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Resumo: Foram colhidas 600 amostras de soros de vacas, pertencentes a propriedades rurais dos municipios de
Pirangi, Votuporanga, Guaira e ltuverava, Estado de Sdo Paulo e dos municipios de Iturama e Gurinhatd, Estado de
Minas Gerais. As amostras foram analisadas pela técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI-IgG), para a pesquisa
de anticorpos contra Neospora caninum e contra Toxoplasma gondii. Os exames sorologicos revelaram 16,83% e
49,17% de animais sororreagentes ao N. caninum e ao T. gondii, respectivamente. Foram encontrados 54 (9,00%)
animais apresentando titulos de anticorpos para ambos coccidios. Em todos os municipios analisados foi detectada a
presenca de animais sororreagentes. Diferencas estatisticas (P<0,05) foram constatadas nos resultados da sorologia
entre alguns municipios, utilizando-se o método de Qui-Quadrado(X?). Pode-se inferir, portanto, que infec¢fes por N.
caninum e T. gondii estdo disseminadas em bovinos provenientes de rebanhos dos municipios avaliados e que a
frequéncia simultadnea de anticorpos (9,00%) contra os dois coccidios (N. caninum e T. gondii) pode ser considerada
relativamente alta.

Palavras-chave: Neospora caninum, Toxoplasma gondii, freqiiéncia, bovinos.

Abstract: 600 samples of bovine sera, taken from cows from four counties in the Sdo Paulo State and from two counties
in the Minas Gerais State, Brazil, were tested using an immunofluorescent antibody technique (RIFI-IgG) for the presence
of Neospora caninum and Toxoplasma gondii antibodies. A total of 101 (16,83%) of the tested samples were reactive to
N. caninum, while 295 (49,17%) of the samples were reactive to T. gondii. 54 (9,00%) of the animals tested showed
detectable antibody levels for both coccidia. Cows with serum that reacted positively to both these protozoon parasites
were seen in all counties assessed. Statistical differences (P<0,05) between counties were observed when comparing
the results of the sera evaluation. It can be concluded from the obtained results that the protozoan parasites N. caninum
and T. gondii are largely widespread in cattle from the assessed counties in Brazil and that the simultaneous occurrence
of antibodies for both parasites can be relatively high (9,00%) in bovine hosts in the studied geographical region.
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1 Introducéo Embora estudos soroepidemiol6gicos demonstrem
gue oocistos constituem-se em um dos fatores para a
manutencdo do parasito no rebanho leiteiro (PARE et
al., 1998; BARTELS et al., 1999), a transmisséo vertical
€ 0 modo mais freqiiente da infeccao pelo N. caninum
(ANDERSON et al., 1997; BERGERON et al., 2000).

Em 1984, na Noruega, Bjerkas et al. identificaram
um protozodrio semelhante ao Toxoplasma gondiiem
caes com sintomatologia nervosa, porém sem a deteccao
de anticorpos contra este parasito. Posteriormente,
Dubey et al. (1988), observando um quadro similar ao
descrito pelos pesquisadores noruegueses, sugeriram A neosporose vem se destacando como umaimpor-
um novo género e espécie, classificado dentro do filo  tante doenca reprodutiva na pecuaria leiteira e de corte,
Apicomplexa, familia Sarcocystidae, o Neospora acarretando perdas econdmicas significativas (DUBEY
caninum. etal., 1988). Esta enfermidade provoca diminui¢cao na
producéo de leite, descarte prematuro de animais sororea-
gentes e aborto entre o terceiro e 0 nono més de gesta-
¢80 (JOURNEL e PITEL, 2001). Na Califérnia (EUA), 0s
prejuizos causados pelo N. caninum na inddstria leiteira
foram estimados em torno de 35 milhdes de délares
por ano (ANDREOTTI, 2001).

Os cées séo os hospedeiros definitivos do parasito,
sendo taquizoitos, cistos teciduais contendo bradizoitos
e oocistos, as formas de desenvolvimento (McALLISTER
etal., 1998). Os oocistos eliminados nas fezes do hos-
pedeiro definitivo (caes), permanecem viaveis por longo
periodo e sdo consumidos pelo hospedeiro intermediario
por meio de alimentos contaminados (ANDREOTTI, Segundo Dubey e Lindsay (1996), a neosporose tem
2001). distribuicBo mundial, sendo considerada causa de
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aborto em bovinos em diversos paises como Taiwan
(OO0l et al.,2000), Republica da Coréia (BAE et al.,
2000), Vietnd (HUONG et al., 1998), Turquia (EREN et
al., 1997), Estados Unidos (ANDERSON et al., 1995),
Gra-Bretanha (OTTER et al., 1995), e Nova Zelandia
(THORNTON et al., 1991). Na Califérnia (EUA), foi dia-
gnosticada em 42% dos casos de abortos em bovinos
(ANDERSON et al., 1995), sendo considerada a princi-
pal causa desta patologia (BARR et al., 1990), assim
como na Holanda e Nova Zelandia (ANDREOTT]I, 2001).

No Brasil, foram detectados anticorpos contra N.
caninum em soros de bovinos leiteiros e de corte,
pertencentes a rebanhos localizados nos Estados de
Sao Paulo (BELO et al.,1999; RESENDE et al., 1999;
SARTOR et al., 1999), Mato Grosso do Sul (BRAUTIGAM
et al., 1996; ANDREOTII et al., 1999), Bahia (GONDIM
etal., 1999) e Parana (OGAWA, 2000).

Varios autores relatam a correlagéo entre a soropre-
valéncia e o aborto (DAVISON et al., 1999; MAINAR-JAIME
et al., 1999). Gondim et al. (1999) verificaram que a
soroprevaléncia em vacas com histérico de aborto foi
3,4 vezes superior (41,17%), guando comparada com as
vacas sem abortamento (12,19%). Vacas sororrea-
gentes ao N. caninum tem duas a trés vezes mais
chances de abortar do que as com sorologia negativa
(WALDNER et al.,1998; WOUDA et al.,1998), sendo o
risco de ter um bezerro natimorto 28 vezes maior
(JOURNEL e PITEL, 2001).

O diagnoéstico de neosporose bovina pode ser
realizado através das técnicas que revelam a presenca
do parasito, como histologia, imunohistoquimica e am-
plificacdo dos genes (PCR), ou por técnicas que eviden-
ciam a presenca de anticorpos, como reac¢ao de imuno-
fluorescéncia indireta (RIFI), métodos imunoenzimaticos
(ELISA) e soroaglutinagdo (JOURNEL e PITEL, 2001).

Conrad et al. (1993) desenvolveram o primeiro teste
soroldgico (reagdo de imunofluorescéncia indireta-RIFI)
para deteccdo de anticorpos contra N. caninum em
bovinos. O ponto discriminativo (“cut-off”) indicativo de
infecgcdo em bovinos ainda néo foi totalmente padro-
nizado, porém em revisao sobre o N. caninum, foi consi-
derado como especifico o ponto discriminativo de 200
(DUBEY e LINDSAY, 1996).

A toxoplasmose, zoonose de carater cosmopolita,
€ causada pelo Toxoplasma gondii, coccidio intestinal
de felideos, sendo o gato doméstico o principal hospe-
deiro definitivo, o qual participa da cadeia epidemiolégica
da infec¢do, como disseminador do parasito no meio
ambiente. A doenca natural em bovinos foi diagnos-
ticada, pela primeira vez, na Alemanha, por Houersdorf
e Holtz (1952), citados por Mayer (1965). A infeccdo
nos bovinos ocorre principalmente através da ingestao
de oocistos presentes nos alimentos (pastagem, ragédo,
etc.) e solo contaminados (COUTINHO et al., 1982;
DUBEY, 1986).
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No Brasil, alguns estudos sobre freqiiéncia da
infeccao toxoplasmica (MARANA et al., 1995; COSTA e
COSTA, 1978; COSTA et al., 1978; GARCIA et al., 1999)
possibilitam afirmar que esta zoonose estd amplamente
disseminada entre os bovinos, com percentagens de
sororeagentes variando entre 9% e 48,51%.

N. caninum e T. gondii s&o importantes causas de
problemas reprodutivos, isolados ou associados a outros
agentes (DUBEY e LINDSAY, 1996). Podem ser diferen-
ciados pela detecc¢édo de diferentes antigenos por meio
de imunohistoquimica (IHQ) e provas soroldgicas, assim
como pelas diferencas na espessura da parede cistica
e namero de roptrias do taquizoito (DUBEY et al., 1988;
BARR et al., 1991). Recentemente foi descoberto um
marcador genético (IGS-Intergenic Spacer polymorphism)
para diferenciacdo entre as cepas de T. gondii e N.
caninum (FAZAELI et al., 2000). Com relacdo aos
oocistos, sao necessarios estudos mais profundos para
a diferenciacdo entre os coccidios, pois possuem
caracteristicas estruturais semelhantes (LINDSAY et al.,
1999).

Em virtude da auséncia de dados sobre a epide-
miologia da neosporose e da toxoplasmose bovina nas
localidades estudadas, projetou-se o presente trabalho
que teve por objetivo principal verificar a freqiiéncia de
anticorpos contra N. caninum e T. gondii em soros de
vacas pertencentes a propriedades rurais dos municipios
de Pirangi, Votuporanga, Guaira e ltuverava, Estado de
Sao Paulo, e dos municipios de Iturama e Gurinhata,
Estado de Minas Gerais.

2 Material e Métodos
2.1 Colheita de sangue e obtenc¢ao dos soros

Foram colhidas em frigorificos, no periodo de agosto
a outubro de 2000, 600 amostras de sangue de bovinos
pertencentes a rebanhos localizados nos municipios
de Pirangi, Votuporanga, Guaira e ltuverava, Estado de
Sao Paulo e nos municipios de lturama e Gurinhata,
Estado de Minas Gerais. Foram colhidos apenas sangue
de fémeas, pela grande possibilidade de N. caninum e
T. gondii estarem intimamente ligados a disturbios
reprodutivos, como aborto. Considerando que as vacas
amostradas apresentavam variado grau de mesticagem,
nao foi possivel determinar se pertenciam a rebanhos
de corte ou leiteiros.

As amostras foram obtidas por meio de puncéo
venosa, sendo armazenadas em tubos de ensaio sem
anticoagulante e encaminhadas para o “Centro de
Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR)”, pertencente
a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias Campus
de Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
onde obtiveram-se os soros, por centrifugagéo a 5000
rpm por 10 minutos. Cada amostra foi devidamente
identificada e acondicionada a temperatura de —18°C,
até arealizagdo das provas imunolégicas.
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2.2 Exames Sorolégicos

2.2.1 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para deteccao de anticorpos contra N.
caninum

Laminas marcadas com antigenos de N. caninum
(cepa JPA-1) foram utilizadas no exame sorologico. A
triagem foi realizada na diluicdo de 1:200 (5m de soro
diluido em 995n de PBS). O conjugado anti-lgG bovino,
marcado com isotiocianato de fluoresceina, foi instilado
(10 a 20m) em todas as cavidades das laminas. As
lAminas, adicionadas de glicerina e laminula, foram envol-
vidas em papel aluminio e estocadas em temperatura
de 4°C até a leitura. Seguindo 0 mesmo procedimento,
todas as amostras positivas foram novamente examina-
das em diluicdes seqiienciais na base dois, até 1:3200.
A leitura foi efetuada em microscépio epifluorescente
com objetiva de 40 vezes. As reacdes com titulo igual
ou maior que 200 foram consideradas positivas, eviden-
ciando taquizoitos com fluorescéncia periférica total
minima de 50%.

2.2.2 Reagao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para detecgdo de anticorpos contra T.
gondii

Para pesquisa de anticorpos anti-T. gondii foram
utilizadas laminas contendo taquizoitos da cepa padrao
(RH) do parasito, e soros controles com titulos previa-
mente conhecidos. A triagem dos soros foi feita na
diluicdo de 1:16 (100m de soro em 1500m PBS diluido)
e 1:64 (100m de soro diluido 1:16 em 300m de PBS
diluido). A semelhanca do que foi realizado na RIFI para
N. caninum, as |laminas foram instiladas com 10 a 20m
do conjugado anti-bovino (IgG) marcado com isotiocianato
de fluoresceina, e posteriormente, apos adi¢ado de glice-
rina tamponada, cobertas com laminulas e examinadas
em microscopio epifluorescente, com objetiva de 40
vezes. Todos o0s soros positivos na diluicdo 1:64 foram
novamente diluidos seqliencialmente na base 4 até a
obtencéao do titulo final.

2.3 Analise Estatistica

Para interpretacdo epidemiolégica dos resultados
sorolégicos obtidos, foi aplicado o Método do Qui-
quadrado, com nivel de significancia variando de 0,1 a
5%.

3 Resultados e Discussao

Os resultados da sorologia (RIFI-IgG) referentes a
freqUiéncia de anticorpos para N. caninum e T. gondii nos
municipios analisados estdo presentes na Tabela 1.

Das 600 amostras de soro bovino analisadas pela
RIFI (ponto discriminativo 200), 101 (16,83%) apresen-
taram anticorpos contra N.caninum. Esses resultados
estdo proximos dos relatados em bovinos de pecuéria
leiteira de outras regides do pais, como os descritos
por Gondim et al. (1999) no Estado da Bahia, os quais
obtiveram 14,09% de animais sororeagentes a este
parasito. Por outro lado, Brautigam et al. (1996) e
Andreotii et al. (1999) encontraram 8,00% e 7,70% de
sororeagentes (ELISA Teste) em bovinos de corte,
pertencentes a propriedades do Estado de Mato Grosso
do Sul. Possivelmente, o método soroldgico utilizado
interferiu nos resultados obtidos.

Percentual semelhante foi observado na regidao de
Avaré, Estado de Sao Paulo, por Sartor et al. (1999),
que encontraram freqiiéncia de 16,30% para o N.
caninum, enquanto Ogawa (2000), na regiéo norte do
Estado do Parana, detectou 12,00% de animais soror-
reagentes ao N. caninum nos rebanhos analisados pela
RIFI.

Belo et al. (1999) e Resende et al. (1999), na regido
nordeste do Estado de S&o Paulo, obtiveram resultados
de 22,22% e 62,90% de sororeagentes pela RIFI,
respectivamente. Os resultados elevados podem ser
devido ao ponto discriminativo (100) utilizado pelos
autores, o que pode ter superestimado o niumero de
animais positivos. No sul do Vietna, Huong et al. (1998),
por meio da RIFI, detectaram uma menor porcentagem

Tabela 1 — Freqiiéncia de anticorpos contra Neospora caninum e Toxoplasma gondii (RIFI-IgG), em soros de
vacas pertencentes aos municipios de Pirangi, Votuporanga, Guaira e ltuverava, Estado de Sao Paulo e aos
municipios de Iturama e Gurinhatd, Estado de Minas Gerais. CPPAR/UNESP, Jaboticabal, SP.

Soros examinados

Municipios Neospora caninum

Toxoplasma gondii

Sororreagentes (%) NAao reagentes (%) Sororreagentes (%) Nao reagentes (%) Total
Pirangi 24 (16,67) 120 (83,33) 78 (54,17) 66 (45,83) 144 (24,00)
Votuporanga 41 (25,15) 122 (74,85) 102 (62,58) 61 (37,42) 163 (27,17)
Guaira 20 (13,70) 126 (86,30) 70 (47,94) 76 (52,06) 146 (24,33)
ltuverava 10 (18,87) 43 (81,13) 30 (56,60) 23 (43,40) 53 (8,83)
lturama 4 (5,41) 70 (94,59) 12 (16,22) 62 (83,78) 74 (12,33)
Gurinhata 2 (10,00) 18 (90,00) 3 (15,00) 17 (85,0) 20 (3,33)
Total 101 (16,83) 499 (83,17) 295 (49,17) 305 (50,83) 600 (100)
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de bovinos sororeagentes (5,50%). Essa diferenca
poderia ser justificada pelos contrastes de ecossistemas
entre as duas regifes, ou devido ao ponto discriminativo
(640) adotado pelos autores, o que pode ter resultado
em animais falso negativos.

Ja a soroprevaléncia encontrada por Bae et al.
(2000), na Republica da Coréia, foi de 23% para N.
caninum utilizando o ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Esta diferenca pode ser explicada devido ao método
diferente de analise sorolégica que os autores utilizaram.

A pesquisa de anticorpos contra T. gondii resultou
em 295 (49,17%) animais sororeagentes, valores proxi-
mos aos relatados por Marana et al. (1995), que detecta-
ram anticorpos contra T. gondii, através da RIFI (ponto
discriminativo 64), em 48,51% dos soros examinados
de bovinos, procedentes da regido norte do Estado do
Parané.

Nos municipios de Ankara e Aydin, Turquia, Eren et
al. (1997) detectaram, pelo Teste Sabin-Feldman, soro-
prevaléncia de 60,2% e 66% para T. gondii respectiva-
mente para os dois municipios. Novamente, o diferente
método utilizado na investigagdo sorolégica pode
explicar as diferencas no resultado.

Na Figura 1, pode-se observar a distribuicdo per-
centual dos resultados sorolégicos (N. caninum e T.
gondii) obtidos nas 600 vacas oriundas dos seis
municipios analisados. Fato notdrio foi que 54 animais
(9,00%) apresentaram titulos de anticorpos para ambos
os coccidios. Em Taiwan, este fato ocorreu em 12,56%
de 613 soros examinados pela RIFI (OOl et al., 2000).

Resultados sorolégicos (%)

! j:ﬁi
5. I
T

(N. caninum)
e Nao reagentes (T.gondii)

T T
Nao reagentes (N. caninum)
e Sororreagentes (T.gondii)

Néo reagentes

(N.caninum e T. gondii) ( N.caninum e T.gondii)

Figura 1 — Distribuicdo percentual dos resultados sorolégicos
(Neospora caninum e Toxoplasma gondii) obtidos em 600 vacas
oriundas de seis municipios dos estados de S&o Paulo e Minas
Gerais. CPPAR/UNESP, Jaboticabal, SP.

A ocorréncia simultanea de anticorpos contra ambos
os coccidios na RIFI também foi relatada por Gondim
etal. (1999). Os autores observaram que, das 63 vacas
sororeagentes ao N. caninum, trés (4,76%) foram soror-
reagentes ao T. gondii. Os titulos desses animais foram
de 64 para T. gondii e de 200, 400 e 800 para N.
caninum, respectivamente.

No presente estudo, entre todas as localidades ava-
liadas, a regido de Votuporanga, Estado de S&o Paulo,
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apresentou a maior freqiiéncia de animais sororreagen-
tes, tanto para N.caninum como T.gondli, com indices
de 25,15% e 62,58% de casos, respectivamente.

Em todos os municipios estudados, foi constatada
a presenca de animais sororeagentes ao N. caninum e
ao T. gondii. Diferencas significativas (método de X?),
foram observadas para N. caninum entre 0s municipios
de Iturama e Pirangi (P<0,05), Iturama e ltuverava
(P<0,02), Votuporanga e Guaira (P<0.02) e entre as
localidades de Iturama e Votuporanga (P<0,001). Para
T. gondii, diferencas significativas (P<0,01) foram
encontradas entre os municipios de Gurinhata e Pirangi,
Gurinhatd e Guaira, Gurinhata e Ituverava e entre
Votuporanga e Guaira. Também foram detectados dife-
rencas significativas (P<0,001) para T. gondii entre 0s
municipios de lturama e Pirangi, lturama e Votuporanga,
Iturama e Guaira, lturama e ltuverava e entre Gurinhaté
e Votuporanga. Tais diferencas devem-se, possivelmen-
te, ao fato de os municipios compartilharem regiées de
ecossistemas e praticas de manejo diferentes, com
fatores que favorecem ou ndo o estabelecimento das
infeccdes por N. caninum e por T. gondii.

Em contraposicdo, Mainar-Jaime et al. (1999),
examinando bovinos procedentes de 43 propriedades
leiteiras, pertencentes a trés municipios da regido da
Astlria— Espanha, ndo encontraram diferenca estatis-
tica entre os percentuais de sororeagentes a N. caninum,
guanto a procedéncia dos animais.

A escassez de literatura brasileira sobre N. caninum
e T. gondii, particularmente em bovinos de corte dos
Estados de S&o Paulo e de Minas Gerais, impossibilita
uma discusséo mais profunda dos resultados obtidos
com esta investigacao soroldgica. Entretanto, tais resul-
tados evidenciam que tais protozooses necessitam de
estudos mais amplos para que sejam avaliadas, com
mais fidedignidade, a distribuicdo geogréfica e a impor-
tancia econbmica das mesmas, nas diferentes regifes
do Brasil.
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