titulos de 25 a 200 para RIFI,
40 para NAT, e 640 para ELISA.

A fregliéncia de ocorréncia de bubalinos portadores
de anticorpos contra N. caninum, observada no presente
trabalho, foi de 56,0%(Tabela 1) pela RIFI, para titulos >
200, valor esse pouco inferior aos registrados por Fujii
et al. (2001), no Vale do Ribeira, Sdo Paulo, que
encontrou, por meio da mesma técnica 63,9% dos
animais positivos e 52,7% positivos através do NAT.

Apesar de encontrado valor similar ao deste trabalho,
0s pontos de corte (RIFI />25 e NAT/ > 40) utilizados
por Fujii et al. (2000) séo bastante divergentes quando
comparados aos utilizados nesta investigacdo. Se o
autor tivesse adotado o titulo minimo de 200, utilizado
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por Gondim et al. (1999b) e Guarino et al. (2000), os
resultados provavelmente teriam sido inferiores. No
entanto, o Vale do Ribeira é umaregido de grande con-
centracao de bubalinos, fato esse que poderia auxiliar
na transmisséo e dissemina¢do do agente entre 0s
rebanhos, o que justificaria tdo relevante ocorréncia.

Os 36,5% de bufalos sororreagentes encontrados
por Gondim et al. (1999a), na Bahia, usando a mesma
técnica (RIFI), possibilitam a hip6tese de que a preva-
Iéncia da neosporose oscile nos diversos estados
brasileiros.

Guarino et al. (2000), na ltalia, encontraram, por
meio da RIFI e utilizando ponto de corte >200 e mesmas
diluicbes (1:200, 1:400 e 1:800), 34,6% de bubalinos
soropositivos para N. caninum, valor inferior aos
encontrados nos 12 municipios aqui avaliados.

Foi observada a maior ocorréncia de animais posi-
tivos para N. caninum entre os reprodutores (77,7%)
que, apesar de serem em menor nimero, mostraram-
se reagentes. Tal fato pode ser vinculado a contamina-
¢do do alimento por eles consumido, estocado nas
proximidades das casas onde circulam cées, ou ainda
podem esses animais ter adquirido o agente por via
congénita.

Nenhuma bibliografia sobre a prevaléncia de N.
caninum em bubalinos reprodutores foi encontrada.

Em seguida encontrou-se alto nUmero de bezerros
entre zero a 24 meses (65,3%) sororreagentes. Era de
se esperar que os bezerros jovens (zero-3 meses)
refletissem os resultados encontrados para as fémeas
progenitoras, pela ingestao do colostro e conseqiiente-
mente a imunidade passiva, e tal fato foi realmente
observado. Dentre os bezerros acima de trés meses e
um ano de idade, 51,% foram reativos ao N. caninum.

Esses achados estéo de acordo com Anderson et
al. (1997), que observaram a transmissao vertical de N.
caninum em novilhas que se infectaram por via transpla-
centdria. Estas foram saudaveis quando jovens e quando
adultas, mesmo assim transmitiram o parasita ao feto,
caracterizando a importancia da manutencdo de N.
caninum no rebanho. Concordam, ainda, com Paré et
al. (1996), que constataram que mais de 80,0% de
bezerros nascidos de vacas sorologicamente reagentes
ao N. caninum também apresentavam anticorpos contra
0 mesmo parasito.

As fémeas bubalinas apresentaram 52,1% de
animais reagentes contra N. caninum. Essas, subdivi-
didas em grupos etérios, foram analisadas separada-
mente, e os resultados encontrados (2-4 anos = 50,0%;
5-6 anos = 53,8% e > 6 anos = 52,6%) diferiram dos
encontrados por Guarino et al. (2000), na Italia (2-4 anos
= 32,2%; 5-6 anos = 38,6% e >6 anos = 52,6%).

Quando comparados proporcionalmente os per-
centuais encontrados em bubalinos adultos (>2 anos)
por Guarino et al. (2000), os valores obtidos neste estudo
nao divergem em ndameros percentuais quanto a
ocorréncia de anticorpos entre 0s grupos avaliados.
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Thornton et al. (1994) notaram que na Nova Zelandia
os abortos por N. caninum eram comuns em fémeas
com mais de quatro anos o que néo foi objeto de
avaliacdo neste estudo.

Pode-se notar a coabitac&o de outras espécies com
os bubalinos, em especial caes (hospedeiros definitivos
do N. caninum) e bovinos, espécies bastante acometi-
das pela neosporose. Em todas a propriedades prevale-
ceu a producéo leiteira, e em duas propriedades havia
laticinios que recebiam leite de outras propriedades da
regido.

A presenca de cées portadores de anticorpos contra
N. caninum em fazendas esta fortemente associada a
alta prevaléncia dessa infeccdo em bovinos (SAWADA
et al.,1998; WOUDA et al., 1999). O nimero de caes
reagentes ao N. caninum (25,0%) esta dentro das
variacdes observadas na literatura (BELO et al., 1999).

O coeficiente encontrado pode estar aliado ao baixo
ndmero de caninos examinados, porém pode ser indica-
tivo de que o parasito se mantenha dentro do rebanho
mesmo na auséncia do hospedeiro definitivo. Outra
possibilidade é a de que esses cades possam estar
eliminando oocistos e que ndo apresentem imunidade
detectével, como observou Dubey (1999).

Mainar-Jaime et al. (1999) atentaram para a possi-
bilidade da infecc¢éo de bovinos por oocistos eliminados
nas fezes dos cées, e vale ressaltar que, encontrada
alarmante ocorréncia de anticorpos contra N. caninum
em bubalinos, a reciproca da infecgao dos caes se ali-
mentando com carne e restos abortivos destes bubali-
nos pode estar colaborando para a manutencgéo do ciclo
bioldgico nas regides investigadas.

Dentre os grupos raciais em estudo, notaram-se
pequenas diferencas na ocorréncia de portadores de
anticorpos contra N. caninum (Tabela 2), e a raca que
mostrou menor frequiéncia de anticorpos conta N. caninum
foi a Jafarabadi, todavia nada pode ser afirmado sobre
sua susceptibilidade, visto que a maior parte desse
grupo de animais pertencia a uma mesma propriedade
e ndo estava sob as mesmas condi¢cdes ambientais e
manejo que os demais animais, portanto os resultados
obtidos podem ser casuais.

Gondim et al. (1999b) relataram a ocorréncia simul-
t&nea de anticorpos contra os dois parasitos em bovi-
nos. Dentre os bubalinos positivos, 33,9% reagiram
tanto para N. caninum quanto para T. gondii., indicio de
gue, em alguns casos, 0s animais podem estar in-
fectados concomitantemente pelos dois protozodrios.

A ocorréncia de bubalinos sororreagentes ao T.
gondii diverge da maioria dos achados na literatura citada
(HUONG et al., 1998; DUBEY et al., 1998; GONDIM et
al., 1999a; FUJII, 2000). Ao contrario do que afirmam
Navidpour e Hoghooghi-Rad (1998), a infeccéo de bufalos
pelo T. gondii é bastante comum em algumas regides.

Os resultados obtidos concordam com os 48,0%
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de bubalinos sororreagentes para T. gondii, encontra-
dos por Dubey e Beattie (1988) na Turquia, porém foram
muito superiores aos valores encontrados para mesma
espécie por Gondim et al. (1999a), na Bahia, e por Fujii
(2000), no Vale do Ribeira, Sdo Paulo.

De maneira geral, é arriscado afirmar que o mesmo
ocorra em todas as regifes. Nas doze propriedades
localizadas no Estado de S&o Paulo, a realidade foi
uma alta freqiiéncia de animais positivos para anticorpos
contra T. gondii.

Tal discrepéncia de achados incentiva novas inves-
tigacOes, visto que a maioria dos autores indica a toxo-
plasmose como pouco disseminada entre bubalinos,
realidade esta ndo concordante com o observado.

Os percentuais de caes reagentes ao T. gondii
estdo concordantes com os obtidos por outros autores

A infeccéo pelo T. gondii esta disseminada em
humanos por todo o mundo (DUBEY e BEATTIE, 1988).
Dubey (1996) afirma que aproximadamente 30,0% da
populacdo adulta dos Estados Unidos (USA) e do Reino
Unido (UK) possui anticorpos contra esse parasito.
Menciona ainda que a prevaléncia € maior em outras
partes da Europa Central e da América do Sul. A alta
ocorréncia observada em humanos investigados neste
estudo vém ao encontro da afirmacé&o de Dubey (1996).

Encontrar anticorpos contra o N. caninum em
humanos ndo confirma seu carater zoonético, mas
permite afirmar que os individuos examinados entraram
em contato com tal parasito (TRANAS et al.,1999).
Nesta investigacdo foram encontradas baixas frequén-
cias de anticorpos contra N. caninum em humanos
conviventes com os bufalos, porém sao necesséarias
novas investigagdes sobre o assunto.

A ocorréncia de elevado niumero de bubalinos
(Bubalus bubalis) portadores de anticorpos contra os
dois parasitos nas regifes investigadas foi supreen-
dente.

A principio se esperava que, para ambos 0s
protozoérios, o nimero de animais portadores de
imunidade contra os mesmos fosse baixo. N&o foi
confirmada essa baixa ocorréncia e sim uma ampla
distribui¢éo dos dois parasitos nos rebanhos em estudo
e provavelmente nessas regibes do Estado de S&o
Paulo.

Juntamente com o estudo realizado por Fujii (2000),
0 presente inquérito soma informagfes importantes
sobre a situacdo da neosporose e toxoplasmose no
Estado de S&o Paulo, no intuito de proporcionar bases
de apoio cientifico a futuras investigagdes.
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