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PREFACIO

CAPITULO I - Introdugdo. justificativa e objetivos

Neste capitulo ¢ feita uma introdugdo geral. e a literatura pertinente ao assunto € revista em
forma de atualizagao. Sdo relacionados topicos sobre a descoberta do protozoario. o carater
historico dessa infecgdo em cdes. bovinos e outras especies - incluindo o homem. a classificagao
taxonomica. os conhecimentos atuais do ciclo de vida do parasito. a neosporose em cies € em
bovinos. o impacto economico da doenga na bovinocultura. o historico da neosporose no Brasil
e a profilaxia e controle da infecgdo. Também sao apresentados as justificativas e os objetivos
deste projeto.

CAPITULO 11 - Neospora caminum - Distribuigio de anticorpos em trés faixas etarias de
rebanhos bovinos leiteiros em Minas Gerais

Foi estudada a distribuigdo de anticorpos para N. caninum em 18 rebanhos de bovinos leiteiros
em Minas Gerais. Para isso. 584 soros foram alocados em trés faixas etarias (7 a 18 meses. 19a
30 meses ¢ vacas 23] meses de idade). Um ELISA indireto comercial foi utilizado nas analises,
que revelaram 109 animais positivos ( 18,66%), sendo 17,94; 20,63; e 18.18%, respectivamente,
para a primeira. segunda ¢ terceira faixas etanas. Esses resultados ndo diferiram entre si
(P=0,05), sendo discutidos fatores como a presenga de cdes junto com os rebanhos. a forma de
transmissdo e a necessidade de avaliar os custos da infec¢do nos rebanhos leiteiros em Minas
Gerais.

CAPITULO HI - Freqiiéncia de infecgiio por Neospora caninum em dois diferentes sistemas de
produgio de leite e fatores predisponentes a infecgdo em bovinos em Minas
Gerais

Neste capitulo foram determinadas as freqiiéncias de infecgdo por N. caninum nos sistemas de
produgdo de leite dos tipos A/B ¢ C em rebanhos bovinos infectados naturalmente. Possiveis
fatores predisponentes a infec¢do por N. camnum foram analisados pela associagao da sorologia
(ELISA) em 584 amostras de soro sangiiineo de vacas com respostas de questionarios aplicados
aos responsaveis pelos rebanhos. Os rebanhos foram agrupados em duas categonas. de acordo
com o tipo de leite produzido nas fazendas: 1) rebanhos produtores de leite do tipo A/B e 2)
rebanhos produtores de leite do tipo C. Fatores como transito de animais (compra e venda,
exposigoes). tecnologia aplicada a produgdo do leite e confinamento dos animais em produgao
(“treestall™). entre outros, sdo discutidos.

CAPITULO 1V - Infecgdo por Neospora caninum associada as infecgdes causadas pelos herpes-
virus bovino 1 e virus da diarréia bovina a virus em bovinos em Minas Gerais

Foi analisada a freqiiéncia de infecgdo por N. canminum associada as infecgdes pelos HVBI e
VDBV em dois grupos de rebanhos: no grupo I, foram analisados 15 rebanhos leiteiros (476
amostras de soro sangiiineo) naturalmente infectados pelos trés agentes infecciosos. No grupo I
foram analisados trés rebanhos leiteiros (100 amostras de soro sangiiineo) de vacas vacinadas
contra esses dois virus. para que fosse determinada a prevaléncia da infec¢ao por N. canmnum.
Sdo. tambem. apresentadas consideracdes a respeito das associacdes entre 0s patogenos.
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CAPITULO V - Sorologia para Neospora caninum em canideos silvestres sul-americanos

Foram pesquisados anticorpos para N. caninum em amostras de soro de canideos sul -
americanos, por imunofluorescéncia indireta (IFT). As amostras foram coletadas em 48 lobos-
guaras (Chrysocvon brachyurus) provementes de zoologicos e de vida livre e em dois cachorros-
do-mato (Cerdocyon thous). Anticorpos para N. cammum ndo foram detectados nas amostras
testadas.

CAPITULO VI - Consideragoes finais e referéncias bibliograticas

Neste capitulo sdo discutidos fatores de relevancia na questao da neosporose em Minas Gerais,
como a importancia da doen¢a nos bovinos do estado. a importancia da fauna silvestre na
manutengao do parasito como reservatorio ¢ a necessidade do estabelecimento de técnicas
diagnosticas acessiveis. ApOs esses comentarios, sido apresentadas todas as referéncias
bibliograficas citadas no corpo da tese.

ANEXOS - Resumos publicados em congressos, pranchas coloridas e municipios em Minas
Gerais onde estavam localizados os rebanhos bovinos analisados.

ANEXO I - Resumos relacionados a Neospora caninum publicados em congressos no periodo
de 1999 a 2001
ANEXO II - Pranchas - Colecao de fotos dos experimentos realizados
ANEXOI - Questionario aplicado aos responsaveis pelos rebanhos estudados
ANEXO IV - Localizagao dos municipios amostrados em Minas Gerais onde estavam inseridos
0s rebanhos bovinos analisados

RESUMO

Caracteristicas epidemiologicas de Neospora cammnum (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) foram
pesquisadas em rebanhos bovinos leiteiros em Minas Gerais, por um teste ELISA indireto
comercial e por questionarios submetidos aos responsaveis pelos rebanhos amostrados. a época
da coleta das amostras de sangue dos amimais. em 1997. Os dados obtidos pela sorologia foram
correlacionados com as respostas dos questionarios. com o objetivo de determinar a freqiiéncia
de infecgdo em rebanhos produtores de leite tipos C e A/B. observando-se fatores que pudessem
predispor a infec¢ao pelo parasito. Ainda. a infecgao pelo N. caninum foi correlacionada com
infecgdes causadas pelo virus HVB | e pelo virus da DBV, e a prevaléncia de infecgdo pelo
parasito foi determinada em vacas leiteiras vacinadas contra esses dois agentes virais. Outras
pesquisas foram realizadas. como a busca de outros hospedeiros canideos para o parasito. em
que foram testados por um teste de imunofluorescéncia indireta comercial, soros de lobos-
guaras (Chrysocvon brachyurus) e de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), infecgdo em
gerbils (Meriones unguiculatus), objetivando estudar clinicamente a neosporose. manutengdo de
taquizoitos de N. caninum i vivo e manutengdo desses taquizoitos em monocamadas de células
VERO. Além disso. foi feita a infecgdo oral de cdes previamente soronegativos para o parasito
com tecidos nervosos de vacas soropositivas para N. caninum e com um solido historico de
abortamentos. na tentativa de isolamento de oocistos nas fezes de cies.

Palavras-chave: Necospora caninum. bovino. infecgdo. anticorpo. neosporose. lobo-guara e
cachorro-do-mato.




ABSTRACT

Epidemiological features of Neospora caninum (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) have been
studied in milk cattle herds in Minas Gerais by both using a commercial indirect ELISA kit and
by submitting questionnaires to the studied herds managers by the time the animals’ blood
samples were collected. in 1997. The data obtained by serology was compared to the
questionnaires answers aiming to identify predicting factors of infection occurrence in type C, A
and B milk producing herds. It was also studied the relation between N. caninum and the viruses
HVB 1 and BVD and the prevalence of the parasite infection in milk producing cows vaccinated
against these two viral species. It has also been carried out other relevant studies such as the
search of other canids which might be natural hosts to the parasite. testing serum of crab-eating
foxes (Cerdocyon thous), and maned wolves (Chrysocvon brachvurus) using a comercial
indirect immunofluorescence kit; Gerbils (Meriones unguiculatus) have been experimentally
infected in order to study neosporosis’ symptomatology: N. caninum in tachyzoite stage has
been kept i vivo m VERO cells monolayers: and oral infection was done in serologically
negative dogs by using brain tissue samples from positive cattle from a high abortion prevalence
herds for isolate oocysts shed by these dogs.

Keywords: Neospora caninum. cattle, infection. antibody. neosporosis. maned wolf. crab-eating
fox.

RESUMEN

Fueron evaluadas las caracteristicas epidemiologicas del Neospora caninum (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae) en rebanos de vacas lecheras en Minas Gerais usando una prueba de ELISA
indirecta y mediante encuestas técnicas realizadas a los responsables por dichos rebaros. La
recoleccion de muestras de sangre fue realizada en 1997. Los resultados obtenidos fueron
comparados con las respuestas de las encuestas con el objetivo de determinar la frecuencia de la
infeccion en rebanos productores de leche tipo C y tipo A/B, observando factores
predisponentes de la infeccion parasitaria. Ademas. la infeccion por el N. caninum fue
correlacionada con las infecciones causadas por los virus HVB, DBV vy la prevalencia de
infeccion parasitaria fue determinada en vacas lecheras vacunadas contra esos dos agentes
virales. Otras investigaciones, como la busqueda de otros hospederos canideos para el parasito.
evaluados por andlisis de inmunoflorescencia indirecta, incluyron, sueros de lobos-guara
(Chrysocyon brachyurus) y de zorros (Cerdocvon thous). infeccion de gerbils (AMeriones
unguiculatus), con el objetivo de estudiar clinicamente la neosporosis. mantenimiento de
taquizoitos de N. caninum in vivo y mantenimiento de estos taquizoitos en un estrato de células
VERO. Ademas de esto se realizo la infeccion oral de perros seronegativos con tejidos
nerviosos de vacas seropositivas para el N. caninum y con precedentes de abortos en un intento
de aislar oocistos en las heces de perros.

Palabras clave: Neospora caninum, ganado vacuno, infeccion, anticuerpo, neosporosis, lobo
guara, zorro.,




CAPITULO I

INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

INTRODUCAO
DESCOBERTA DE Neospora caninum

O relato inicial de wum esporozoario
formador de cistos foi feito na Noruega por
Bjerkas et al. (1984). quando encontraram
um parasito coccidio como causador de
menigo-encefalite e miosite em uma ninhada
de cdes da raga boxer. Ao microscopio
optico. o parasito lembrava o 7oxoplasma
gondii, mas ndo  reagia  imuno-
histoquimicamente com anticorpos anti 7.
gondii. Estudos ultra-estruturais posteriores
indicaram que esse parasito era diferente de
outros protozoarios conhecidos.

Enquanto revisava a literatura proposta para
um livro sobre toxoplasmose em animais e
no homem, J.P. Dubey. um pesquisador do
USDA, encontrou o relato em que Bjerkas et
al. (1984) tinham encontrado um parasito
semelhante ao /. gondii em tecidos de cdes
paraliticos, na Noruega. O organismo ndo
era infectivo para camundongos. ¢ os cdes
ndo tinham anticorpos para o 7. gondii. Dr.
Dubey decidiu. entdo. rever o “status™ da
toxoplasmose em cdes. Em colaboragdo com
o Dr. James Carpenter. do Angell Memorial
Animal Hospital, Massachussets, sec¢oes de
tecidos e historicos de todos os cdes que
tinham morrido de infecgdes semelhantes a
toxoplasmose de 1952 a 1987 nesse hospital
foram revistas. Apos rever todas as secgdes
e algumas repetidamente. o Dr. Dubey ficou
intrigado com o fato de que os taquizoitos
do T’ gondii e do novo parasito canino eram
morfologicamente similares. Eventualmente,
ele associou cistos teciduais que tinham uma
grossa parede e eram encontrados apenas no
sistema nervoso central com os taquizoitos,
¢ isso 0 ajudou a relatar um novo parasito,
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denominando um novo género. Neospora,
com a N caninum como espécie-tipo
(Dubey et al.. 1988a). Tecidos de gatos que
morreram no Angell Memonal Animal
Hospital, Massachussets. nos ultimos 40
anos também foram examinados. ndo sendo
encontrado nenhum caso relacionado a MN.
caninum.

Apos seis meses da descrigdo de Neospora
surgiu uma oportunidade para que o parasito
fosse cultivado de tecidos de cdes
paraliticos. Apos a necropsia em filhotes de
cdes com paresia de posteriores e meticulosa
dissecacdo dos nervos espinhais, sucedeu-se
o crescimento do parasito em cultivo celular.
Esse parasito ndao foi diferenciado do 1.
gondii até que a parede do cisto tecidual,
encontrada em camundongos inoculados
com o cultivo celular infectado. fosse
mensurada. Dentro de pouco tempo. anti-
soro contra N. caninum foi produzido em
coelhos. e um teste imuno-histoquimico foi
desenvolvido para separar N. caninum e 1.
gondii. Assim. os postulados de Koch foram
completamente preenchidos (Dubey et al.,
1988b: Lindsay & Dubey. 1989: Dubey.
1996).

DIAGNOSTICO DE Neospora caninum
EM BOVINOS

Desde a metade dos anos 80, abortamentos
causados por protozoarios em bovinos eram
observados por pesquisadores da California.
que relataram em fetos bovinos encefalite
necrosante  multifocal ndo  supurativa
semelhante a encefalite causada pelo 7.
gondii em fetos de ovinos. Além disso, esses
fetos também tinham miocardite ndo
supurativa e infiltrados focais ndo
supurativos €m varios outros Orgdos, como




musculo. figado. pulmdo. rim e placenta.
Parasitos eram vIstos quase sempre como
cistos teciduais no paréenquima cerebral em
um pequeno numero de fetos. Em apenas
uma. de um total de 44 amostras de fluidos
fetais examinados. titulos de anticorpos para
{. gondii foram encontrados (Anderson et
al.. 1990: Barr et al.. 1990).

No Novo México. Thisted & Dubey (1989)
relataram lesdes similares em sete de nove
fetos provenientes de um rebanho bovino
leiteiro com historico de abortamentos
persistentes. durante um periodo de cinco
meses. O protozoario que foi visto em dois
fetos reagiu imuno-histoquimicamente com
anticorpos especificos para N. caninum que

usando um anti-soro especifico para N
camnum (Lindsay & Dubey. 1989).
constataram que um protozoario semelhante
a Neospora foi a prncipal causa de
abortamentos em bovinos leiteiros na
California ( Anderson et al.. 1991).

Neospora  caninum  EM  OUTRAS

ESPECIES ANIMAIS

O parasito tem sido relatado em outras
espécies amimais domesticas e selvagens.
infectados natural ou experimentalmente,
mas apenas como hospedeiro intermediario.
a excecdo do cdo. No Quadro 1 estdo
relacionadas as referéncias disponivels. em
que a infec¢do por N. caninum foi relatada
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foram produzidos com amostras do parasito em determiadas especies.
canino.  Posteriormente.  pesquisadores,
Quadro 1 - Algumas espécies animais infectadas por N. caninum e referéncias
| Espécie E Referéncia |
| Caes | McAllister et al. (1998a), Sawada et al. (1998). ’w
, ? Lindsay et al. (1999) e Mineo et al. (2001) ;
‘ Bovinos Thielsted & Dubey (1989), Dubey & Lindsay (1996) e 1
‘ Anderson et al. (2000) |
Ovinos Dubey et al. (1990) e McAllister et al. (1990) |
Caprinos | Barr et al. (1992) e Dubey et al. (1996b) |
Eqiiinos | Dubey & Porterfield (1990). Marsh et al. (1996) e
“Hamir et al. (1999)
Cervos Woods et al. (1994) e Peters et al. (2001)
Coiotes Lindsay et al. (1996)
Raposas Barber et al. (1997). Simpson et al. (1997) e Lindsay et al. (2001)
Dingos Barber et al. (1997)
Bufalos Fuji et al. (2001) e Guarino et al. (2000)
Camundongos Lindsay & Dubey (1990a)
| Gatos Dubey & Lindsay (1989) e McAllister et al. (1998b)
Ratos Lindsav & Dubey (1990b)
Macacos Barr et al. (1994)
Gerbils Gondim et al. (1999a)
Mustelideos McAllister et al. (1999)
Passaros | McGuire et al. (1999) |
Camelos Hilali et al. (1998) }
Suinos Jensen et al. (1998) ‘-
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Neospora caninum NO HOMEM

Nio foram encontradas evidéncias de que o
parasito seja responsavel por doenca e que
consiga causar infecgdo em humanos
(Petersen et al,, 1999; Graham et al., 1999).

CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE
Neospora caninum

De acordo com Current et al. (1990) e
Cavalier-Smith  (1993). a classificagido
taxonomica de N. caninum é a seguinte:

Império — Eukariota.

Reino — Protozoa (Owen. 1858).

Filo — Apicomplexa (Levine, 1970).

Classe — Sporozoasida (Leukart. 1879).
Subclasse — Coccidiasina (Leukart, 1879).
Ordem - Eucoccidiorida (Leger & Doboscq.
1910).

Subordem - Eimeniorina (Léger. 1911).
Familia — Sarcocystidae (Poche, 1913).

Subfamiha ~ Toxoplasmatinae (Biocca.
1956).
Género — Neospora (Dubey, Carpenter.

Speer, Topper e Uggla, 1988).
Espécie — N. caninum (Dubev. Carpenter.
Speer, Topper e Uggla, 1988).

Marsh et al. (1998) propuseram N. hughesi
como uma especie distinta para um isolado
de Neospora proveniente de um eqiiino. com
base em diferengas moleculares. Os isolados
bovino e canino foram considerados o
mesmo organismo (Marsh et al., 1998:;
Dubey et al.. 1999).

CICLO DE VIDA DE N. caninum

O ciclo de vida de N. caninum ainda ndo foi
totalmente elucidado. Esse parasito é um
apicomplexa que necessita de dois
hospedeiros, assim como € o ciclo de vida de
1. gondii. Viarios hospedeiros intermediarios
(HI) tém sido bem descritos. principalmente
o bovino. Entretanto, até 1998, um
hospedeiro definitivo ainda ndo tinha sido
identificado, quando McAllister et al
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(1998a) conseguiram observar oocistos ndo
esporulados de N. caninum em fezes de caes
infectados experimentalmente: no ano
seguinte. Lindsay et al. (1999a) confirmaram
os achados desses autores. Apesar de
oocistos ja estarem bem descritos (Lindsay
et al.. 1999b). a fase sexual completa do
parasito na mucosa intestinal do hospedeiro
definitivo ainda nao foi determinada.

Os cdes podem ser infectados naturalmente
pela ingestdo de cistos teciduais (polizoicos
repletos de bradizoitos) presentes
principalmente no sistema nervoso central
(Dubey., 1999; Anderson et al. 2000:
Dijkstra et al.. 200la). pela ingestdo de
placentas infectadas de bovinos (Dijkstra et
al.. 2001a) e musculos bovinos infectados.
como recentemente descrito por Peters et al.
(2001a). ou. ainda, podem ser infectados
verticalmente durante a vida intra-uterina
(Dubey & Lindsay. 1996).

Os bovinos sdo nfectados principalmente de
forma vertical. sendo esta forma responsavel
por até 95% das infecgdes no rebanho
(Dijkstra et al.. 2001b). Portanto. como esse
tipo de transmissdo ndo € efetivo em 100%
da populagdo, o parasito necessita de uma
forma de infecgdo horizontal para se manter
no rebanho (Dyer et al. 2000). Essa
infec¢do horizontal nos bovinos pode ser
adquinda. principalmente, pela ingestdo de
oocistos esporulados. em conseqiiéncia da
contaminagdo de pastagens, silagem, cochos
ou bebedouros por fezes de cades criados
conjuntamente com o rebanho (De Marez et
al.. 1999). Apos a ingestdo dos oocistos. 0s
zoitos dividem-se por endodiogenia. Os
taquizoitos dividem-se rapidamente em
zoitos ovoides, lunares ou em forma de
banana. que podem infectar e destruir
diferentes tipos celulares. Os bradizoitos
dividem-se lentamente e localizam-se no
interior dos cistos. envoltos por uma grossa
parede de até 4 um (Speer et al.. 1999). Os
bovinos ainda podem ser auto-infectados
pela recrudescéncia de cistos que tiveram a
parede rompida, com posterior liberagdo de




bradizoitos no proprio animal (Wouda et al.,
1999a).

Os oocistos sao excretados nao esporulados
e, dependendo das condigdes de temperatura
¢ aeracdo ambiental, podem esporular dentro
de trés a sete dias, quando o esporonte
central se divide em dois esporocistos com
quatro esporozoitos cada, caso em que sdo
infectivos (Dubey & Lindsay. 1996). Ainda,
ndo se sabe se os cdes excretam oocistos por
mais de um periodo na vida.

NEOSPOROSE EM CAES

Em varios artigos, a immportancia de N.
caninum para a especie canina tem sido
revisada (Dubey & Lindsay. 1996: Dubey.
1999).

A sintomatologia do cdo com neosporose
pode vanar amplamente. Sinais
neurologicos, que dependem do sitio
parasitado, sdo geralmente observados e se
expressam como hiperextensdo rigida dos
membros  posteriores, dificuldade em
deglutir, paralisia da mandibula. flacidez
muscular. atrofia muscular e paralisia de
nervos faciais. Tém sido relatados também
dermatites, cardiomiosite e pneumonia.
Anmimais de qualquer idade podem ser

infectados. mas parece que filhotes sdo mais
acometidos. principalmente pela forma
neuroiogica (Barber & Trees, 1996: Dubey
et al.. 1998). A infeccao € mais frequente em
cdes de areas rurais (Sawada et al., 1998;
Wouda et al.. 1999b).

A freqiiéncia de infecgdo em cies € vaniavel.
No Quadro 2. apresenta-se a freqiiéncia de
infec¢do por N. caninum em algumas regides
estudadas.

NEOSPOROSE EM BOVINOS

A infecgao de bovinos por N. caninum tem
sido relatada em varios paises. No Quadro 3,
apresenta-se a freqiiéncia de infeccdo por
esse parasito em bovinos nas varias regides
estudadas.

O abortamento € o unico sintoma
apresentado pelas vacas, cuja infecgdo esteja
sendo expressa, 0 qual pode ser observado
em qualquer cpoca da gestagdo. mas.
principaimente, entre o quarto € o Ssétimo
meés. Os fetos podem morrer no utero, ser
reabsorvidos, mumificados, autolisatos,
natimortos e nascer a termo e sem alteragoes
clinicas, mas cronicamente infectados
(Dubey & Lindsay, 1996).

Quadro 2 - Freqiencia de ifecgao por Neospora caninum em cdes em algumas regioes

estudadas
Local Freqiiéncia | Referéncia
Tanzania, Africa 22% | Barberetal. (1997)
Australia 6—12% | Barber et al. (1997)
Uruguai 20% | Barber et al. (1997)
Japdo — areas urbanas 7% | Sawada et al. (1998)
Japdo — areas rurais 31% Sawada et al. (1998)
Holanda — areas urbanas 5:5% Wouda et al. (1999b)
Holanda — areas rurais 23.6% Wouda et al. (1999b)
Bahia, Brasil 18,18% Santos et al. (1999)
Minas Gerais, Brasil 6,7% Mineo et al. (2001)
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Quadro 3 - Fregiiéncia de infecgdo por N. caninum em bovinos em algumas regides estudadas e

referéncias
Local Aptidao Freqiiéncia | Referéncia
Canada Leite 16.6% Paré et al. (1998)

i Canada Corte 30% 7 Waldner et al. (1998)
| Nova Zelandia Leite 6,75-8.5% Reichel (1998)
! Bahia — Brasil | Leite 14,.9% Gondim et al. (1999)

Tailandia ] Leite 6% ' Suteeraparp et al. (1999)
_ Espanha ‘ Leite 30.6% Mainar-Jaime et al. (1999)
i Holanda Leite 13,9-51.5% Wouda et al. (1999a)
i Inglaterra | Leite 17.1% Davison et al. (1999)
| Nordeste - EUA | Corte 24% ' Sanderson et al. (2000)
i Taiwan Leite 44.9% Ooi et al. (2000)

Os bezerros infectados podem ter sinais
neurologicos e baixo peso e ser incapazes de
levantar ou nascer sem sinais clinicos
anormais. Os membros anteriores ou
posteriores podem estar flexionados ou
hiperestendidos (ANEXO II — PRANCHA
I). O exame neurologico pode revelar ataxia.
diminuigdo dos reflexos patelares e perda da
propriocepgdo.  Os  bezerros  podem
apresentar, ainda. exoftalmia ou assimetria
dos olhos (Dubeyv & Lindsay. 1996).

As vacas podem abortar esporadicamente ou
em grupo dentro de poucas semanas. e 0s
abortamentos podem persistir no rebanho.
Neospora caninum pode causar repeti¢do do
abortamento na mesma vaca (Dubey &
Lindsay, 1996: Anderson et al.. 2000).

O parasito se mantém no rebanho
principalmente por transmissdo vertical. que
¢ responsavel por até 95% das infeccoes
(Dijkstra et al., 2001a).

IMPACTO ECONOMICO DA
NEOSPOROSE NA BOVINOCULTURA

O principal efeito das infecgdes por N
caninum em bovinos é o abortamento. O
calculo do impacto econdémico dessa
infec¢do ira depender dos custos indiretos.
bem como do valor das perdas fetais. Esses
custos indiretos incluem o  servigo

18

veterinario e 0s custos associados com o
estabelecimento do  diagnostico. novos
cruzamentos do amimal que abortou
diminuigdo no periodo de lactagdao, perdas
na produtividade do leite e seus derivados.
custos com reposicdo e descarte de vacas
que abortaram (Anderson et al. 1991;
Thurmond & Hietala, 1996). Nido existem,
ainda. dados concretos das  perdas
economicas devido a neosporose na
industria da bovinocultura em nenhum lugar
do mundo (Dubey, 1999). Entretanto. em
alguns estudos tém sido fertas projegdes e
simulagbes para se determinar o custo da
NeosSporose na pecuaria.

O primeiro  estudo de que se tem
conhecimento foi o de Anderson et al
(1991). na California. onde de 20 a 43% de
todos os abortamentos bovinos sdo
atribuidos ao parasito, e, com isso. as perdas
economicas  diretamente  ligadas  aos
abortamentos  por  Neospora  foram
calculadas em aproximadamente USS$35
milhdes por ano. Segundo J.P. Reynolds
(1999), apud Dubey (1999). um abortamento
na metade da gestagdo. periodo mais
provavel do abortamento causado por
Neospora, custa ao produtor de US$600 a
USS$1.000 cada. na California.

Na Holanda. de 15 a 20% dos abortamentos
bovinos sao devidos a neosporose (Wouda et




al.. 1997). Na Australia, tem sido estimado
que os custos da neosporose na industra do
leite representam US$85 milhdes e. na
industria de corte. US$25  milhoes
anualmente (Ellis, 1997, apud Dubey, 1999).

Um modelo de simulagio dos efeitos
economicos dos abortamentos causados por
N. caninum em bovinos leiteiros na Nova
Zelandia estimou perdas anuais na industria
leiteira ao redor de NZ$16 milhdes, ao passo
que em fazendas individuais com rebanhos
infectados essas perdas foram calculadas em
cerca de NZS$2.000 a NZ$4.000. Neste
estudo, foram levados em consideragdo.
além dos abortamentos. as perdas com a
diminuigdo da produgdo de leite, a perda de
bezerros e os custos de reposigdo (Pfeiffer et
al., 1997).

O efeito da infecgdo pelo protozoario na
produgdo de leite em vacas de primeira
lactagdo foi determinado por Thurmond &
Hietala (1997). na California. As vacas
soropositivas na  primeira lactagdo
produziram menos leite (cerca de 1.2
kg/vaca/dia) que as soronegativas durante
todo o periodo de lactagdo. Essa diminuigao
em um tipico periodo de produgdo de leite
de 305 dias corresponde a menos de 346 kg
de leite/ano. aproximadamente. produzidos
pelas vacas soropositivas.

A infeccao por N. caninum foi associada ao
descarte de vacas leiteiras em um estudo
realizado por Thurmond & Hietala (1996).
que verificaram que uma vaca soropositiva
foi descartada 6.3 meses mais cedo que
vacas soronegativas e tinham 1.6 vez maior
risco de serem descartadas quando
comparadas com vacas soronegativas.
devido ao abortamento. Para vacas
descartadas por baixa produgdo de leite, o
risco de descarte de uma vaca soropositiva
foi duas vezes maior que o de uma vaca
soronegativa.

Segundo Waldner et al. (1998), no Canada.
o risco de uma vaca de corte ser descartada

por qualquer razdo, incluindo falhas
reprodutivas, foi significativamente maior
em  vacas  soropositivas  que  em
soronegativas. Aquelas tiveram maior
probabilidade de abortar do que estas. O
pobre desempenho produtivo de animais
soropositivos para N. caninum foi a terceira
razao mais comum de descarte.

Kasari et al. (1999) esumaram as perdas
produtivas e econdomicas da infecgdo pelo
protozoario em rebanhos de corte. no Texas.
O peso estimado do bezerro a desmama fo1
5.6 kg menor em rebanhos infectados. As
perdas meédias com a infecgdo estiveram
entre US$23,29 e USS$35.21 por cabega em
grandes rebanhos. As perdas economicas
totais para a industria da came bovina no
Texas, devido a essa doenga, variaram de
US$7.6  milhdes a USS$24  milhoes.
dependendo do modelo usado para
simulagdo dos custos.

Neospora caninum NO BRASIL

Os relatos de infec¢do por N. caninum no
Brasil comegaram em 1996, em bovinos de
corte e leite. com historico de abortamentos
(Brautigan et al.. 1996: Gondim & Sartor,
1997: Pituco et al.. 1998).

A partur de 1999. varos estudos foram
publicados relatando infecgdes do parasito
em caes. bovinos e bubalinos em varios
estados brasileiros (Sartor et al. 1999;
Ogawa et al.. 1999; Andreotti et al.. 1999:
Gondim et al., 1999b; Stobbe & Cortes:
1999, Melo & Leite. 1999). O primeiro
estudo de soroprevaléncia foi realizado na
Bahia (Gondim et al.. 1999c¢). cujo resultado
foi de 14.09% (63/447) em 14 rebanhos
leiteiros. Ainda nesse ano. foi relatado o
primeiro diagnostico de cistos teciduais em
um feto abortado. proveniente de um
rebanho de Sdo Paulo, sendo o primeiro caso
de confirmagdo diagnostica publicado no
Brasil (Gondim et al., 1999d).

19




Em 2000, foram relatados casos de
abortamentos devidos ao protozoario. em
bovinos do Rio Grande do Sul (Corbellini et
al.. 2000).

Os primeiros isolamentos de taquizoitos de
N. caninum no Brasil foram descritos na
Bahia (Gondim et al.. 2001) e nos Estados
de Sdo Paulo e Minas Gerais (Okuda et al.,
2001) e, ainda. a pnimeira notificagdo da
infecgdo pelo parasito em bovinos de Santa
Catarina (Corbellini et al.. 2001). O primeiro
relato de soroprevaléncia da infeccdo pelo
parasito em bovinos em Minas Gerais foi
publicado em 2001 (Melo et al., 2001).

A soroprevaléncia de infecgdo por N
caninum em fémeas bubalinas na regido do
Vale do Ribeira. em Sao Paulo, foi descrita
por Fujii et al. (2001); em estudo realizado
em Uberlandia, Minas Gerais. foram
encontrados 6,7% de cdes soropositivos para
esse parasito (Mineo et al., 2001).

PROFILAXIA E CONTROLE DA
NEOSPOROSE

As recomendagbes para as profilaxia e
controle da infec¢do por N. caninum tém
variado de acordo com cada rebanho
particular, mas, de forma geral. a maioria
dos trabalhos tem recomendado a
observagiao de  pontos cruciais  da
epidemiologia do parasito, como priorizar a
aquisicdo de vacas soronegativas para o
parasito (Anderson et al., 2000) e proteger
os alimentos dos bovinos (silagens. fenos e
pastagens) da contaminagdo por o00cistos
excretados junto com as fezes de cdes
(McAllister & Wallace, 1999).

Prevenir que cdes defequem nos alimentos
estocados para o gado também tem sido
recomendado. Isso pode ser wviavel se
instalagbes fechadas forem usadas para
estocar os alimentos. cobrir os silos com
plasticos e elevar as cercas ao redor das
pilhas de alimentos. Tem sido proposto.
também. encorajar a populagdo a controlar
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os cdes dentro e ao redor das fazendas com
medidas como esterilizar todos aqueles
animais que ndo sejam desejados para a
reprodugdo e solicitar aos vizinhos que
prendam seus cdes ou os esterilizem. Ainda,
se for o caso. deve-se contactar as
autoridades locais a respeito de programas
de castracio dos cdes (McAllister &
Wallace, 1999).

Os fetos abortados e os restos de partos
devem ser descartados em locais adequados.
para prevenir o seu consumo por cdes. Deve-
se também ser considerada a selegdo de
novilhas para reposi¢do que ndo possuam
evidéncia de infecgdo por Neospora.

O descarte de amimais soropositivos, em
muitos casos. tem se mostrado ndo ser
praticavel, devido ao alto custo (Dubey &
Lindsay, 1996).

Embora varios agentes microbianos tenham
sido testados contra N. caninum in vitro.
atualmente ndo se conhecem métodos pelos
quais uma vaca infectada possa ser tratada
da infec¢do (Anderson et al.. 2000). No
mercado americano existe uma vacina
(Bayer) sendo comercializada. mas ndo
foram encontradas referéncias a respeito da
seguran¢a desse produto (Jennifer Bremer.
2000': McAllister et al.. 2000). Ainda. ndo
existem vacinas disponiveis no mercado
brasileiro.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Minas Gerais ¢ um estado potencialmente
pecuario. sendo o maior produtor de leite do
Brasil. com a projegao para 2001 de um
efetivo na pecuaria leiteira de 8.807.731
cabegas. sendo 3.081.025 vacas leiteiras e
uma produgdo anual de 8.5 bilhdes de litros
de leite (Anuario da Pecuaria Brasileira,

' Jennifer Bremmer, 13/06/2000
http://www iowafarmer.comy/99news/990820dog
kill.htm




2001), o que corresponde a cerca de 30.3%
da produgdo leiteira anual do Brasil. Com
esses dados, aliados as referéncias aos
prejuizos  economicos  relatados  em
decorréncia da infecgdo em outras partes do
mundo, foi constatado que se tornava
urgente a realizagdo de estudos a respeito de
infec¢do causada pelo parasito nos rebanhos
leiteiros do estado.

Em 1999 foram testados trés rebanhos com
problemas de abortamentos, quando se
detectaram, pelo teste ELISA. trés vacas
soropositivas ao parasito (ANEXO [). Com
1sso, foi venificada a necessidade de realizar
uma amostragem mais ampla, com o
objetivo de conhecer a prevaléncia
sorologica de infeccdo por N. caninum em
rebanhos bovinos leiteiros (CAPITULO 1I) e
a freqiéncia da infecgdo em diferentes
sistemas de produgdo de leite (CAPITULO
[IT), bem como avaliar a associa¢do de N.
caninum com outros agentes abortivos para
0s bovinos e também responsaveis por sérios
prejuizos econdémicos a pecuaria mineira,
em amostras de soro de bovinos leiteiros em
rebanhos em Minas Gerais (CAPITULO
V).

Com o objetivo de rastrear outros
hospedeiros definitivos que poderiam ter
importancia para o ciclo local do parasito,
foram testadas. por imunofluorescéncia
indireta, amostras de soro de lobos-guaras e
de cachorros-do-mato (CAPITULO V).

Outros objetivos. como o desenvolvimento
futuro de testes diagndsticos para a infecgio
pelo parasito. foram iniciados quando da
aquisi¢do, por doagdo do Dr M. M.
McAllister (University of [linois, Urbana.
USA). das cepas de N. caninum “Beef” e
“Illinois™. que foram mantidas em cultivo
celular. Essas cepas ainda foram usadas para
o treinamento do cultuvo /n vitro do parasito
e para infectar “Mongolian Gerbils”
(Meriones unguiculatus), com os objetivos
de manté-las in vivo e conhecer a
sintomatologia apresentada na neosporose.
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Por fim, também foi objetivo deste trabalho < or?
o isolamento de oocistos de caes infectados
com amostras de tecido nervoso de vacas
naturalmente soropositivas para o parasito,
quando foram infectados quatro cdes. sendo
observados por 30 dias e acompanhados
diariamente pela técnica de flutuagdo com

agucar (ANEXOS le1l).




CAPITULO 11

Neospora caninum - DISTRIBUICAO DE ANTICORPOS EM TRES FAIXAS ETARIAS
DE REBANHOS BOVINOS LEITEIROS EM MINAS GERAIS

INTRODUCAO

Neospora caninum (Protozoa: Apicomplexa)
¢ um parasito recentemente descrito (Dubey
et al., 1988a) que tem o cdo como
hospedeiro defimtivo (McAllister et al.,
1998a) e o bovino como um dos seus
hospedeiros intermediarios (Thilsted &
Dubey, 1989). Esse parasito causa prejuizos
consideraveis a pecuaria, na forma de
abortamentos, queda na produgdo de leite,
nascimento de animais com baixo peso e
com  problemas teratogénicos. fetos
mumificados e persistentemente infectados
(Anderson et al., 2000). A neosporose tem
distribuigio  mundial e ¢é  altamente
prevalente na América do Norte (Anderson
et al., 2000).

Em Minas gerais. anticorpos para N.
caninum foram relatados inicialmente em
1999, quando foram detectadas trés vacas
soropositivas em dois rebanhos leiteiros com
problemas de abortamento (Melo & Leite.
1999). Minas Gerais possui 0 maior rebanho
leiteiro do Brasil e cerca de 21 milhdes de
cabegas de bovinos. 1sso aliado a um numero
grande de abortamentos, em que a etiologia
nao ¢ conhecida. Em razdo disso. este
trabalho objetivou conhecer a situagio
sorologica. bem como analisar a distribuig¢do
de anticorpos em ammais de diferentes
faixas etanas de alguns rebanhos leiteiros
em Minas Gerais: venficar a presenca de
cdes junto com os rebanhos; e embasar
futuras pesquisas que justifiquem a
avaliagdo dos prejuizos causados pelo
protozoario nos rebanhos bovinos leiteiros
em Minas Gerais.

()
(3]

MATERIAL E METODOS

Foi analisada uma bateria de soro sangiiineo
composta por 584 amostras de bezerras.
novilhas e vacas pertencentes a 18 rebanhos
leiteiros. localizados em 14 municipios de
Minas Gerais: Barbacena, Betim, Caeté,
Carmo do Paranaiba, Cordisburgo. Igarape.
Itabirito, Lavras, Ong¢a do Pitangui, Ouro
Preto, Patos de Minas. Pedro Leopoldo,
Perdoes e Pompeu (ANEXO V). Os soros
foram  coletados aleatoriamente  entre
novembro de 1996 e junho de 1997, e cerca
de 15% dos animais (de acordo com Gondim
et al., 1999) de cada faixa etana dos
rebanhos foram testados. As amostras foram
alocadas em trés faixas etarias (faixa | - 7
aos 18 meses de idade. faixa 2 - 19 a 30
meses e faixa 3 — vacas = 31 meses).

O teste utilizado for um ELISA indireto
comercial’. sendo a leitura realizada num
aparelho automatizado’ com filtro de 620
nm.

A prevaléncia de anticorpos nas amostras
em cada faixa etana foi calculada de acordo
com o metodo descrito por Sampaio (1998).
Para compara-las. fo1 feito o teste de
Dispersdo de Freqiiéncias (Qui-Quadrado -
¥*). no programa estatistico EPI INFO -
versao 6.04b (Dean et al.. 1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO
No total de amostras analisadas (584) foram

encontradas 109 (18.66%) positivas. Quando
as faixas etanas foram  separadas,

? Herdcheck®, IDEXX Laboratories, Inc. USA.
? Labsystems Multiskan MS (Finland).




observaram-se na primeira, das 117
amostras testadas. 21 positivas (prevaléncia
de 17.94% - Intervalo de Confianga de 17.04
a 18,84%), enquanto na segunda. com 126
animais, € na terceira, com 341 animais.
foram encontradas. respectivamente. 26
(20,63%, IC de 19,6 a 21,66%) e 62
(18,18%, IC de 17.27 a 19.09%) amostras
positivas, no periodo de novembro de 1996 a
junho de 1997. Nio houve diferenga
(P>0.05) entre as trés faixas etarias
estudadas.

Em praticamente todas as propriedades.
exceto em uma no Municipio de Lavras,
foram encontrados animais positivos. e a
ocorréncia de positividade de anticorpos
entre os rebanhos estudados variou de 3,7 a
72,72%.

Os dados encontrados indicaram uma ampla
difusio do N. caninum nos rebanhos
estudados, bem como nos municipios
amostrados. Apesar de ter sido encontrado
um rebanho em que todos os animais
testados foram soronegativos no Municipio
de Lavras, em outra propriedade e nesse
mesmo  municipio.  observou-se  uma
ocorréncia de  21,42% de animais
soropositivos. O pequeno numero de
animais amostrados (14) nesse rebanho
soronegativo pode ter influenciado o
resultado. ja que o niamero de animais
amostrados nos 18 rebanhos variou de 14 a
64. embora a mesma proporgdo tenha sido
observada para realizagio dos testes
sorologicos (15%). Os resultados
encontrados foram discretamente superiores
aos obtidos por Gondim et al. (1999), que
encontraram 14.09% de soropositividade em
447 vacas leiteiras de 14 rebanhos bovinos
na Bahia. Entretanto, outros trabalhos
evidenciaram que a soroprevaléncia para o
parasito em rebanhos leiteiros & bastante
variavel. inclusive em estudos em que a
separacdo etaria foi realizada e houve
diferenciag¢do, como no trabalho de Dyer et
al. (2000), que encontraram 17.9% em
neonatos, 26.2% em bezerras, 39.07% em

novilhas e 26,9% em vacas em lactagdo em
um rebanho com problemas de abortamentos
por Neospora nos Estados Unidos.

A distribuicdo de anticorpos para N.
caninum foi similar nas trés faixas etarias
estudadas. ndo diferindo significativamente.
o que indica. possivelmente. uma mesma
€Xposi¢do ao parasito nas trés faixas etarias.
ja que a prevaléncia se manteve
teoricamente constante. com um discreto
decréscimo na ultima faixa. o que pode ser
explicado, provavelmente, pelo descarte de
animais soropositivos que abortaram. sendo
essa ultima faixa representada pelos animais
em franca produgdo. Segundo Mainar-Jaime
et al. (1999), a auséncia de aumento na
prevaléncia com a idade pode ser explicada
se uma exposi¢gdo a uma fonte pontual a
todos os amimais do rebanho resultar em
taxas de infecg¢do similares em todas as
faixas etarias.

A presenca de cdes foi observada nas
fazendas durante a visita, a época da coleta
do sangue. Algumas propriedades os
criavam conjuntamente com os rebanhos,
com o objetivo de guarda das propriedades
ou como mascotes, que tinham livre acesso a
todos os ambientes das fazendas. Em outras.
animais errantes surgiam com alguma
freqiiéncia e eram tolerados. enquanto em
outras cram totalmente  abominados.
Entretanto. esses dados nao foram
analisados estatisticamente.

Esperava-se que naguelas propriedades com
maior presenga de cdes houvesse maior
ocorréncia de animais SOropositivos. o que
ndo aconteceu. Numa das propriedades onde
eram mantidos constantemente sete cdes
como vigias, a ocorréncia de animais
amostrados soropositivos foi de 10.87%,
enquanto em outra onde, em hipotese
alguma. a presenc¢a de cdes era tolerada. fo1
encontrado uma ocorréncia de 72.72% dos
animais amostrados soropositivos. No nico
rebanho em que ndo foram encontrados
animais  sororreagentes. nio  foram




observados cdes; entretanto. essas
observagdes foram pontuais. Paré et al.
(1998), analisando a importancia da
presenga de cdes junto com os rebanhos que
tinham  problemas de  abortamento,
concluiram que naqueles rebanhos em que
havia trés ou mais cdes a taxa de infecgdo foi
maitor que naqueles que possuiam um ou
dois caes e que, por sua vez, foi maior,
significativamente. do  que  naqueles
rebanhos onde ndo havia cdes. Outra analise
revelou que, nos rebanhos estudados em que
houve a presenga de um cdo nos ultimos trés
anos, a soroprevaléncia em bovinos leiteiros
para o parasito foi 2 20%. Também, Mainar-
Jaime et al. (1999) encontraram alta
prevaléncia de vacas soropositivas. em que
houve associagdo com o numero de cdes nas
fazendas. Apesar de, a época deste trabalho,
a fungdo dos caes na transmissdo do parasito
ainda ser incerta, esses resultados ja
Jjustificavam a restrigdo do acesso de cdes as
vacas, aos alimentos e as areas de
maternidade (Paré et al.. 1998). Entretanto. &
importante observar que., além de a
prevaléncia de cdes soropositivos ter sido
muito baixa em alguns trabalhos (cerca de
7% - Cheadle et al., 1999), a eliminagdo dos
oocistos (uma das formas infectantes) nas
fezes dos cdes ¢ realizada num periodo
muito curto, cerca de sete dias. e ainda ndo
se sabe se essa eliminagdo pode ser realizada
mais de uma vez na vida de cada cio
(McAllister, M.M. — Comunicagdo pessoal,
2000

O impacto econdémico da presenga do
parasito nos rebanhos dos Estados Unidos é
alto. Na California sdo estimadas perdas
anuais na pecuaria leiteira que equivalem a
US$35 milhdes em decorréncia,
principalmente, dos abortamentos ( Anderson
et al, 1991). As perdas econdémicas na
lactagdo também foram expressas em vacas
soropositivas na California, que deixaram de
produzir 762 lb/vaca de leite num tipico

* Dr. Milton M. McAllister ( University of
lllinois). E-mail: mcallister@cvm.uiuc.edu

periodo de lactagdo de 305 dias (Thurmond
& Hietala. 1997). Em outro trabalho na
Nova Zelandia, Pfeiffer et al. (1997)
estimaram que as perdas economicas anuais
na industria leiteira podem alcangar NZ$16
milhdes, e as perdas economicas individuais
por rebanho podem variar de NZ$2.000 a
NZ$4.000. Esses custos incluem os
abortamentos, a proporgio de vacas
descartadas e a reposi¢do no rebanho e a
queda na produgdo leiteira, bem como na
produgdo de gordura no leite.

[sso evidencia que o parasito ¢
mundialmente importante para a pecuaria
leiteira. Os resultados encontrados neste
trabalho indicaram a presenga de animais
soropositivos em varios rebanhos com
problemas de abortamentos. em Minas
Gerais, mas o diagnostico sorologico é
apenas  presuntivo. Apesar de os
abortamentos ndo terem sido confirmados
como conseqiiéncia da infecgdo pelo
parasito, € justo recomendar que o impacto
economico da infecgdo seja avaliado em
toda a rede de produgdo de leite de Minas
Gerais.
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CAPITULO Il

FREQUENCIA DE INFECCAO POR Neospora caninum EM DOIS DIFERENTES
SISTEMAS DE PRODUCAO DE LEITE E FATORES PREDISPONENTES A
INFECCAO EM BOVINOS EM MINAS GERAIS

INTRODUCAO

Neospora caninum (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae) € um parasito coccidio
que ¢ reconhecido como importante causa de
abortamento em bovinos (Dubey, 1999). Foi
relacionado, inicialmente, como agente
patogénico para bovinos por Thilsted &
Dubey (1989) e, desde entdo, vem sendo
associado a  prejuizos  economicos
consideraveis em toda a cadeia produtiva do
leite. Vacas infectadas por N. caninum tém
trés vezes mais chances de abortar que vacas
soronegativas (Mainar-Jaime et al., 1999).
Perdas na ordem de US$35 milhdes anuais
foram relatadas na California devido aos
abortamentos (Anderson et al., 1991); na
Nova Zelandia, as perdas econdmicas anuais
na industria leiteira podem alcangar NZ$16
milhdes. Esses custos incluem  os
abortamentos, a proporgdo de vacas
descartadas e a reposigdo do rebanho e a
queda na produgdo leiteira. bem como na
produgdo de gordura no leite (Pfeiffer et al.,
1997).

O parasito tem distribuigdo mundial
(Anderson et al.. 2000). Sdo relatadas trés
formas de infecgdo principais nos bovinos: a
forma vertical, mais freqiiente, a auto-
infecgdo de animais imunossuprimidos
(Wouda et al., 1999a) e a forma horizontal,
em que os bovinos podem ser infectados
pela ingestdo de oocistos disseminados nas
fezes de cdes, que contaminam o pasto. silos
ou a ragdo bovina (Dijkstra et al., 2001a). O
cdo € a unica espécie atualmente relacionada
como hospedeira definitiva de N. caninum
(McAllister et al.. 1998a).

Em Minas Gerais, anticorpos para N.
caninum foram relatados. inicialmente, por
Melo & Leite (1999). Entretanto, os
prejuizos causados pelo parasito nos
rebanhos leiteiros do estado ainda ndo foram
contabilizados, bem como ainda nao foram
relatados fatores que podem predispor a
infecgdo pelo parasita, bem como aqueles
que maximizem a expressdo patogénica
desse agente nesses rebanhos.

Este trabalho teve por objetivos determinar
as freqiiéncias de infec¢do por N. caninum
em dois sistemas de produgdo de leite (tipos
A/B e C) em rebanhos bovinos infectados
naturalmente, comparar os dois sistemas e
discutir possiveis fatores predisponentes a
infecgdo por N. caninum em bezerras,
novilhas e vacas de 18 rebanhos em Minas
Gerais.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados 18 rebanhos leiteiros,
localizados em 14 municipios mineiros
(ANEXO 1V), totalizando 584 amostras de
soro de bezerras, novilhas e vacas. O
namero de individuos amostrados variou de
14 a 64, nos rebanhos amostrados (Tab. 1).

Esses rebanhos foram classificados em dois
grupos: 1) 238 animais provenientes de oito
rebanhos produtores de leite npo A/B, que
foram caracterizados por serem constituidos
de animais que produziam leite de melhor
qualidade microbioldgica, possuiam controle
veterinario permanente, animais com alto
grau de pureza racial, alta produtividade e,
geralmente, tinham alto grau de renovacido
dos animais de produgdo (compra e venda),
bem como a maioria deles era mantida
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Tabela 1 - Total de amostras analisadas, porcentagem de positivas para Neospora caninum €
municipios de localizagdo dos rebanhos estudados

Rebanhos Leiteiros  Total de Amostras  Porcentagem de Positivas (%) Municipio
Tipo A/B
1 45 8,89 Barbacena
3 29 20,69 Itabirito
4 33 72,73 Caete
5 46 10,87 Pedro Leopoldo
6 23 47,83 Barbacena
22 34 35,29 Perdoes
23 14 21,43 Lavras
24 14 0,00 Lavras
Tipo C

2 29 6,90 Quro Preto
7 18 22,22 Pedro Leopoldo
8 44 25,00 Betim
9 27 3,70 Igarape
12 64 6,25 Cordisburgo
13 27 3,70 Cordisburgo
14 50 22,00 Onga do Pitangui
15 18 5,56 Patos de Minas
16 29 10,34 Carmo do Paranaiba
19 40 15,00 Pompeu

confinada em “freestall”; 2) 346 ammais
provenientes de 10 rebanhos produtores de
leite tipo C. que foram agrupados pelo fato
de o lette produzido ser de qualidade
microbiologica inferior ao do primeiro
grupo, principalmente em relagdo a
contagem de coliformes fecais e totais,
controle veterinario esporadico, animais com
grau de pureza racial inferior a do primeiro
grupo (tipos comerciais ou mestigos) €, em
geral, auséncia de estabulacdo.

As amostras foram coletadas como parte de
um grande projeto que envolveu a pesquisa
de varias enfermidades. sendo amostrados
24  rebanhos, que foram ordenados
numericamente de um a 24. Entretanto, para
essa analise. seis foram excluidos, por se
tratar de rebanhos de corte. A maioria desses
rebanhos era conhecida por ja ter tido
amostras de soro de alguns animais
submetidas previamente aos laboratorios do

Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinana da
Universidade Federal de Minas Gerais
(DMVP — EV — UFMQG), para diagnostico
de brucelose. rinotraqueite infecciosa bovina
(RIB), diarréia bovina a virus (DBV) ou
leucose enzootica bovina.

Apenas fémeas foram amostradas, e o estado
de gestagdo e a ocorréncia de abortamentos
ndo foram levados em consideragdo para
selecionar os animais ou os rebanhos. As
amostras foram coletadas de acordo com a
amostragem aleatoria estratificada entre
novembro de 1996 e junho de 1997. Os
animais dos dois grupos foram estratificados
de acordo com trés faixas etarias: faixa 1 —
amimais de 7 a 18 meses de idade, faixa Il —
amimais de 19 a 30 meses e faixa III —
animais com idade a partir de 31 meses
(Tab. 2).




Tabela 2 - Populagdo total estudada por tipo de leite produzido e faixa etaria, amostras
necessarias e amostras coletadas na amostragem aleatoria estratificada

Grupo de
Produgdo e Populagio Total ~ Amostras Necessarias Amostras Coletadas
Faixa Etaria
Leite C
Faixa etaria | 298 49 65
Faixa etaria Il 335 50 73
Faixa etaria I11 1.087 56 208
Total 1.720 155 346
Leite A/B
Faixa etana II 209 46 52
Faixa etaria I11 234 47 53
Faixa etaria IV 675 54 133
Total 1.118 147 238
Total geral 2.838 302 584

Para calculo do numero de amostras
necessarias, foi utilizado o programa EPI-
INFO, wversio 6.0 (Statcalc calculator -
Sample size & power - Population survey),
elaborado por Dean et al. (1994). O calculo
foi baseado na formula apresentada por Kish
& Leslie (1965) para estudo populacional,
no qual a amostragem foi feita de forma
aleatoria para cada estrato da populagio.

No estudo proposto, foi estimada uma
freqiiéncia esperada de animais positivos ao
exame de 11% (Gondim et al., 1999) para
cada estrato da populagdo, erro aceitavel de
3% e nivel de confianga de 95%. De acordo
com as estimativas apresentadas, seria
necessario uma amostragem de 302 animais,
distribuidos em todos os estratos, em uma
populagdo total de 2.838 animais. A
populagdo total em cada faixa etaria
estudada, a quantidade de amostras
necessarias para as comparagdes e a
quantidade de amostras coletadas sdo
apresentadas na Tab.2.

O sangue foi coletado uma unica vez de
cada animal, por pungdo das veias coccigea

vacuo, sem aditivos. Em cada rebanho, todas
as amostras foram coletadas em um tnico
dia e, apos a coleta, foram imediatamente
transportadas ao laboratorio no DMVP — EV
— UFMG (Belo Horizonte. Minas Gerais),
para separagdo do soro. O soro foi
aliquotado e estocado a — 20 °C até o uso.

Foi utilizado um “kit” ELISA indireto
comercial (Herdcheck®, IDEXX
Laboratories, Inc., EUA), sendo os testes
realizados de acordo com as recomendagdes
do fabricante. A leitura das placas foi
executada em uma leitora automatica
(Multiscan MS - Labsystems, Finland) em
filtro de 620 nm. Esse teste ¢ derivado de
um ELISA originalmente descrito por Paré
et al. (1995), cujo resultado € expresso como
uma razdo S/P baseada em um soro-controle
positivo e um negativo. Os resultados S/P <
0.50 foram considerados negativos e = 0,50
como positivos. A sensibilidade desse
ELISA foi relatada ser de 98% e a
especificidade, de 87-92% (Wouda et al.,
1998).

Para determinar se houve associagdo entre as
freqiiéncias de infec¢do por N. caninum, os
grupos estudados e entre as respectivas faixas

ou jugular, com agulhas descartaveis
individuais e utilizagdo de tubos de vidro a
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etarias, foi realizada a analise estatistica pelo
teste de dispersdo de freqiiéncias (xz) (com
corre¢io de Yates), em tabelas de
contingéncia. A diferenca foi considerada
significativa quando P<0,05 (Sampaio, 1998).

Questionarios  foram  aplicados  aos
responsaveis pelos rebanhos. visando obter
informagoes relacionadas a técnicas de
manejo aplicadas aos rebanhos, uso de
tecnologias e transito de animais (compra,
venda, exposigdes etc.), tipo de criagdo e
manejo sanitario, entre outros, avaliando-se,
assim, possiveis fatores de estresse aos quais
os animais foram submetidos. O principal
objetivo dos questionarios foi auxiliar na
analise dos dados obtidos, de forma que
pudessem  ser encontradas  possiveis
explicagbes para os resultados encontrados
por meio da sorologia (ANEXO III).

RESULTADOS

Em praticamente todos os rebanhos
estudados, exceto em um rebanho produtor de
leite A/B (rebanho 24), foram encontrados
animais soropositivos para o parasito. Nos
oito rebanhos produtores de leite A/B. a
ocorréncia de soropositividade variou de zero
a 72,73%. Em todos os 10 rebanhos
produtores de leite tipo C foram encontrados
animais soropositivos, e a ocorréncia de

soropositividade nesses rebanhos variou de
3,70 a 25%. O total de amostras analisadas, a
porcentagem de amostras soropositivas € o
municipio em que estava localizado cada
rebanho individual, nos dois grupos de
produgdo de leite estudados, sdo apresentados
na Tab.1.

O numero de amostras analisadas (n), o
namero de amostras soropositivas e a
porcentagem de soropositividade por faixa
ctaria, nos dois grupos produtores de leite
estudados, sdo apresentados na Tab.3.

Todos os responsavels pelos rebanhos
analisados responderam aos questionarios no
dia da visita, antes de serem iniciados o0s
trabalhos de coleta das amostras de sangue. A
situagdio dos rebanhos em relagdo a N
caninum era totalmente desconhecida. e os
dados obtidos com o0s questionarios sdo
apresentados nas Tabs. 4 ¢ 5.

A maioria dos rebanhos leiteiros do tipo C
estudados era composta por animais da raga
Holandés Preto e Branco (HPB) comerciais
ou puros (88,9%). Entretanto, um rebanho era
formado por animais da raga Jersey e. outro.
por animais da raga Pardo-Suigo. Em todos os
rebanhos leiteiros do tipo A/B, os animais
eram da raca HPB puros (100%).

Tabela 3 - Numero de amostras analisadas (n), numero de amostras soropositivas e porcentagem
de soropositividade por faixa etaria, nos dois grupos produtores de leite estudados

Leite C Leite A/B
Faixa Etaria n Positivas % Positivas n Positivas % Positivas
1 65 5 7.69%>" 52 16 30,77%* "
it 73 9 12,33%>* 53 17 32,08%" %
11 208 30 14.42%"* 133 32 24,06%° "
Total 346 44 12,72%> 238 65 27.31%*°

Na mesma linha, letras minasculas diferem entre si (P<0,05).
Na mesma coluna, letras maiasculas iguais ndo diferem entre si (P>0,05).




Tabela 4 - Dados produtivos e reprodutivos médios dos rebanhos leiteiros dos tipos C e A/B
Dado pesquisado Tipo C Tipo A/B

Intervalo medio de partos (meses) 14,7 14,3
Idade média a primeira cria (meses) 33,3 274
Idade media de descarte das vacas (anos) 10,2 -9
Média de doses de sémen por prenhez 1,7 1,7
Taxa média de fertihdade (%) 77.8 80.8
Porcentagem de rebanhos em que foi usada a
inseminagdo artificial (IA) 90% 100%
Porcentagem de rebanhos estudados que ja utilizaram TE 0% 25%
Porcentagem de rebanhos vacinados contra HVB1. DBV,
VRSB e PI 3 10% 25%
Porcentagem de rebanhos em que foram relatados
problemas reprodutivos 100% 100%

Tabela 5 - Dados relacionados ao manejo dos rebanhos leiteiros dos tipos C ¢ A/B estudados

(expressos em % de rebanhos)

Dado Pesquisado Tipo C Tipo A/B
Numero de ordenhas/dia:
Duas 100% 50%
Trés 0% 50%
Ordenha mecanizada 90% 100%
Criagdo de bezerras:
Individual (casinhas) 50% 75%
Coletivamente 50% 25%
Criagdo das vacas em produgdo
“Freestall” 30% 62,5%
Pasto 70% 37,5%
Transito de amimais
Rebanhos fechados 50% 0%
Transito intenso (exposi¢des) 20% 50%
Alimentagdo de animais das faixas etarias [l e [1I
com silagem. em alguma época do ano 100% 100%

DISCUSSAO

Os dados apresentados indicam que o
protozoario esta amplamente disseminado
nos rebanhos bovinos produtores de leite
tipos C e A/B estudados, nos 14 municipios
amostrados de Minas Gerais. Entretanto, os
dados de sorologia apenas refletem o estado
de infecgdo dos animais estudados.

Nio houve associagdo significativa (P>0,05)
entre a distribui¢do de animais soropositivos
nas trés faixas etarias estudadas nos
rebanhos produtores de leites A/B e C. Isso
significa que a freqiiéncia da infecgdo do
parasito se distribuiu uniformemente nas trés
faixas etarias estudadas. Provavelmente, a
infecgdo nesses rebanhos seja mantida por
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transmissdo vertical, o que tem sido
amplamente relatado (Schares et al.. 1998:
Wouda et al., 1999a). Uma infec¢io pontual
endémica em todas as faixas etarias
(Mainar-Jaime et al., 1999), apesar de
plausivel, provavelmente seja mais remota.
Se uma alta taxa de transmissdo horizontal
ocorre dentro de rebanhos endemicamente
infectados, aumento na prevaléncia com a
1dade devera ser esperado (Muench. 1959,
apud Davison et al., 1999).

Quando os dois grupos de produgdo foram
comparados, a diferenga entre a freqiiéncia
de animais soropositivos para N. caninum
foi altamente significativa (P<0,05), sendo
maior a  porcentagem de  animais
soropositivos nos rebanhos leiteiros do tipo
A/B (Tab. 3), e isso pode ser reflexo de
maior pressdo produtiva nesse tipo de
produgdo de leite.

Para que uma provavel comparagdo entre as
faixas etarias pudesse ser realizada. foi
proposto uma estimativa de freqiiéncia
esperada de animais soropositivos ao exame
de 11% para cada estrato da populagdo. Esse
valor determinado para a freqiiéncia
esperada foi inferior ao observado na Bahia
por Gondim et al. (1999), que encontraram
14,09% em 447 vacas leiteiras provenientes
de 14 rebanhos leiteiros.

Na faixa etaria 1. quando comparados os
dois grupos de produgdo de leite, verificou-
se uma associagdo significativa (P<0,05),
sendo a freqiiéncia de soropositividade
maior nos rebanhos produtores de leite A/B
(Tab. 3).

Geralmente, cerca de 12.5% de um rebanho
consiste de animais de até seis meses de
idade. cujas mies usualmente ainda estdo
presentes no rebanho (Dijkstra et al., 2001b).
Apesar de a importancia da analise de
animais com idade de até seis meses ser
conhecida, principalmente no pareamento
vaca-bezerro, nos estudos epidemiologicos o
teste ELISA utilizado ndo foi o ideal para
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analisar amostras de soro dessa faixa etaria.
Além disso, em varios rebanhos estudados
os bezerros foram alimentados, nos
primeiros dias, com colostro que provinha
de outras vacas multiparas (bancos de
colostro), que ndo eram necessariamente
suas proprias mdes. A dificuldade em
trabalhar com rebanhos de propriedade
privada também constituiu entrave para que
se pudessem amostrar os bezerros antes de
ingerirem o “pool” de colostro. Por isso,
optou-se por ndo incluir animais mais jovens
do que sete meses.

De acordo com os questionarios, entretanto,
foram relatadas diferentes formas de criagdo
de bezerras. Em 50% dos rebanhos
produtores de leite tipo C, as bezerras eram
criadas individualmente em casinhas e, nos
outros 50%, coletivamente. Ja nos rebanhos
leiteiros do tipo A/B, em 75% as bezerras
eram criadas em casinhas individuais e. em
25% desses rebanhos, coletivamente, com
acesso ao pasto (Tab. 5). Nao foi
evidenciado se o sistema de criagdo das
bezerras pode significantemente influenciar
a aquisi¢do de infecgdo pds-natal, apesar de
teoricamente as bezerras com acesso ao
pasto terem maior oportunidade de se
infectarem horizontalmente, em comparagdo
com aquelas criadas em casinhas. No grupo
de rebanhos (leite C) em que as bezerras
tinham maior acesso ao pasto. a fregiiéncia
de infecgdo foi menor (Tab. 3). e nesse caso
infecgdes horizontais, por certo, ndo sdo
significativamente importantes. A maior
freqiiéncia de bezerras soropositivas refletiu
a maior freqiiéncia de novilhas e vacas
infectadas (Tab. 3). A infeccdo oral de
bezerros foi comprovada,
experimentalmente, pela administragdo oral
de oocistos do parasito (De Marez et al.
1999).

Na faixa etaria I1, os dois grupos diferiram
(P<0,05), mas em ambos os casos o modelo
de criagdo foi o mesmo. Nos rebanhos
leiteiros do tipo A/B, a freqiiéncia de
soropositividade nessa faixa etaria foi quase




trés vezes superior a mesma faixa etaria dos
rebanhos leiteiros do tipo C (Tab. 3). A
maior pressdo produtiva (maior estresse) nos
rebanhos leiteiros do tipo A/B pode ter
influenciado esses indices. Como exemplo, a
idade média da novilha a primeira cria foi
menor numericamente, no sistema A/B (27.4
meses). que no sistema C (33,3 meses) (Tab.
4). Como a transmissdo congénita de N.
caninum 1mplicou ambos os sistemas, sabe-
se que isso ocorre em menos de 100% dos
casos e essa infecgdo, eventualmente, podera
desaparecer de rebanhos sem alguma forma
de infecgdo pos-natal, a0 menos que animais
SOTOPOSItIVOS sejam continuamente
selecionados para cruzamentos (Dijkstra et
al., 2001b). Ainda nessa faixa etaria,
segundo Hietala & Thurmond (1999), entre
29 e 35 meses de idade o pico de anticorpos
relatado indica uma possivel associagdo com
fatores fisiologicos ou de manejo tnicos do
primeiro periodo de lactagdo. A conexdo
entre as alteragoes fisiologicas ou o estresse
nessa faixa etaria com a lactagdo ou a
parigdo tem sido pouco explorada.

Apesar de a freqiiéncia de soropositividade
entre as faixas etarias nos rebanhos leiteiros
do tipo C ndo ter difendo (P>0,05), mais
animais positivos foram observados na faixa
etaria Il (Tab. 3). No sistema de criagdo
A/B, embora as faixas etarias também néo
tenham diferido (P>0.05), a fregiiéncia de
anticorpos encontrada na faixa etana Il foi a
menor entre as trés faixas etanas estudadas.
Isso pode ser explicado pelo maior descarte
de animais nessa faixa etania. Segundo
Waldner et al. (1998), a maior prevaléncia
de anticorpos em vacas mais jovens é devida
ao  descarte  preferencial de vacas
soropositivas mais velhas, que tiveram
problemas reprodutivos adversos
previamente, levando a menos vacas
positivas nessa faixa etaria. Isso foi
ratificado pelos dados do presente trabalho;
como exemplo, a idade média de descarte
das vacas no sistema A/B foi de nove anos,
enquanto no sistema de leite C foi
numericamente superior: 10,2 anos (Tab. 4).

Nos rebanhos leiteiros do tipo C, ao
contrario dos rebanhos do sistema A/B, a
maior freqgiiéncia foi observada na faixa
etaria 1II, e isso pode ser explicado pelo
aumento da longevidade da populagdo mais
velha, em lactagao.

Quando se comparou a faixa etaria III entre
os dois sistemas de produgdo de leite, a
freqgiiéncia de soropositividade no sitema de
leite A/B difenu (P<0,05) daquela
encontrada no sistema de leite C, sendo 2,15
vezes Ssuperior no primeiro sistema.

O estresse foi conceituado como a
inabilidade de um animal interagir com o
meio ambiente, um fenémeno que
freqiientemente se manifesta como falha em
expressar 0 seu potencial genético, sendo
refleido  como  menores taxas de
crescimento, produgdo de leite, resisténcia a
doengas ou fertilidade diminuida. Dados de
campo, em vacas leiteiras, evidenciaram que
fatores estressores, como a febre do leite ou
claudicagdo, aumentaram o intervalo do
parto a concepgdo (periodo de servigo) em
13-14 dias, e um extra de 0.5 inseminagdo
foi requerido por concepgdo (Dobson &
Smith, 2000). O estresse imposto as vacas
em produgdo de leite no sistema A/B parece
ser bem maior do que no sistema de
produgdo de leite C, e isso pode implicar
maiores chances de recrudescimento de
auto-infecgoes pelo rompimento de cistos do
parasito nos animais positivos. Foi
especulado que surtos de abortamentos que
ocorreram em alguns rebanhos, na Holanda,
foram devidos, provavelmente, a
recrudescéncia da infecgdo por N. caninum,
seguida de um evento que causou
imunossupressio em  alguns  animais
(Dijkstra et al., 2001b; Wouda et al., 1999a).

Nos rebanhos leiteiros do tipo A/B foram
observados maior namero de ordenhas ao
dia e maior porcentagem de vacas em
producdo  estabuladas. Uma  menor
porcentagem de rebanhos produtores de leite
tipo C mantinha as vacas em produgdo em
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“freestall”, e nos demais rebanhos leiteiros
do tipo C, apés a ordenha, as vacas em
produgdo voltavam para o pasto. onde eram
mantidas (Tab. 5). Sanderson et al. (2000),
trabalhando com rebanhos de corte,
encontraram associagao significativa
(P<0,05) entre a prevaléncia de vacas
positivas para N. caninum e a densidade de
vacas durante o inverno, em cinco regides
do nordeste dos EUA. Rebanhos com baixa
densidade de vacas durante o inverno tinham
menor proporgdo de vacas positivas. Ainda,
aumentos da idade meédia de vacas no
rebanho e da densidade de vacas durante o
inveno e a compra de vacas foram
associados a elevagdo da soroprevaléncia do
parasito nos rebanhos (P<0,25). No entanto,
0 manejo de vacas em pastos foi associado a
baixa prevaléncia de soropositividade nos
rebanhos.

Apesar de o sistema de produgdo do leite
tipo A/B possuir um patamar de tecnificagdo
da produgdo discretamente superior. a
exemplo da maior porcentagem de rebanhos
em que se utiliza a inseminagdo artificial, de
relatos de ja se ter usado transferéncia de
embrides e empregado ordenhadeira
mecénica em 100% dos rebanhos (Tab. 4), o
grau de influéncia dessas variaveis na
sorologia € incerto. Indiretamente, nesses
rebanhos existe maior poder aquisitivo. o
que. provavelmente, reflete em maiores
chances de aquisigdlo de  animais
soropositivos para reposi¢do dos rebanhos.

As freqiiéncias de soropositividade para N.
caninum nos dois sistemas de produgdo
parece ndo ter relagdo com a média de doses
de sémen por prenhez e com a taxa média de
fertilidade (%), apesar de esta ultima ter sido
discretamente maior em numero no sistema
de leite A/B, bem como o fato de o intervalo
de partos ter sido discretamente menor,
numericamente, no sistema de produgdo do
tipo A/B (Tab. 4). Stenlund et al. (1999)
relataram que os numeros médios de
inseminagdes em  vacas naturalmente
infectadas por N. caninum foramde 1.7e 2.2
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na primeira e segunda  gestagoes,
respectivamente. No entanto, a maior
preocupagdo com a qualidade sanitaria dos
animais no sistema de leite A/B., por
exemplo maior numero de rebanhos
vacinados contra HVBI/DBV,  virus
sincicial respiratorio bovino e parainfluenza
3 (Tab. 4), neutraliza. assim. outros agentes
que diminuem as taxas reprodutivas. Os
rebanhos produtores de leite A/B sdo
observados mais rigorosamente pelas
autoridades sanitarias, e também os animais
sdo obrigados, pela legislagdo, a ter controle
veterinario permanentemente. Isso pode
explicar essa discreta melhor taxa de
fertilidade e o menor intervalo de partos nos
rebanhos leiteiros do tipo A/B. Outro fato
interessante foi o desconhecimento, a época
das coletas das amostras, de informagdes
sobre o parasito por parte dos veterinarios e
produtores, e isso, conseqiientemente,
subestimava as potenciais perdas produtivas
e reprodutivas causadas por V. caninum. Os
rebanhos 4 e 6 foram os que apresentaram
maior grau de tecnologia para produgdo, alto
transito de animais e maior quantidade de
eventos de vacinagdo (dados ndo
publicados). o que foi diretamente
proporcional a freqiiéncia de anticorpos para
N. caninum encontrada. ja que foram os dois
rebanhos que  apresentaram  maiores
ocorréncias de anticorpos para o parasito
(Tab. 1). Inclusive, o manejo dos dois
rebanhos era semelhante, sendo o rebanho 6
derivado do rebanho 4. e apesar de estarem
em municipios distintos, a cerca de 250 km,
mantiveram o mesmo padrdo de distribuigdo
de anticorpos para o parasito.

Com relagdo ao unico rebanho negativo
(Tab. 1), este era pequeno e, devido as
facilidades encontradas durante a ocasido da
visita a propriedade. foi amostrada grande
parte do gado. O rebanho estava em
formagdo, e os animals ndo estavam
densamente agrupados, portanto o estresse a
que eram submetidos foi bem inferior com
relagdo aos outros rebanhos leiteiros do tipo
A/B. O titulo sorologico de anticorpos para




N. caninum varia de acordo com o estado
gestacional, podendo ondular conforme a
recrudescéncia de auto-infecgdes e, ou,
exposigdo ao parasito por infecgdes
horizontais, chegando a declinar a um valor
abaixo da sensibilidade do teste sorologico
empregado em  animais  infectados
cronicamente. Além disso, a possibilidade
de animais falso-negativos ndo deve ser
desconsiderada (Paré et al., 1995; Hietala &
Thurmond, 1999; Stenlund et al., 1999).

Em todas as propriedades leiteiras dos tipos C
e A/B, foi relatado que os animais eram
alimentados em determinadas épocas do ano
com silagem, principalmente de milho, nas
faixas etarias Il e III (Tab. 5). Sabe-se que a
silagem mofada pode conter agentes
imunossupressores, que podem facilitar a
recrudescéncia da infecgdo pelo parasito,
facilitada pelo rompimento da parede de
cistos teciduais. originando uma auto-
reinfecgdo do amimal pelos bradizoitos do
coccidio (Bartels et al., 1999). Em 70% dos
rebanhos leiteiros do tipo C, os animais
tinham acesso ao pasto, ¢ em apenas 37,5%
dos rebanhos produtores de leite A/B as vacas
em produgdo tinham acesso ao pasto (Tab. 5).
Parece que infecgoes horizontais pelo acesso
ao pasto ndo sdo, por certo, responsaveis
significativamente pelas freqiiéncias
encontradas neste estudo.

A contaminagdo da silagem por fungo €
considerada um fator de rmisco potencial,
porque micotoxinas podem ser produzidas, e
estas causam imunossupressdo apos repetida
ingestdo em baixas doses (Sharma, 1993,
apud  Bartels et al, 1999). Tal
imunossupressdo pode levar a ruptura do cisto
tecidual, como tem sido verificado em
camundongos com toxoplasmose cronica
(Venturini et al.. 1996, apud Bartels et al.,
1999).

A contaminagdo de reservatorios de alimentos
dos bovinos, como os silos, por oocistos de
cdes tem sido preconizada (McAllister et al.,
1998a; Hietala & Thurmond, 1999; Bartels et

al., 1999), principalmente, por atrair roedores
e aves (McGuire et al.. 1999; Bartels et al.,
1999), que se alimentam da silagem, e isso
atrai 0s cdes e outros canideos, provaveis
hospedeiros definitivos, que defecam nas
adjacéncias e contaminam a silagem com
oocistos, expondo os bovinos a forma de
transmissdo horizontal. Além disso. os cdes
podem translocar fetos abortados, que
poderdo servir de alimentagdo a outros
provaveis hospedeiros definitivos do parasito
(Paré et al., 1998).

Apesar de ndo ter sido possivel relacionar a
presenca de cdes nos rebanhos estudados
neste trabalho, isso tem sido amplamente
relatado como fator de nisco de infecgdo pos-
natal por N. caninum em rebanhos bovinos
(Paré et al.. 1998; Bartels et al.. 1999; Wouda
et al., 1999b; Dijkstra et al., 2001a). A época
do ano parece também ser importante na
disseminagdo dos oocistos do parasito. O
aumento da umidade relativa do ar e
temperaturas ambientais mais brandas sdo
fatores predisponentes para a sobrevivéncia
dos oocistos em determinadas épocas do ano
e, subseqgiientemente, maximizam a exposi¢do
horizontal de vacas ao parasito (Sanderson et
al., 2000).

A procura da melhoria genética dos rebanhos
também tem sido relacionada a entrada de
novos agentes infecciosos, principalmente
pela aquisicdo de novilhas para reposi¢do
(Paré et al, 1998). Também, tem sido
relatado que N. caninum pode estabelecer a
infecgdo em bovinos em um relativamente
curto periodo de tempo, especialmente
quando os animais estio submetidos a
condigbes estressantes, como no caso de
transporte € novo ambiente (Suteeraparp et
al., 1999). Em 50% dos rebanhos leiteiros do
tipo A/B foi relatado transito intenso, onde
existiam animais importados da Australia, do
Canada e dos EUA (dados nao publicados).
Cingiienta porcento dos rebanhos produtores
de leite tpo C eram “fechados™ (Tab. 5).
Entretanto, em um desses rebanhos, a
importagdo de vacas do Uruguai era
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constante, bem como a aquisi¢do de animais
em leildes (dados ndo publicados). Em todos
esses paises de onde foram relatadas as
importagdes, N. caninum ja foi descrito
(Uruguai, Australia — Barber et al, 1997
Canada — Waldner et al., 1998; EUA por
Thilsted & Dubey, 1989; Anderson et al.,
1991) e, mesmo assim, ndao houve
preocupagdo, por parte dos importadores, com
o estado sanitario dos animais com relagdo a
N. caninum, mesmo em 1996, quando
comegou a coleta dessas amostras, e grande
parte do mundo ja estava em alerta para os
potenciais riscos de prejuizos adquiridos pela
aquisi¢do de animais soropositivos (Anderson
et al, 1991; Dubey, 1999). A constante
aquisigdo de animais soropositivos pode ser
uma explicagdo para a freqiiéncia de infecgéo
encontrada. bem como para a manutengdo do
agente, de forma vertical, nos rebanhos
leiteiros do tipo A/B.

A totalidade dos rebanhos produtores de leite
A/B era composta por animais puros da raga
HPB. Nos rebanhos do sistema de leite C, a
maioria dos animais era constituida por
bovinos da raga Holandés de linhagens
inferiores; dois rebanhos eram de outras ragas
de produtividade inferior. A relagdo entre a
raga ¢ os resultados da sorologia € incerta, e
nao foram encontrados dados na literatura
referentes aos fatores raciais relacionados
com a freqiiéncia de soropositividade para N.
caninum. Provavelmente, a maior populagdo
de animais HPB seja uma das explicagdes
para a maior freqiiéncia encontrada neste
trabalho.

A complexa natureza de alguns fatores
estressores nos modemos ambientes das
fazendas atuais simultaneamente expde os
animais aos varios estimulos diferentes
(Dobson & Smith, 2000). Provavelmente, o
maior estresse a que sdo submetidos os
rebanhos leiteiros do tipo A/B para que
expressem a sua alta produtividade esteja no
caminho inverso da fisiologia animal. E
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necessario conhecer mais a respeito de como
os animais respondem aos fatores estressores
e como estes afetam os mecanismos que
controlam as eficiéncias reprodutivas e
produtivas dos animais (Dobson & Smith,
2000).




CAPITULO IV

INFECCAO POR Neospora caninum ASSOCIADA AS INFECCOES PELO HERPES-
VIRUS BOVINO 1 E VIRUS DA DIARREIA BOVINA A VIRUS EM BOVINOS EM
MINAS GERAIS

INTRODUCAO

Neospora caninum (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae) € um coccidio do cdo
(McAllister et al.. 1998a) que tem o bovino
como um dos seus hospedeiros intermediarios
(Thilsted & Dubey. 1989). O abortamento
tem sido a principal conseqiiéncia da presenca
do parasito nos rebanhos bovinos (Anderson
et al, 2000), mas, também. vacas
soropositivas sdo descartadas, devido a baixa
produgdo leiteira, em até seis meses antes que
as soronegativas. bem como o risco de uma
vaca soropositiva ser descartada é duas vezes
maior que vacas soronegativas (Thurmond &
Hietala, 1996). O impacto econémico da
infecgdo por N. caninum em vacas leiteiras
pode incluir, ainda, baixos lucros associados a
reduzida produgdo de leite, em adigdo aos
custos associados aos abortamentos e ao
descarte prematuro. Uma vaca soropositiva
pode deixar de produzir até 346 kg de leite
num periodo de lactagdo de 305 dias
(Thurmond & Hietala, 1997). A neosporose
tem distribuigdo mundial e ¢ altamente
prevalente na Ameérica do Norte (Anderson et
al., 2000).

O herpes-virus bovino 1 (HVB 1) tem sido
implicado em problemas respiratorios,
genitais e, principalmente, abortamentos em
bovinos. Tais sindromes estdo, hoje,
amplamente  distribuidas e com alta
prevaléncia em rebanhos bovinos de todo o
mundo (Mickelsen & Evermann, 1994). O
virus da diarréia bovina a virus (VDBV) ¢
um pestivirus que tem sido responsabilizado
por repetigdes de cio, abortamentos. fetos
mumificados, infertilidade, queda brusca nos
indices de produgdo dos rebanhos,
teratogenia e diminuigdo nos indices de

fecundagao dos  rebanhos  bovinos

(Moenning & Liess. 1995).

Minas Gerais possui 0 maior rebanho leiteiro
do Brasil, com 8.807.731 cabegas, sendo
3.081.025 vacas leiteiras, com uma produgao
anual de 5.8 bilhdes de litros em 2000
(Anuario da Pecuaria Brasileira, 2001). Nos
bovinos do estado. tem sido relatada a
presenca de anticorpos para agentes virais
abortivos como VDBV (Castro et al.. 1992),
HVB 1 (Melo, 1998) e, mais recentemente,
anticorpos para N. caninum.

Em Minas Gerais. anticorpos para N. caninum
foram relatados, inicialmente, por Melo &
Leite (1999), quando foram detectadas trés
vacas soropositivas em dois rebanhos leiteiros
com problemas de abortamento.

Este trabalho objetivou analisar a freqiiéncia
de infecgdo por N. Caninum, associada as
infecgdes pelos HVB1 e VDBV em vacas
leiteiras infectadas naturalmente, de trés
agentes infecciosos e. também. determinar a
prevaléncia de infec¢do por N. caninum em
vacas leiteiras vacinadas contra esses dois
virus.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados dois grupos de rebanhos
leiteiros localizados em diferentes municipios
de Minas Gerais (ANEXO 1V): no grupo L.
foram analisados 15 rebanhos (476 amostras
de soro de bezerras. novilhas e wvacas)
infectados naturalmente e ndo vacinados
contra HVB 1 e VDBV, objetivando
determinar a freqiiéncia de infecgdo por N
caninum; no grupo I, foram analisados trés
rebanhos (100 vacas) vacinados contra esses
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dois agentes virais, para determinar a
prevaléncia de infecgdo pelo protozoario.
Foram testadas amostras de animais com
idade acima de seis meses, na tentativa de
excluir anticorpos passivos. A ocorréncia de
abortamentos ndo foir usada como critério
para selecionar os animais ou os rebanhos
estudados.

No calculo do nomero de amostras
necessarias para determinagdo da freqiiéncia
de infecgdo por N. caninum no grupo 1. foi
utilizado o programa EPI-INFO, versdo 6.0
(Statcalc calculator - Sample size & power -
Population survey), elaborado por Dean et
al. (1994). O calculo fo1 baseado na formula
apresentada por Kish & Leslie (1965) para
estudo populacional. no qual a amostragem
foi feita de forma aleatona para cada estrato
da populagio. A fregiiéncia de animais
positivos nos exames foi estimada em 11%,
o erro aceitavel em 3% e o nivel de
confianga em 95%. De acordo com as
estimativas apresentadas, seria necessaria
uma amostragem de 302 animais em uma
populagdo total de 2.838 animais.

No grupo Il. 0o nimero minimo de amostras
(n=96) fo1 determinado utilizando
prevaléncia critica (50%), intervalo de
confianga de 95% e margem de erro de 10%
(Thrusfield. 1986). Pelo método de
amostragem  aleatoria  simples, foram
coletadas. em margo de 1997, 100 amostras
de soro sangiiineo de vacas vacinadas contra
HVBI e VDBV, em trés rebanhos.

O sangue foi coletado uma unica vez em
cada amimal, por pungdo das veias coccigea
ou jugular com agulhas descartaveis e tubos
de vidro a vacuo. sem aditivos. Em cada
rebanho. todas as amostras foram coletadas
em um unico dia. e apos a coleta as amostras
foram imediatamente transportadas ao
Laboratorio do DMVP — EV — UFMG (Belo
Horizonte, Minas Gerais), para coleta do
soro. Para isso, foram centrifugadas a 1.000
x g por 10 minutos, sendo o soro separado
em aliquotas e estocado a — 20 °C até o uso.
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Na detecg¢do de anticorpos para N. caninum,
foi utilizado um ELISA indireto comercial’,
de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A leitura das placas foi realizada
num aparelho automatico’ em filtro de 620
nm. Esse teste ¢ derivado de um ELISA
originalmente descrito por Paré et al
(1995a), sendo o resultado expresso como
uma razdo S/P baseada em um soro-controle
positivo ¢ um negativo. Os resultados S/P <
0,50 foram considerados negativos e os =
0,50, positivos. A sensibilidade desse
ELISA foi relatada ser de 98% e a
especificidade. de 87-92% (Wouda et al.,
1998), havendo quase que perfeita
concordancia em comparagdo com 0O
“imuno-blotting™ (Schares et al., 1998).

As amostras foram submetidas ao teste de
soroneutralizagdo em microplacas (Office
International des Epizooties — O.LE., 1992),
para detec¢do de anticorpos para HVB 1 e
VDBV. Amostras virais de referéncia foram
utilizadas: para o HVB 1, utilizou-se a cepa

viral IBR — Colorado 17, com titulo de 1053
log; em 50 ul (100 TCIDsy); e para o
VDBV, foi utilizada a cepa viral NADL?,

com titulo da suspensio viral de 103-57 logs
em 50 ul (100 TCIDsy). Os titulos virais
foram estabelecidos a partir de diluigdes
decimais e calculados pelo método de Reed
& Muench (Burleson et al... 1992). No teste
para HVB 1. foram usadas células de
linhagem continua de rm de macaco
( MDBK’) e para o VDBV, células de cultivo
primario de pulmio fetal bovino (PFB). As
células foram cultivadas em Meio Essencial
Minimo'® com sais de Eagle, 20 mM de
HEPES. 1 U.L/ml de penicilina, 0,5 mg/ml
de estreptomicina e 5 mg/ml de anfotericina

5 HerdCheck®. IDEXX Laboratories, Inc..
USA.

% Labsystems Multiscan MS, Finland.

7 ATCC - VR 864.

8 ATCC - VR 1.422.

? ATCC — CCL 864.

' MEM - Sigma Laboratories.




B (Fungisona® - Squibb.) suplementados
com 5% de soro fetal bovino.

Para determinar se houve relacdo entre a
freqiiéncia de soropositividade de N. caninum
e as freqiiéncias de soropositividade dos
agentes virais, foi realizado o teste de
dispersio de fregiiéncias (%°) no programa
EPI INFO, versdo 6.04b (Dean et al., 1994).
A diferenga foi considerada significativa
quando P<0,05 (Sampaio, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de amostras testadas, a
quantidade de amostras positivas e a
porcentagem para os trés agentes infecciosos
observados individualmente em cada rebanho,
bem como a porcentagem total de
soropositividade do grupo 1.  estdo
apresentadas na Tab. 6.

A quantidade de amostras positivas para os
trés agentes de formas isolada e associada,
bem como as suas porcentagens nos rebanhos
do grupo 1. ¢ apresentada na Tab. 7.

Tabela 6 - Quantidade de amostras testadas, amostras positivas e porcentagem de positivas para
os trés agentes infecciosos observados individualmente em cada rebanho do grupo |

Totalde  Amostras Porcentagem de Amostras Porcentagem Amostras
Positivas  de Positivos  Positivas  de Positivos

Amostras/  Positivas Positivos

Porcentagem

Rebanho Rebanho N. camimum  N. caninum. HVB 1 HVB 1 VDBV VDBV
1 41 3 7,32 20 48,78 30 73,17

2 28 2 7,14 0 0.00 3 10,71
3 29 6 20,69 4 13,79 2 6,90

5 45 4 8.89 15 33.33 3 6.67
7 18 4 22,22 4 22,22 15 83,33
9 27 1 3.70 0 0,00 4 14.81
12 64 4 6,25 5 7,81 0 0,00
13 27 1 3,70 16 59.26 0 0,00
14 50 11 22,00 34 68,00 28 56,00
15 18 1 5,56 16 88.89 6 33.33
16 29 3 10,34 6 20,69 12 41.38
19 40 6 15.00 30 75.00 16 40,00
22 34 12 35,29 2 5,88 5 14,71
23 13 2 15.38 5 38.46 6 46.15
24 13 0 0,00 5 38,46 5 38.46
Total 476 60 12,61° 162 34.00° 135 28.30°

Porcentagens seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,001).




Tabela 7 - Comparagdo entre a quantidade de amostras soropositivas para N. caninum e a
quantidade de amostras soropositivas de forma associada por dois ou mais agentes

infecciosos nos rebanhos do grupo 1

Total de N. caninum N. caninum HVBI1 N. caninum
Amostras N. caninum HVB 1 VDBV VDBV HVBI/VDBV
Quantidade de
amostras positivas 476 60 21 15 110 .40
Porcentagem de
positivas 12.61° 441" 3,154 23,11 8.41°

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Nas amostras testadas do grupo II, observou-
se que 46 (46%) foram positivas para N
camnum (intervalo de confianga — IT para a
prevaléncia no més de margo de 1997,
vanando de 43,7 a 48.3%). Quanto a titulagdo
das amostras para HVB 1. foi observada
prevaléncia de 85% de soropositividade (IT —
76.5 € 93,5%). e os titulos variaram de 1:4 a >
1:512. Para VDBV, a prevaléncia foi de 76%
(IT - 72,2 € 79,9%). e os titulos variaram de
1:5 a > 1:640. A quantidade de amostras
testadas e de positivas e a porcentagem para

os trés agentes infecciosos estudados nesses
trés rebanhos sdo apresentadas na Tab. 8.

Quanto a observagdo da ocorréncia das
associages entre os patogenos na Tab. 9 sdo
apresentadas a comparacgdo entre a quantidade
de amostras positivas e porcentagem para N.
caninum e a quantidade de amostras
soropositivas de forma associada por dois ou
mais agentes infecciosos estudados e a
porcentagem para os rebanhos do grupo II

Tabela 8 - Quantidade de amostras testadas, amostras positivas e porcentagem de positivas para
os trés agentes infecciosos observados individualmente em cada rebanho do grupo 11

Total de  Amostras Porcentagem de Amostras Porcentagem Amostras Porcentagem
Amostras/ Positivas Positivos Positivas de Positivos Positivas de Positivos
Rebanho Rebanho N. caninum N. caninum HVB 1 HVB 1 VDBV VDBV
4 33 24 72,73 33 100,00 22 66.67
6 23 11 47.83 23 100,00 23 100,00
8 44 11 25,00 29 6591 31 70.45
Total 100 46 46,00° 85 85.,00° 76 76,00 *

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Tabela 9 - Comparagdo entre a quantidade de amostras positivas para N. caninum e a quantidade
de amostras positivas de forma associada por dois ou mais agentes infecciosos para os

rebanhos do grupo 11

Total de
Amostras N. caninum

N. caninum N. caninum HVBI1
HVB 1

N. caninum

VDBV VDBV HVBI/VDBV

Porcentagem de
Positivos 100 46°

10¢ 44

39%° 29°

Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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Quanto a freqiiéncia de infecgdo pelo
protozoario. foi comparada com a freqiiéncia
das associagdes entre os agentes infecciosos;
nos rebanhos do grupo 1. observou-se que a
infecgdo por N. caninum isoladamente foi
maior (P<0,05) do que as freqiiéncias das
associadas entre N. caninum/HVB1 e N.
caninum/VDBYV e. ainda. maior (P<0.05) do
que a associagdo N. caninum/HVB1/VDBV.
A fregiiéncia de infecg¢do por N. caninum nio
diferiu (P>0,05) da freqiiéncia da associagdo
HVB 1/VDBV, nos rebanhos testados (Tab.
7). Nesse mesmo sentido, Bartels et al. (1999)
ndo encontraram qualquer relagdo entre surtos
de abortamento associados com N. caninum e
infeccdo por VDBV, HVB 1, L. hardjo e
Salmonella dublin. baseados nos resultados
de soroprevaléncia de rebanhos para essas
infecgoes. Quando foram comparadas as
freqiiéncias de infecgdo pelas associagdes M.
caninum/HVBI1 e N. caninum/HVB1/VDBV,
esta ultima foi maior e pode ter sido
influenciada pela presenga do VDBV (Tab.
7). Tem sido relatado o fato de o VDBV
estimular a imunossupressdo por destruigdo
linfocitaria (Guy & Potgieter, 1985). Fatores
como gestagdo avancada, estresse e infecgdo
pelo VDBV podem afetar a habilidade do
animal em manter uma efetiva resposta imune
e, com isso, predispor a reativagio da
infec¢do por N. caninum (Cox et al., 1990).

Com relagdo ao alto nisco de transmissdo do
parasito ao feto. em vacas naturalmente
infectadas. e a producdo de anticorpos em
vacas gestantes, um paralelo pode ser tragado
entre VDBV e N. caninum quando. pelo
VDBV, ha uma estimulagio pelo feto
infectado para que a mae produza anticorpos
(Stenlund et al. 1999). Os titulos de
anticorpos em maes de  bezerros
congenitamente infectados com VDBV
aumentaram continuamente até a parigao,
apés o que a quantidade de anticorpos
diminuiu. No ultimo trimestre. a quantidade
de anticorpos foi significantemente maior que
naquelas vacas que tinham os fetos ndo
infectados. Parece que a dindmica da
produgdo de anticorpos para VDBV e para V.

caninum é semelhante (Lindberg et al., 1997).
Um bezerro toma-se imunotolerante ao N
caninum quando a infecgdo € iniciada durante
a maturacdo do sistema imune ou quando o
parasito ¢ transferido passivamente ao
bezerro, ap0s o nascimento, pelo leite
materno (Innes et al., 2001). No VDBV,
quando o feto ¢ infectado antes dos 100 dias
de gestagdo. o bezerro nasce persistentemente
infectado com o virus, mas ¢ imunotolerante a
ele. Entretanto, se a infecgdo ocorre ao redor
da metade da gestagdo, o feto ja adquiriu a
capacidade de montar uma resposta imune ao
virus, € muitos bezerros nascem com altos
titulos de anticorpos especificos ao VDBV
circulante (Nettleton & Entrican, 1995).

A maiona dos rebanhos do grupo 1 (66.67%)
foi infectada pelos trés agentes. A fregiiéncia
de infecgdo por N. caninum foi menor do que
a de infecgdo pelo HVB 1 e VDBV. Isso pode
ser explicado, provavelmente, por diferengas
na forma de disseminagdo dos agentes
infecciosos.

No caso de N. caninum, a principal forma de
infecgdo, a forma vertical, ¢ relativamente
comum (Buxton et al, 1997), sendo
responsavel por até 95% das infecgoes (Paré
et al., 1996; Bjorkman et al., 1996), e a forma
horizontal tem sido considerada um evento
raro (Hietala & Thurmond, 1999), exceto
quando ha forte exposi¢io de todos os
animais do rebanho, pela contaminagao
pontual com oocistos do parasito (Mainar-
Jaime, 1999). Varios estudos tém indicado
que O tempo em que OCOITe a parasitemia na
gestagdo € critico para o desenvolvimento da
neosporose, bem como a idade gestacional do
feto a época da transmissdo (Buxton et al.,
1998; Williams et al., 2000; Innes et al.,
2001).

Os agentes virais disseminam-se de forma
epidemiologicamente importante,
principalmente  pela  transmissdo  por
aerossois. No caso do HVB 1, ele ¢
introduzido em rebanhos, principalmente,
pela aquisigdo de bovinos que estejam com o
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virus no periodo de incubagdo ou na fase
aguda da infecgdo e por amimais infectados
latentemente. Qutras formas de introdugdo
sdo, provavelmente. eventos raros. Um
animal infectado dissemina o HVB 1 para
novos animais susceptiveis apos um periodo
de até 16 dias depois da infecgdo, e. quando
quase todos os anmimais do rebanho estiverem
infectados, eles desenvolvem imunidade ao
HVB 1 ativo e o curto ciclo de infecgdo
termina. A disseminagdo do HVB 1 € mais
devida as infecgOes respiratorias € menos a
infecgdes do trato genital. Apos a fase aguda
da infecgdo, o virus permanece latente em
animais imunes, nos nucleos dos neurénios
(trigeminal/sacral), e pode ser reativado apos
prolongados periodos de laténcia, tornando a
induzir infecgdes primarias em novos animais
suscetiveis. Vacas ou novilhas infectadas
latentemente podem reexcretar o virus
durante o parto. Os seus bezerros podem
tornar-se infectados e transmitir o virus aos
outros grupos da fazenda ou a outros
rebanhos (Wentinck et al., 1993).

No grupo I, a freqiiéncia de infecgdo pelos
dois virus ndo diferiu (P>0,05) (Tab. 6), e isso
indica que, provavelmente, a forma de
infeccdo seja semelhante. Entretanto, a
disseminagdo do protozoario parece ser bem
mais lenta do que a disseminagido do HVBI e
VDBV. Provavelmente, isso seja uma das
explicagdoes para os resultados obtidos na
analise dos 15 rebanhos infectados
naturalmente.

No caso da infecgdo natural, ndo houve
diferenga (P>0,05) entre as associagdes N.
caninum HVB 1 e N. caninum VDBV (Tab.
7). Entretanto. o fato de a laténcia ter extrema
importancia tanto para N. caninum quanto
para HVB 1 (Wentinck et al., 1993; Wouda et
al., 1999% Dijkstra et al., 2001b) pode ser um
forte ponto de ligagdo epidemiologica entre
esses dois agentes. por serem estimulados a

reinfectar o proprio animal em razdo,
principalmente. dos fatores
IMuNoSsupressores, como transporte

(Suteeraparp et al.. 1999), ingestdo de silagem
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(Bartels et al., 1999) e administragdo de
corticoides ou indugdo da liberagao de
cortisona pelo organismo (Gibbs &
Rweyemamu, 1977; Dobson & Smith. 2000).
Aparentemente, apenas pequena porcentagem
de bezerros congenitamente infectados por .
caninum desenvolve a neosporose clinica, e a
sobrevivéncia de  bezerros  infectados
congenitamente ¢ tdo alta quanto a de
bezerros ndo-infectados (Paré et al.. 1996).

Neospora caninum pode ser implicado
falsamente como causa de abortamentos
epidémicos quando o diagnostico € baseado
apenas nos resultados de histopatologia fetal
ou imuno-histoquimica. Thurmond et al.
(1997) encontraram forte associagdo entre N.
caninum e elevados titulos para serovares de
Leptospira em um rebanho e elevados titulos
para VDBV em outros trés. na California. Os
achados de recentes envolvimentos do VDBV
e a subseqiiente confirmagdo de abortamentos
atribuidos a leptospirose indicaram que outros
agentes infecciosos devem ser considerados
rotineiramente nos planos de diagnostico de
epidemias de abortamento em que N. caninum
foi suspeito. Embora a ligagdo casual entre V.
caninum ou outros possiveis agentes
abortivos e o abortamento possa ser feita
apenas de forma aproximada. o uso de uma
sorologia  retrospectiva = pode  prover
evidéncias para uma associagdo. Nesse caso,
N. camnum ndo for uma causa suficiente
dessa epidemia. O abortamento pode ser
conseqiiencia da exposigdo a um agente
abortivo que causou a morte fetal em vacas
soropositivas ou soronegativas. Assim. torna-
se importante o conhecimento do estado
sorologico da vaca antes do abortamento.

Otter & Wilson (1997) encontraram
associagdo de N. caninum com HVB 1 e
infec¢do associada VDBV/N.caninum em
abortamentos bovinos. Esses casos indicaram
que a mvestigagdo de abortamentos deve ser
feita de forma abrangente. e a sorologia para
os virus deve ser confirmada de forma
pareada. Por isso, deve-se encorajar os
veterinarios de campo a submeter amostras de




soro, fetos e placentas de forma que permita
testes laboratoriais amplos.

No grupo II. a prevaléncia de infecgdo por N.
caninum, apesar de ter sido inferior a
prevaléncia de soropositividade para os dois
virus, foi considerada alta. Isso pode ter
ocorrido devido a uma maior protegdo dos
animais contra os agentes virais em razao da
forte resposta imume conferida pelos
anticorpos vacinais, maximizando a infec¢do
pelo protozoario. A falta de medidas
profilaticas contra N. caninum nos rebanhos
estudados e as tentativas realizadas de
contornar os prejuizos causados pelos virus
também podem ter influenciado esses dados.

A prevaléncia de infecgdo por N. caninum no
grupo Il foi maior do que todas as associagoes
com os agentes virais (Tab. 9), e nesses
rebanhos havia sérios problemas de
abortamentos (dados ndo publicados). N
caninum, até entdo, era subestimado como
causador de prejuizos. pelo  proprio
desconhecimento a respeito do parasito, que
ndo tinha sido levado em consideragdo como
agente etiologico de perdas reprodutivas,
mostrando-se. pelo menos sorologicamente,
presenga  marcante. Entretanto, uma
confirmagdo etiologica definitiva ndo foi
realizada, sendo esse apenas um diagnostico
presuntivo. Torna-se clara a necessidade de
acurar-se os meios de diagnostico diferencial
para os agentes abortivos de bovinos,
evitando-se a 1mplantagio de medidas
profilaticas e até mesmo curativas, que
representem  elevados custos para os
pecuaristas, que nem sempre sdo as mais
corretas e indicadas. Qutra situagdo observada
foi aquela em que produtos biologicos sdo
postos em duvida quanto a sua eficacia e na
realidade. muitas vezes, sdo mal prescritos ou
mal administrados. Isso ocorreu no grupo II,
quando, mesmo os ammais tendo sido
vacinados contra VDBV e HVBI, os
episodios de abortamento continuaram a
ocorrer.

3

2 GIBLIOTECA

A associagdo sinérgica de patogenos
provavelmente altera a epidemiologia da
infecgdo por N. caninum em vacas leiteiras.
Alguns exemplos de que sinergismos desse
tipo podem ocorrer sdo observados em
pacientes humanos, principalmente naqueles
infectados pelo virus HIV, em que infecgoes
concomitantes por T. gondii,
Cryptosporidium parvum e [sospora belli sdo
exacerbadas pela condigdo imunossupressora
desse retrovirus (Current et al., 1990).

A correlagdo desses dados € dificil, e a
associagdo entre os patogenos deve dificultar
os programas de melhoria da qualidade
sanitaria dos rebanhos, principalmente em
relagdo ao descarte de vacas soropositivas.
Provavelmente. medidas que minimizem a
reativagdo dos agentes latentes, bem como
as que minimizem a transmissdao destes.
devam ter prioridade.
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CAPITULO V

SOROLOGIA PARA Neospora caninum EM CANIDEOS SILVESTRES
SUL-AMERICANOS

INTRODUCAO

Neospora caninum (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae) € um protozoario relatado
em cdes, que apresentaram sintomatologia
semelhante  aqueles  infectados  pelo
Toxoplasma gondii (Dubey et al., 1988a). Em
cdes infectados tém sido relatados problemas
neurologicos, polimiosite, miocardite e
dermatites ulcerativas e piogranulomatosas
(Dubey et al., 1998; Dubey et al., 1995;
Barber & Trees, 1996). O cdo, além de
hospedeiro intermedidario (Wouda et al.,
1999; Mineo et al.. 2001), foi reconhecido
como hospedeiro definitivo do parasito
(McAllister et al., 1998a; Lindsay et al.,
1999). Ovinos, caprinos, bovinos, bufalos e
cavalos sdo naturalmente expostos a infecgdo,
ao passo que macacos, gerbils, camundongos,
ratos e porcos foram suscetiveis a infecgdo
experimental. Esse parasito tem distribuigdo
mundial (Dubey, 1999).

O parasito vem sendo pesquisado com o
intuito de esclarecer a sua relagdo com
especies selvagens. principalmente
objetivando verificar a importancia desses
animais num provavel ciclo de vida no meio
selvagem. O coiote (Canis latrans) (Lindsay
et al, 1996), o dingo-australiano (C.
Jfamiliaris dingo) (Barber et al., 1997), a
raposa-vermelha (Vulpes vulpes) (Barber et
al., 1997; Buxton et al., 1997; Simpson et al.,
1997) e a raposa-cinzenta (Urocvon
cinereoargenteus) (Lindsay et al.. 2001) se
mostraram  naturalmente  suscetiveis ao
parasito. A exposicio de lobos-guaras
(Chrysocvon  brachyurus) (llliger, 1811) e

cachorros-do-mato (Cerdocyon thous)
(Linnaeus, 1758) ao N. caninum ¢é
desconhecida. Este trabalho tem como

objetivo pesquisar anticorpos lgG para N.

42

caninum em lobos-guaras e cachorros-do-
mato provenientes de zoos e de vida livre.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue foram coletadas por
punc¢do venosa em 48 lobos-guaras e dois
cachorros-do-mato. apos obtengao de licenga
prévia do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). As amostras dos
lobos foram coletadas ao longo de 1997,
sendo nove de animais provenientes do
Parque Natural da CBMM, Araxa, MG, 13
da Fundagdo Zoobotinica de Belo
Horizonte. MG, oito do Jardim Zoologico de
Brasilia, DF, oito do Zooldgico de Curitiba,
PR, duas da Fundagdo Rio-Z6o, RJ, e quatro
amostras de amimais capturados em vida
livre na regiio dos Municipios de
Uberlandia e Andradas, ambos em Minas
Gerais. Os lobos-guaras provenientes dos
zoos eram de idades variadas, e os quatro
animais capturados na natureza tinham idade
inferior a um ano. As amostras de cachorro-
do-mato foram coletadas na sede do IBAMA
em Belo Horizonte, em novembro de 2000.
Os animais eram adultos, tinham sido
capturados recentemente € estavam em
quarentena. As amostras dos cachorros-do-
mato e dos lobos-guaras foram aliquotadas e
armazenadas a —20 °C até o uso.

Para realizacdo dos exames, os soros foram
testados a temperatura ambiente e
individualmente para a presenga de IgG,
num teste de imunofluorescéncia indireta
(TIFI) comercial'', com controles de cio e
anti-soro policlonal de IgG anticanino, de
origem caprina, conjugado com isotiocianato

"' VMRD - Pullman/USA.




de fluoresceina. Os testes foram realizados
de acordo com o fabricante, e as amostras
foram testadas em diluigdio de 1:50 em
laminas de 12 pogos que continham
taquizoitos cultivados em células VERO e
fixados em superficie de teflon. Apds o
término das reagdes. as laminas foram
montadas com glicerol e laminulas, sendo a
leitura  realizada  imediatamente em
microscopio com emissdo ultravioleta'> em
250 X e confirmada em 400 X. As amostras
foram analisadas quanto a uniformidade da
fluorescencia dos taquizoitos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhuma das amostras testadas foi
visualizada a fluorescéncia especifica para
N. caninum, ndo sendo detectada infecgdo
evidente por N. caninum. Devido a
indisponibilidade de soros-controles das
especies testadas, foram utilizados soros
positivo e negativo de cdo para referenciar
os testes. Em todas as laminas. houve um
pogo com soro positivo de cdo, em que na
diluigdo de 1:50 se observou uma completa
fluorescéncia periférica dos taquizoitos. Em
alguns soros testados, a presenga de
fluoresceéncia apical (ndo especifica) nao foi
considerada, devido a possibilidade de
reagdes cruzadas com outros protozoarios
(Paré et al., 1995).

A ocorréncia natural de anticorpos para V.
caninum em cdes tem sido relatada em
prevaléncias vanaveis (Barber et al., 1997;
Sawada et al., 1998; Wouda et al., 1999b;
Mineo et al., 2001). Os trabalhos de
McAllister et al. (1998) e Lindsay et al.
(1999) evidenciaram que, mesmo
soronegativos ao TIFI, alguns cdes
infectados experimentalmente excretaram
oocistos de N. caninum nas fezes.
Populagoes  silvestres de  mamiferos,
principalmente canideos, ndo tém sido
testadas adequadamente para determinar se

"2 Olympus CBA. Japan.

também s3o hospedeiras definitivas de
N.caninum (McAllister et al., 1999).

O lobo-guara € o maior canideo da Ameérica
do Sul e uma das espécies mais tipicas do
cerrado brasileiro, podendo também ser
encontrado em campos de altitude e areas de
banhados ¢ brejos. Seu comportamento €
distinto do de outras espécies de canideos,
por possuir habitos crepusculares e
oportunistas quanto a alimentagdo: onivora e
sazonal, composta por pequenos roedores,
aves e frutos silvestres. Essa espécie €
classificada como ameagada de extingdo por
institui¢des como “The World Conservation
Union™ (TUCN) e pelo “Il Convention on
International Trade in Endangered Species
of Wild Fauna and Flora”. No Brasil, esta
presente na lista oficial da fauna brasileira
ameacada de extingdo desde 1989 e na lista
de espécies ameagadas de extingdo de Minas
Gerais - espécie sujeita a extingdo na
natureza em meédio prazo (Maia et al., 1999).

O cachorro-do-mato vive em campos e
cerrados de quase toda a Ameérica do Sul,
inclusive no Brasil, e € o canideo mais
comum no continente. Possui habito noturno
e vive solitario ou aos parcs'3 . A sua
alimentagdo depende da estagdo; na
Venezuela, observou-se ser composta.
durante a estagio de chuvas, de 54% de
insetos e 20% de vertebrados e. na estagdo
seca, de 48% de vertebrados, 31% de
caranguejos e 16% de insetos'*. Apesar de
essa espécie ser classificada no plano de
acgdo para conservagdo de espécies
ameacadas do [UCN/SSC do “Camd
Specialist Group”, de 1990, como espécie

13
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que ndo requer prote¢do imediata'” e ndo
esta ameagada de extingdo. € protegida pela
legislagdo ambiental brasileira por pertencer
a fauna nativa.

O fato de as espécies testadas serem
onivoras e suas dietas variarem de acordo
com as estagdes ¢ a disponibilidade de
presas interfere, provavelmente, nas taxas de
ocorréncia e exposigdo a N. caminum. A
situagdo dos componentes vertebrados que
fazem parte das dietas em relagio a N
caninum ¢ desconhecida. Provavelmente,
sdo espécies (que apresentam  baixa
prevaléncia para o parasito ou mesmo
nenhuma. A situagao do lobo-guara e do
cachorro-do-mato em relagdo a N. caninum
necessita de maiores estudos. principalmente
para o primeiro, que € uma espécie
ameagada de extingdo e altamente suscetivel
aos patogenos comuns de cdes, como o virus
da cinomose (Cabasso et al., 1956), que leva
aos sintomas de ordem neurolégica,
mortalidade nos lobos e pode ter a
neosporose como diagnostico diferencial. A
devastacdo dos territorios dos lobos tem
como conseqiiéncia uma maior proximidade
com os cdes das areas rurais, e 1Sso aumenta
o grau de exposigdo aos patogenos caninos.
Outras formas infectantes do parasito ndo
foram pesquisadas, o que ndo exclui a
possibilidade de essas espécies participarem
do universo do parasito, terem alguma
importancia epidemiologica no ciclo do N
caninum e servirem de fontes de infecgdo no
meio silvestre.

De acordo com o teste realizado, os lobos-
guaras e os cachorros-do-mato testados ndo
foram expostos a infecgdo por N. caninum.
Entretanto, ambas as amostragens foram
pequenas, ¢ os dados podem estar
subestimados, ndo refletindo,
necessariamente, a realidade das populagdes

15
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dessas duas espécies diante de N. caninum.
Além disso. como a especificidade e a
sensibilidade do teste ainda ndo foram
estabelecidas para essas espécies. a
interpretagdgo  do  significado  desses
resultados deve ser feita com cautela.




CAPITULO VI

CONSIDERACOES FINAIS E REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

A auséncia de referéncias a respeito de
infec¢do por N. caninum em rebanhos
bovinos  mineiros, bem como 0o
desconhecimento da situagdo dos carnivoros
da fauna brasileira quanto a neosporose,
tornou oportuna a realizagdo deste projeto.

Os prejuizos causados em decorréncia de
infecgdo por N. caninum, principalmente a
bovinocultura, a auséncia de conhecimentos
relacionados ao ciclo de vida e o
desenvolvimento de drogas comercialmente
viaveis e produtos biologicos que
minimizem essas perdas tém justificado o
crescente nimero de pesquisas relacionadas
a N. camnum. O estabelecimento de uma
padronizagdo interlaboratorial de testes
diagnosticos, para que sejam minimizados
os falsos diagnosticos. também se tornou
uma necessidade no panorama mundial.

As dificuldades encontradas nos
experimentos de campo que mensurem o0s
custos de infecgdes em rebanhos sdo
barreiras dificeis de serem transpostas. e
1sso, geralmente, torna-se um entrave 4
realizagdo de estudos reais. As simulacdes
por computador tém sido uma boa opgao.

Os achados desta pesquisa, apesar de ter
sido observado um rebanho soronegativo,
evidenciam a ampla exposi¢do dos rebanhos
bovinos ao parasito. De acordo com varios
estudos, de forma geral. provavelmente um
modelo de disseminagdo epidemiolégica por
transmissdo vertical seja o responsavel pela
distribui¢gdo da infecgdo nos estratos etarios
dos rebanhos estudados. Fatores como
confinamento, estresse, transporte dos
animais, maior taxa de reposi¢do dos
animais no rebanho. infecgdes associadas a
outros patogenos e tipo de produgido de leite
provavelmente predisponham e maximizem

a infecgdo por N. caninum nos rebanhos
estudados. Outro dado de extrema
importancia foi aquele em que foi registrada
alta soropositividade para o protozoario em
rebanhos vacinados contra agentes virais
abortivos. Nesses rebanhos. eram destinados
valores consideraveis nos programas de
vacinagdo contra HVB 1 e VDBV, e mesmo
assim os abortamentos continuavam. A
necessidade  do  estabelecimento  de
diagnostico etiologico bem feito por um
amplo inquérito sorologico, atualizagdo e
concientizagdo dos profissionais ligados a
sanidade animal de enviar fetos. anexos
fetais e soro das matrizes o0 mais
rapidamente aos laboratorios credenciados. o
estabelecimento e manutengdo de um banco
de soros com o intuito de garantir um estudo
sorologico retrospectivo, quando necessario,
do rebanho tém sido amplamente sugeridos
em artigos recentes.

A questdo do conhecimento do ponto ideal
de utilizagdo do potencial individual de cada
amirnal parece ser essencial para que a
produtividade oOtima seja expressa sem
comprometer o perfil sanitario do rebanho e,
assim. a atividade leiteira seja maximizada.
As condigdes estressantes a que sdo
submetidos os rebanhos das exploracoes
leiteiras predispdem a excregdo de agentes
patogénicos latentes, como HVB 1, bem
como induzem a reinfecgdo dos anmimais
cronicamente infectados por N. caninum.

Apesar de nio ter sido encontrado infec¢do
nos lobos-guaras e nos cachorros-do-mato
estudados. ndo se podem descartar essas
espécies do ciclo de vida parasitaria de M.
caninum, mesmo porque, apesar de ndo
terem soroconvertido, cdes infectados
experimentalmente por ingestio oral de
camundongos contaminados pelo parasito
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excretaram oocistos nos trabalhos de
McAllister et al. (1998) e Lindsay et al.
(1999). A possibilidade de isso também
acontecer com outros canideos ndo deve ser
descartada. Por isso, outras amostras
provenientes de lobos de vida livre serdo
testadas no futuro. com o intuito de
encontrar indicios de infecgdo por N
caninum (ANEXO II. PRANCHA 11).

Os gerbils inoculados com a cepa [llinois de
N.  caninum  mostraram-se  altamente
suscetivels a Neosporose €, como em outros
experimentos relatados por outros autores.
podem servir de modelo experimental para
estudos desse protozoario. Além disso,
mostraram-se animais altamente proliferos,
limpos e mansos. o que contribuiu para
viabilizar a manutengdo dos experimentos
(ANEXO 11, PRANCHA III).

Na tentativa de isolamento de oocistos nas
fezes de caes filhotes soronegativos para N.
caninum € que sempre, € unicamente, se
alimentaram de ra¢do comercial, inoculados
oralmente com tecido cerebral de vacas
soropositivas € com um solido historico de
abortamento, ndo se obteve sucesso. lsso
também ocorreu em outros estudos
realizados no Canada. em que os autores
relataram a dificuldade dos camivoros de
atingir um tecido fortemente protegido pelo
cranio. Portanto, a sobrevivéncia dos
taquizoitos e cistos podera ser mais
rapidamente prejudicada em decorréncia da
autolise mais rapida nessa area do corpo
(ANEXO II, PRANCHA 1V).

No cultivo celular., ambas as cepas se
adaptaram perfeitamente a amostra de
células VERO (ATCC CCL-81), bem como
ao meio de cultivo utihizado (MEM) e ao
soro fetal bovino (10%). Foram realizadas
15 passagens. com o objetivo de estudar o
comportamento dos taquizoitos no cultivo,
sendo a cepa Illinois mais virulenta que a
cepa Beef. A pnmeira destruia mais
fortemente todas as areas da monocamada
celular, enquanto a Beef iniciava o efeito
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mais lentamente. em geral em um ponto
central no centro da monocamada. Apos o
experimento, as cepas foram concentradas,
associadas a 5% de DMSO. aliquotadas em
criotubos de 1.800 pul e congeladas
gradualmente, inicialmente 24 horas em
ultracongelador Revco (- 80 °C) e
posteriormente transferidas para o nitrogénio
liquido. A viabilidade das cepas foi
comprovada quando uma aliquota de cada
cepa foi descongelada e inoculada em novas
monocamadas de células VERO. Em media,
os efeitos citopaticos foram observados apos
17-18 dias pos-descongelamento (ANEXO
II, PRANCHA V).

Outros estudos, como a padronizagio de
testes para diagnostico da infecgdo pelo
protozoario (IFL, ELISA e IHQ), deverdo ser
realizados. na tentativa de baratear os custos
de diagnostico e disponibilizar esses testes
aos produtores pecuarios locais.
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1) Neospora caninum EM MINAS GERAIS: DADOS PRELIMINARES*

Neospora caninum (Protozoa: Apicomplexa) ¢ um protozoario do cdo que infecta os bovinos,
embora ocorra em outras espécies domésticas e selvagens. Aos cdes tém sido atribuidos
problemas neurologicos, e nos bovinos infectados tém sido observados abortamento nas varias
fases da gestagdo, problemas neurologicos nos bezerros e defeitos teratogénicos nos fetos. O cdo
¢ o hospedeiro definitivo, o qual, provavelmente, transmite a infecgdo aos bovinos pela
contaminagdo de pastos, comedouros e bebedouros por oocistos nas fezes. Neospora caninum
(NC) tem sido implicado como a principal causa de abortamento em vacas leiteiras nos Estados
Unidos, onde a prevaléncia sorologica é alta. No Brasil, alguns diagnosticos sorolégicos tém
sido feitos, e em Minas Gerais nada ainda foi relatado, embora o indice de abortamento sem
diagnostico seja grande.

Em trés rebanhos de bovinos leiteiros, localizados na regido metropolitana de Belo Horizonte,
onde os casos de abortamento eram freqiientes e nao foram achados outros agentes etiologicos,
foram testados 39 soros sangiiineos de vacas e de sete cdes das propriedades amostradas, em um
“kit” ELISA comercial (IDEXX, Inc., Herdcheck™), para N. caninum. Com relagdo a esses
animais. todas as vacas do prnimeiro rebanho (18) e todos os cdes foram soronegativos para N.
caninum. No segundo rebanho, uma novilha. entre seis pesquisadas, reagiu positivamente, ao
passo que no terceiro rebanho duas vacas. entre 15. foram soropositivas. Apesar desses
resultados, ndo foram feitos outros estudos, como sorologia dos fetos e histopatologia, nio se
podendo. assim, afirmar que os abortamentos foram causados por N. caninum. Portanto, mais
estudos devem ser conduzidos com o intuito de esclarecer a importancia de N. caninum nos
rebanhos bovinos em Minas Gerais.

* Ver ANEXO Il - PRANCHA L

2) FREQUENCIA DE ANTICORPOS CONTRA Neospora caninum EM REBANHOS
BOVINOS LEITEIROS A, B E C EM MINAS GERAIS

Neospora caninum (Protozoa. Apicomplexa) € um parasito recentemente descrito que tem o cdo
como hospedeiro definitivo e o bovino como um dos seus hospedeiros intermediarios. Neste
ultimo, pode causar abortamentos. natmortos, prematuros e bezerros com problemas
teratogénicos. Tem sido descrito mundialmente com grande impacto economico. Entretanto, em
Minas Gerais, apesar de anticorpos contra N. caninum ja terem sido relatados em bovinos, a sua
freqiiéncia nunca foi estudada de forma mais abrangente.

Com o objetivo de averiguar a freqiiéncia de anticorpos contra N. carinum em bovinos leiteiros,
foram testadas 359 amostras de soros de fémeas, coletadas entre fevereiro e junho de 1997, de
acordo com trés diferentes faixas etarias (faixa I — de 7 a 18 meses de idade; de 18 a 30 meses e
animais com idade superior ou igual a 31 meses, respectivamente. para as faixas etarias II e III),
sendo 80 amostras da faixa etana 1, 81 da faixa etana Il e 198 da faixa etaria I[II. Os amimais
pertenciam a 10 rebanhos localizados em oito municipios mineiros (Barbacena, Ouro Preto,
Itabirito, Caeté, Pedro Leopoldo, Betim, Igarapé e Cordisburgo). Foi coletado sangue de um
minimo de 15% do rebanho em cada faixa etaria amostrada. sendo utilizado para os exames um
teste ELISA indireto comercial (HerdChek, IDEXX Laboratories. Inc.).
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Do total de amostras testadas, 72 (20,05%) foram positivas. sendo 16 amostras pertencentes a
faixa etaria 1 (20%), 19 a faixa etaria II (23.45%) e 37 a faixa etana Il (18.68%). Em todos os
rebanhos e em todos os municipios foram encontrados animais soropositivos para N. caninum,
bem como em todos os rebanhos havia historico de problemas reprodutivos, principalmente
abortamentos.

Ficou evidenciada a ampla exposi¢do dos bovinos leiteiros nas regides estudadas,
principalmente na faixa etaria Il. época em que se iniciam as parigdes. As bezerras (menores de
sete meses) ndo foram testadas, com o intuito de eliminar a possibilidade de interferéncia de
anticorpos colostrais.

A importancia economica desses dados ainda € incerta, mas indica que estudos com o intuito de
avaliar o impacto desse agente nos indices reprodutivos dos rebanhos leiteiros em Minas Gerais
devem ser priorizados, bem como aqueles estudos que visem facilitar o acesso aos meios de
diagnostico da neosporose nos nossos rebanhos.

Apoio financeiro: CNPq, FEP-MVZ e Pfizer.

3) SITUACAO SOROLOGICA DE ALGUNS CARNIVOROS DA FAUNA BRASILEIRA
PARA Neospora caninum*

Neospora caninum (Protozoa-Apicomplexa) ¢ implicado como uma das principais causas de
abortamento em bovinos em varias regides do mundo. Em 1998, o cdo foi reconhecido como o
hospedeiro definitivo desse parasito, e desde entdo outros, principalmente canideos, tém sido
estudados com o objetivo de confirmar a possibilidade de também serem considerados como tal.

Foi realizado um levantamento sorologico em 48 amostras de lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus) e em duas amostras de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous). As amostras dos
lobos foram coletadas ao longo de 1997, sendo nove da reserva ecologica de Araxa (MG), 13 do
zoologico de Belo Horizonte, oito do zoo de Brasilia, oito do zoo de Curitiba, duas do z6o do
Rio de Janeiro. quatro de amimais capturados no interior de Minas Gerais, duas do zoo de
Uberlandia (MG) e duas de um parque ecologico em Andradas (MG). As amostras dos
cachorros-do-mato foram coletadas na sede do IBAMA em Belo Horizonte, em novembro de
2000, e os animais tinham sido capturados na natureza recentemente.

Para realizagdo dos testes, foi utilizado um teste de imunofluorescéncia indireta (IFI) com
controles positivo ¢ negativo de cdo e conjugado fluoresceina anticdo (VMRD, Pullman-USA).
Em nenhuma das amostras foram detectados anticorpos para o parasito. Entretanto. algumas
questdes podem ser discutidas. Primeiro, se realmente as espécies estudadas, por sua biologia e
habitos, podem participar do universo do parasito, principalmente quanto as suas
potencialidades em exercer o camivorismo e ter alguma importancia epidemiologica no ciclo do
Neospora. Uma segunda consideragdo deve ser feita quanto a plenitude do teste utilizado, ja que
foi empregado um conjugado anticio. Em terceiro lugar, ha dificuldade na obtengdo de
conjugados para as espécies estudadas, principalmente por serem espécies ameagadas de
extingdo e protegidas, o que dificulta a utilizagdo de individuos para a produgdo dos reagentes
especificos.

Apoio: FEP - MVZ, CNPq e IBAMA. * Ver ANEXO Il - PRANCHA IL
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4) MANUTENCAO in vivo DE TAQUIZOITOS DE Neospora caninum*

Neospora caninum (Protozoa-Apicomplexa) ¢ um parasito recentemente descrito que tem sido
responsabilizado por grandes prejuizos para a bovinocultura, expressos na forma de
abortamentos, teratogenia, repeti¢do de cio e baixa produtividade. O diagnostico tem sido feito
pela associagdo de métodos sorologicos, histopatologicos e imuno-histoquimicos e pelo
isolamento das formas do parasito. -

Para manutengdo de taquizoitos do parasito em laboratério, como nem todas as instituigdes
possuem infra-estrutura de cultivo celular, a manutengdo in vivo pode ser uma alternativa,
principalmente quando se objetiva a implantagdo de testes diagnosticos.

Taquizoitos do parasito foram adquiridos (cepa Illinois - Milton McAllister, Universidade de
[llinois, USA) e mantidos in vitro em cultivo celular. Para testar a sua viabilidade in vivo, foram
feitas quatro passagens em “Mongolian Gerbils” (Meriones unguiculatus), com trés animais
inoculados por passagem, mantendo-se um, como controle, por passagem.

Para a pnmeira passagem. 6 ml de uma suspensdo de taquizoitos mantidos em células de rim de
macaco (VERO) foram coletados. assepticamente, de um frasco de cultura; 2 ml foram
inoculados intraperitonialmente (IP) em cada animal-teste, mantendo-se como controle mais um
animal, que foi inoculado com a mesma quantidade de PBS estéril. A partir da segunda
passagem, foi1 realizada a lavagem peritonial com 6 ml de PBS estéril, inoculados IP, em um dos
animais infectados, no sexto dia de infecgdo, quando, posteriormente, cerca da mesma
quantidade de um fluido amarelado (exsudato) foi aspirada, bem como foram reinoculados 2 mi
em cada um de mais trés animais. Posteriormente, foram analisadas as lesdes histopatologicas
causadas pelo parasito nos roedores.

Os animais inoculados apresentaram. apos trés dias, quadro tipico de neosporose, como dispnéia
intensa, anorexia, erigamento dos pélos e emagrecimento acentuado. Por fim, o obito decorreu
apos seis a sete dias pos-inocula¢do. na maioria dos inoculados. Entretanto, alguns animais nao
morreram, mas permaneceram com lesdes neurologicas. Foram observadas alteragdes
microscopicas significativas no figado, no pulmao, nos rins e no cérebro. Os animais-controles
se mostraram clinicamente inalterados durante todas as passagens. Portanto. os animais se
apresentaram altamente suscetiveis a cepa testada, podendo ser utilizados na manutengdo do
parasito in vivo.

Apoio: FEP- MVZ e CNPq. * Ver ANEXO Il - PRANCHA IIL

5) ALTERACOES CLINICAS E ANATOMOPATOLOGICAS EM “MONGOLIAN
GERBILS” (Meriones unguiculatus) INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE POR
Neospora caninum*

Desde 1984, a comunidade cientifica mundial vem se dedicando a Neospora caninum
(Protozoa: Apicomplexa), responsavel por perdas econdmicas em varias regides do mundo. Em
bovinos adultos, como conseqiiéncias da infecgdo, sdo relatados abortamentos, repetigdo de cio
e, em bezerros, teratogenia e problemas neurologicos.
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Com o objetivo de verificar as conseqiiéncias e a viabilidade da infecgdo por N. caninum em
“Mongolian Gerbils™ (Meryvones unguiculatus), taquizoitos do parasito (cepa lllinois, Milton
McAllister — University of Illinois, USA) mantidos em cultivo de células de rim de macaco
(VERO) foram inoculados. intraperitonialmente (IP), em trés animais, sendo um controle, que
foi inoculado pela mesma via, com solugdo salina estéril.

Apos trés a quatro dias, os animais inoculados com a cepa demonstraram sintomatologia clinica
da infecgdo, como emagrecimento intenso. anorexia, erigamento dos pélos do corpo, dispnéia
intensa, alteragdes de comportamento (aglutinagdo dos animais infectados em um canto do
recinto) e alteragdes neurologicas, como a falta de propriocepgdo, dismetria e paralisia flacida
dos membros posteriores. Um dos animais inoculados recuperou-se dos demais sintornas, mas
se manteve paraplégico e sobreviveu por mais 14 dias, quando foi sacrificado e teve suas lesdes
descritas. Os outros dois animais inoculados vieram a oObito apos seis e sete dias,
respectivamente. O animal-controle permaneceu inalterado. A necropsia, ndo foram encontradas
alteragdes significativas nos animais infectados e controles. Fragmentos de pulmio, figado,
cérebro, rins e coragao foram fixados em formalina neutra e tamponada a 10%. processados pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina e corados por hematoxilina-eosina (HE).

Microscopicamente. foram observados no figado focos de infiltrado inflamaténo mononuclear
periportal discreto e areas multifocais de necrose envoltas por infiltrado de linfocitos,
neutrofilos e macrofagos. No pulmao, observou-se pneumonia intersticial difusa caracterizada
por espessamento acentuado dos septos interalveolares, congestdo e edema, além de areas focais
de enfisema. O coragdo apresentou extensas dreas de hemorragia no miocardio, associadas a
dilatagdo vascular e a area de necrose envolta por infiltrado mononuclear focal. Evidenciou-se
congestdo discreta a moderada do parénquima renal, e alguns glomérulos continham infiltrado
linfocitico discreto. Além disso. notou-se congestdo discreta do parénquima cerebral ¢ da
leptomeninge.

Apoio: FEP - MVZ e CNPq. *Ver ANEXO I1 - PRANCHA IIL

6) INFECCAO DE CAES COM AMOSTRAS DE TECIDO NERVOSO DE VACAS
NATURALMENTE SOROPOSITIVAS PARA Neospora caninum*

Neospora caninum (Protozoa, Apicomplexa), importante agente abortivo para bovinos em
varias partes do mundo, apesar de estar sendo exaustivamente estudado, ainda ndo tem seu ciclo
completamente descrito. Formas como taquizoitos, cisto tecidual e bradizoitos, além dos
oocistos presentes em fezes de cies, ja foram descritas. Entretanto, estes altimos, encontrados
experimentalmente em 1998 e confirmados posteriormente em 1999 a partir da infec¢do de caes
com camundongos infectados artificialmente, vieram a confirmar o cdo como hospedeiro
definitivo do parasito. Entretanto, ainda nd3o foram descritos ensaios com animais infectados
com tecidos de animais naturalmente soropositivos, com o objetivo de confirmar se outros tipos
de infecgdo realmente podem ter expressdo epidemioldgica na cadeia de perpetuagdo de .
caninum.

Nesse contexto, tecido nervoso (cérebro e cerebelo) de duas vacas naturalmente soropositivas,
que apresentaram lesdes histologicas e com um solido historico de abortamentos, foi utilizado
para infecgdo oral de quatro cies soronegativos para N. caninum. Outros trés cdes. igualmente
soronegativos. foram mantidos como controles. As fezes desses animais foram acompanhadas
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por 25 dias pelo método de flutuagdo com agucar (Sheather). na tentativa de investigar a
liberagdo de oocistos ndo-esporulados do parasito.

Em nenhuma amostra de fezes dos animais, tanto infectados como controles, foram localizados
oocistos do parasito. Entretanto, algumas consideragdes merecem ser mencionadas. como a
importancia, ainda incerta, desse tipo de infec¢do, principalmente quanto ao acesso dos
predadores ao tecido nervoso infectado de bovinos: qual a estrutura do ciclo (taquizoitos ou
cistos teciduais) ¢ de maior importancia para essa transmissdo e se ela € possivel. Outros estudos
devem ser conduzidos no sentido de verificar a verdadeira importancia dessa via de transmissio
de N. caninum de bovinos para os cies.

Apoio: FEP - MVZ, Eukanuba e CNPq. * Ver ANEXO Il - PRANCHA V.

7 OCORRENCM DE SOROPOSITIVIDADE PARA Neospora caninum ASSOCIADA A
PATOGENOS VIRAIS ABORTIVOS EM VACAS LEITEIRAS NO ESTADO DE
MINAS GERALIS, BRASIL

Neospora caninum (Apicomplexa, Sarcocystidae) ¢ um parasito que tem sido relatado
mundialmente com variavel taxa de prevaléncia em rebanhos bovinos leiteiros e de corte. Sdo
atribuidos a esse coccidio prejuizos econémicos consideraveis a bovinocultura, expressos na
forma de abortamentos. nascimentos de bezerros com baixo peso. fetos mumificados,
teratogenia e queda na produtividade de leite.

O Estado de Minas Gerais possui o maior rebanho leiteiro do Brasil e cerca de 21 milhdes de
cabegas com, conseqiientemente. alto nimero de abortamentos. em que ndo se chega ao
diagnostico etiologico. Nos rebanhos mineiros, tem sido relatada a presenca de anticorpos para
agentes virais abortivos: entre eles. destacam-se herpes-virus bovino 1 (HVBI) e virus da
diarréia bovina a virus (VDBV). Anticorpos para N. caninum em bovinos leiteiros em Minas
Gerais foram relatados a partir de 1999.

Este trabalho objetivou relatar ¢ analisar as ocorréncias de soropositividades para N. caninum e
para HVB1 ¢ VDBV em 476 amostras de soro sangiiineo de vacas, coletadas entre novembro de
1996 ¢ maio de 1997, em 15 rebanhos leiteiros ndo-vacinados contra os dois virus, localizados
em 12 municipios de Minas.

No exame de anticorpos para N. caninum, foi utilizado um teste ELISA indireto comercial
(HerdCheck®, IDEXX Laboratories, Inc..USA). Anticorpos para HVBI e VDBV foram
pesquisados por soroneutralizagdo (O.LE., 1992), com amostras virais Colorado e NADL,
respectivamente.

Do total de amostras pesquisadas (476), 83 (17,44%) foram positivas para N. caninum. Para
HVBI1 e VDBV foram encontrados, respectivamente, 165 (34.66%) e 135 (28,36%) amostras
positivas. Ainda, entre as amostras testadas, 40 (8,41%) reagiram concomitantemente para os
trés agentes. 21 (4.41%) foram positivas simultaneamente para N. caninum e HVBI, 15 (3.15%)
para N. canminum ¢ VDBV e 110 (23,11%) para os dois agentes virais.

A ocorréncia dos trés agentes conjuntamente nas amostras estudadas foi maior do que a
ocorréncia entre o parasito com qualquer um dos dois agentes virais isolados.
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A ocorréncia simultinea dos VDBV e¢ HVBI ¢ relatada amplamente na literatura, com 0% 'L, *

primeiro causando imunodepressdo por destruigdo de linfocitos e a conseqiiente liberagdo do
HVBI latente dos ganglios nervosos, confirmando a maior importancia do HVB1 na expressdo
da sua sintomatologia. Se isso também acontece com N. camnum ainda € incerto. mas.
provavelmente, VDBV como agente imunodepressor deva auxiliar, quando ha infecgdo
conjunta, na expressio da sintomatologia da neosporose. A associagdo sinérgica dos patogenos
provavelmente altera a epidemiologia da infecgdo por N. caninum em vacas leiteiras. Alguns
exemplos classicos de que sinergismos desse tipo podem ocorrer sdo observados em pacientes
humanos, principalmente naqueles infectados pelo virus HIV, em que infecgdes concomitantes
por Toxoplasma gondii. Cryptosporidium parvum e Isospora belli sio exacerbadas pela
condig¢do imunossupressora desse retrovirus.

Apoio: CNPq e CAPES.

8) VARIACAO NA TAXA DE SOROPOSITIVIDADE PARA O Neospora caninum EM
VACAS LEITEIRAS, DE ACORDO COM O GRAU DE TECNIFICACAO DAS
FAZENDAS, NO ESTADO DE MINAS GERALIS, BRASIL

Neospora caninum (Apicomplexa: Sarcocystidae) ¢ um parasito coccidio. descrito como agente
patogénico para bovinos em 1989 e. desde entdo. vem sendo associado a prejuizos economicos
consideraveis em toda a cadeia produtiva do leite. Perdas da ordem de US$35 milhdes anuais
tém sido relatadas na Califérnia e na Nova Zelandia; as perdas econémicas anuais na industria
leiteira podem alcangar NZ$16 milhdes, com perdas econdmicas individuais por rebanho
variando de NZ$2.000 a NZ$4.000. Esses custos incluem os abortamentos. a proporgio de
vacas descartadas e a reposigdo do rebanho e a queda na produgdo leiteira, bem como na
produgdo de gordura no leite.

A descrigdo inicial de anticorpos para N. caninum em rebanhos bovinos do Brasil foi feita
inicialmente em 1996. No Estado de Minas Gerais, que possui 0 maior rebanho leiteiro do
Brasil e cerca de 21 milhdes de cabegas, anticorpos para o parasito foram relatados
recentemente, em 1999, Entretanto, os prejuizos causados pelo parasito nos rebanhos leitetros
de Minas ainda ndo foram contabilizados, bem como ainda niao foram relatados fatores que
possam contribuir para maximizar a expressdo patogénica desse agente nesses rebanhos.

Este trabalho objetivou relatar uma variagdo observada na taxa de soropositividade para N.
caninum em vacas, de acordo com o grau de tecnificagdo de fazendas leiteiras localizadas no
Estado de Minas Gerais, Brasil.

Foram analisadas 544 amostras de soro de vacas. pertencentes a 17 rebanhos leiteiros, que
foram classificados em dois grupos: 1) fazendas leiteiras do tipo A/B — 7 rebanhos (224 animais
estudados), em que os animais produziam leite de melhor qualidade microbiolégica, possuiam
controle veterinario permanente. rebanhos com alto grau de pureza racial e, geralmente. tinham
alto grau de renovagdo dos rebanhos (compra e venda), bem como os animais eram criados em
“freestall”; e 2) fazendas leiteiras do tipo C — 10 rebanhos (320 animais estudados), cujo leite
possuia qualidade microbiologica inferior a do primeiro grupo, principalmente em relagdo a
contagem de coliformes fecais e totais; o controle veterinario era esporadico: e os rebanhos
eram compostos geralmente por animais fipo comercials ou mestigos ¢ criados ndo-estabulados.
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Para detecgdo de anticorpos para N. caninum, foi utilizado um teste ELISA indireto comercial
(HerdCheck®, IDEXX Laboratories, Inc.. USA), com a leitura dos resultados realizada em um
aparelho Multiscan com filtro de 620 nm.

Das 224 amostras testadas pertencentes ao grupo das fazendas produtoras de leite tipo A/B, 65
foram positivas (29.01%) e. das 320 amostras testadas pertencentes ao grupo das fazendas
produtoras de leite tipo C, 37 (11,56%) reagiram positivamente para o parasito. Essa diferenga
provavelmente foi influenciada por fatores como o tipo de criagdo, o alto grau de transito
(compra e venda) observado nos rebanhos do primeiro grupo. principalmente pela importagdo
de animais de outros paises, ¢ o estresse provocado pela alta produtividade nos rebanhos
produtores de leite tipo A/B, que geralmente eram ordenhados trés vezes ao dia, entre outros.

Torna-se necessaria a execugdo de estudos que avaliem o ponto 6timo de produgdo para vacas
de leite, minimizando esses fatores e diminuindo, conseqiientemente, os efeitos patogénicos de
agentes como N. caninum nos rebanhos leiteiros de Minas Gerats.

Apoio: CNPq e CAPES.

9) PREVALENCIA DE ANTICORPOS PARA Neospora caninum EM VACAS
VACINADAS CONTRA AGENTES ABORTIVOS VIRAIS, EM TRES FAZENDAS NO
ESTADO DE MINAS GERAIS, BRASIL

Infecgdes em bovinos por Neospora caninum (Apicomplexa: Sarcocystidae) tém sido relatadas
em praticamente todo o mundo com uma taxa de prevaléncia variavel. A esse coccidio sdo
atribuidos prejuizos consideraveis ao sistema de produgdo de leite em varos paises,
principalmente no que se refere aos abortamentos e a queda na produgdo leiteira. Entretanto,
outros agentes infecciosos também contribuem para esse quadro ¢, geralmente, também sdo mal
diagnosticados. Este trabalho objetivou relatar a prevaléncia de anticorpos para N. caninum em
vacas leiteiras vacinadas contra os virus da diarréia bovina a virus (VDBV) e herpes-virus
bovino 1 (HVB1). em trés fazendas localizadas em trés municipios do Estado de Minas Gerais,
Brasil, no més de margo de 1997.

O namero minimo de amostras (n=96) foi determinado utilizando prevaléncia critica (50%),
intervalo de confianga de 95% e margem de erro de 10% (Thrusfield. 1986). Pelo método de
amostragem aleatoria simples, foram coletadas e analisadas 100 amostras de soro sangiiineo de
vacas vacinadas contra HVB1 e VDBV. A pesquisa de anticorpos para N. caninum foi realizada
com um teste ELISA indireto comercial (HerdCheck®. IDEXX Laboratonies, Inc.,USA), e a
leitura foi feita em um aparelho Multiscan com filtro de 620 nm. Para atestar a real situagao de
soropositividade para os HVB1 ¢ VDBV dos rebanhos amostrados, as amostras de soro foram
tituladas para esses dois agentes. pelo teste de soroneutralizagdo, utilizando-se as cepas virais
Colorado e NADL. respectivamente para HVB1 e VDBV (O.LE.. 1992).

Do total de amostras testadas, 48 (48%) foram positivas para N. caninum (intervalo de confianga
para a prevaléncia no més de margo de 1997 vanando de 45.6 a 50.4%). Quanto a titulagdo das
amostras para 0s agentes virais, observou-se uma taxa de soropositividade de 85% (titulos
variando de 1:4 a > 1:512) e 76% (titulos variando entre 1:5 e > 1:640), respectivamente para
HVB1 e VDBV.




Nos rebanhos estudados. havia sérios problemas de abortamentos ¢ N. caninum que até entdo
ndo tinham sido levados em consideragdo como agente etiologico dessas perdas reprodutivas,
mas mostrou-se, pelo menos sorologicamente, presenga muito forte. Entretanto. uma
confirmagdo etiologica definitiva ndo foi realizada. sendo esse apenas um diagnostico
presuntivo. Em razdo disso, torna-se clara a necessidade de acurar-se os meios de diagnostico
diferencial para os agentes abortivos de bovinos, evitando-se a implantagio de medidas
profilaticas e até mesmo curativas, que representem elevados custos para os pecuaristas, que
nem sempre sdo as mais corretas e indicadas.

Outra situagdo que merece ser comentada é aquela em que alguns produtos biologicos sdo
postos em divida quanto a sua eficacia e, na realidade. muitas vezes sdo mal prescritos ou mal
administrados. Essa situagdo também foi observada nos rebanhos amostrados. quando. mesmo
vacinados contra VDBV e HVBI, agentes sabidamente abortivos. os episodios de abortamentos
continuaram a OCoITer.

Apoio: CNPq e CAPES.

10) MANUTENCAO E ESTUDO DE CEPAS DE Neospora caninum EM CULTIVO
CELULAR*

Neospora caninum ( Apicomplexa. Sarcocystidae) ¢ um parasito coccidio que tem o cdo como
hospedeiro definitivo (McAllister et al., 1998), causando nele principalmente distirbios
neurologicos. Em bovinos, que servem como hospedeiros intermediarios (Thilsted & Dubey,
1989), causa uma série de prejuizos econdmicos. expressos principalmente como abortamento e
queda na produgdo de leite (Anderson et al., 1991).

O parasito foi isolado inicialmente em 1988 (Dubey et al.. 1988), e desde entdo novas cepas
vém sendo encontradas e estudadas. Em colaboragdo com a Universidade de [llinois (Dr. Milton
McAllister) foram adquiridas as cepas “Beef” ¢ “Illinois™ de N. caninum. ambas isoladas de
bovinos e destinadas ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da UFMG. As amostras, ao chegarem ao DMVP em garrafas plasticas de 25 cm’,
tiveram o seu meio de cultura trocado para Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino, sendo mantidas em cultivo celular (células VERO). Apos 48 horas,
ambas ja demonstrando uma média de 30% de efeito citopatico. foram repicadas para outras
duas garrafas (25 cm’). As cepas foram mantidas por mais 15 passagens in vitro e congeladas
em nitrogénio liquido com 5% de dimetilsulfoxido (DMSO). Apos 24 horas do congelamento, a
viabilidade dos taquizoitos de ambas as cepas do parasito foi testada em novas monocamadas de
células VERO, indicando um efeito citopatico apos 12 dias do descongelamento das amostras.
Conclui-se que a metodologia descrita foi valida para a manuten¢do e congelamento dos
taquizoitos do parasito.

* Ver ANEXO Il - PRANCHA V.
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'ANEXO II - PRANCHAS




PRANCHA I
Diagnostico de infecgdo por Neospora caninum

Figura 1- Placas e reagentes que compdem o “kit” ELISA (IDEXX Laboratories, USA).

Figura 2 - Leitora automatica de placas Labsystems Multiskan MS (Finland).

Figura 3 - Bezerra com baixo peso e apresentando fraco desenvolvimento (seta) em comparagdo
com outra da mesma idade, em um rebanho soropositivo para N. caninum, no
Municipio de Lavras, MG.

Figura 4 - Feto abortado aos oito meses de idade, no qual foi detectado infec¢do por N. caninum,
pelo encontro de anticorpos para o parasito no fluido peritonial, pelo teste ELISA

(foto: cortesia do Prof. Romulo Cerqueira Leite).

Figura 5 - A artrogripose tem sido relatada como conseqiiéncia de infecgdo por N. caninum. Na
foto, artrogripose em um bezerro Brahmam.
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PRANCHA 11
Aspectos do trabalho realizado com os canideos descritos no ARTIGO 1V.

Figura 6 - Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) (Illiger, 1811) (foto: gentileza da Fundagdo
Zdo-Botanica de Belo Horizonte).

Figura 7 - Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), (Linnaeus, 1758) (foto: gentileza de Mauricio
Lemos Rodrigues).

Figura 8 - Lamina para imunofluorescéncia usada na detecg¢do de infec¢do por N. caninum nos
canideos estudados (VMRD).

Figura 9 - Laminas prontas para leitura (VMRD).
Figura 10 - Reagentes utilizados para imunofluorescéncia (VMRD).

Figuras 11, 12 e 13 - Aspectos da coleta de sangue nos cachorros-do-mato estudados.
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PRANCHA III

Infecgdo experimental com a cepa de N. caninum 1llinois e alteragoes clinicas observadas em
gerbils (ANEXO I)

Figura 14 - Gerbils em condigdes normais. Observar o aspecto de curiosidade e a postura dos
animais.

Figura 15 - Inoculagdo intraperitonial de um gerbil com uma suspensdo de taquizoitos da cepa
Illinois em meio de cultura (Meio Essencial Minimo — MEM).

Figura 16 - Gerbils apos seis dias de inoculagdo e um controle (seta). Observar o
comportamento dos animais inoculados. amontoados no canto da caixa. O controle

se manteve sem alteragdes clinicas.

Figura 17 - Outro aspecto dos animais inoculados da Figura 16. Observar o erigamento dos
pélos dos animais inoculados (setas).

Figura 18 - Gerbil paraplégico apos 14 dias de inoculagdo da cepa de N. caninum 1llinois. O
animal permaneceu vivo por 32 dias, quando foi sacrificado. Observar a auséncia de
propriocepgdo do membro posterior direito.

Figura 19 - Mesmo animal da Figura 18, com flacidez da cauda. arrepiamento e emagrecimento.

Figura 20 - Comparagdo entre o gerbil inoculado da Figura 18 (seta) ¢ um irmdo de ninhada
ndo-inoculado. Observar o emagrecimento e a diferen¢a de tamanho dos animais.

Figura 21- Gerbil sacrificado, momentos antes de ser necropsiado.
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PRANCHA IV

Tentativa de 1solamento de oocistos de N. caninum de caes inoculados com tecido nervoso de
vacas naturalmente soropositivas para o parasito (ANEXO I)

Figuras 22 e 23 - Cadela e ninhada utilizadas no estudo. Os filhotes nasceram no infectorio, e
todos foram soronegativos para o parasito antes da inoculagdo com o tecido
nervoso das vacas.

Figura 24 - Cabega de uma das vacas soropositivas no teste ELISA.

Figuras 25 e 26 - Coleta do cérebro e cerebelo das vacas.

Figura 27 - As amostras dos tecidos nervosos foram cortadas em pedagos para inoculagdo oral
dos cdes.

Figuras 28 e 29 - Inoculagdo oral dos cdes com o tecido nervoso das vacas soropositivas.
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PRANCHA V
Cultivo i vitro das cepas Beef e lllinois em células VERO (ANEXO 1)
Figura 30 - Garrafas A25 originalmente recebidas com as cepas de N. caninum Beef e Illinois
em 3 de setembro de 2000, como cortesia do Dr. Milton M. McAllister (University

of Illinois, Urbana, Illinois, USA).

Figura 31- Monocamada integra de células VERO (ATCC CCL-81) preparada para a sétima
passagem dos taquizoitos de N. caninum.

Figura 32 - Efeito citopatico causado pela cepa Beef, apos seis dias de inoculagdo em celulas
VERO.

Figura 33 - Efeito citopatico causado pela cepa lllinois, apos cinco dias de inoculagdo em
células VERO.
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ANEXO Il

Questionario aplicado aos responsaveis pelos rebanhos estudados nos capitulos L. 11 e I

1. DADOS DA PROPRIEDADE E DO PROPRIETARIO

Propriedade

Proprietario

Enderego

Telefone/FAX

Municipio

Data de realizagdo do inquerito
Tipo de exploragao pecuaria
Numero de Ha pasto

Numero de Ha total

Tipo de pastagem predominante

2. EFETIVO BOVINO

Nascidos na
propriedade  Adquiridos

Numero de bovinos machos de 0 a 6 meses
Numero de bovinos fémeas de 0 a 6 meses
Numero de bovinos machos de 7 meses a 1,5 ano
Numero de bovinos fémeas de 7 meses a 1,5 ano
Numero de bovinos machos de 1,5 a 2,5 anos
Nuamero de bovinos fémeas de 1,5 a 2,5 anos
Numero de bovinos machos maiores de 2,5 anos
Numero de bovinos fémeas maiores de 2.5 anos
Numero de vacas
Numero de touros
Numero de bois de servigo
Numero de vacas em ordenha
Total
Tipo de sangue predominante zebu europeu

3. INFORMACOES SANITARIAS, MANEJO E INSTALACOES

Total

mestigo

Tem notado diarréia nos animais adultos? SIM( ) NAO( )

Qual a freqiiéncia?

Tem havido queda brusca na produgao leiteira? SIM () NAO( )

Se afirmativo, em qual faixa de produgio a queda € mais
frequentemente observada?

Tem havido surtos de doengas no rebanho? SIM( ) NAO ()

Quantas ordenhas diarias sdo realizadas?

Bezerras e novilhas sdo criadas afastadas do rebanho leiteiro? SIM( ) NAO( )

Quais vacinas sdo utilizadas no rebanho?

Como é realizada a ordenha? () Manual, com bezerro ao pe.
( ) Manual, sem bezerro ao pé.

{ ) Mecinica.
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) Vulvovaginite.

) Balanopostite.

) Problemas respiratorios.
) Problemas oculares.

) descarga oculo-nasal.

) Lesdes orais. Como sdo?

Algum destes sintomas ja foi observado?:

) Diarréia.
) Lesdes de casco.
Instalagoes: Bezerras:

Novilhas:

Adultos:
Alimentagao: Bezerras:

Novilhas:

Adultos:

Numero de animais/ Ha: .
Ja houve diagnostico de alguma doenga a virus? ( )SIM ( )NAO
Se afirmativo, qual (is) .
Ja foi feito algum teste sorologico no rebanho? ( )SIM ( )NAO
Qual (is)?
Porque?
Qual o transito de animais? De onde vém e para onde vao?

Quais as vias de acesso utilizadas?

Qual o sistema de criacao?

Quais outras espécies que mantém na propriedade?
Importa animais? Se afirmativo, de onde?

4. AVALIACAO REPRODUTIVA E INDICES DE REPRODUCAOQO

Existem falhas reprodutivas’ SIM( ) NAO( )
Qual o intervalo medio de partos?

Qual a idade media da vaca a primeira cria?

Qual a idade de descarte das vacas?

Utiliza inseminagao artificial? SIM( ) NAO( )
Utiliza tranferéncia de embrides? SIM( ) NAO( )
Quantas doses de sémen por prenhés?

Ha repeti¢do de cio? SIM( ) NAO( )
Tem encontrado aborto? SIM( ) NAO( )

Se afirmativo, qual a faixa etaria do animal abortado?

Ha nascimento de bezerros cegos,incoordenados ou

portadores de outras alteragdes congénitas?

Ha bezerros natimortos?

Como é feita a observagdo do cio/

Qual a procedéncia do sémen utilizado?

Qual a procedéncia dos touros?

Sdo vacinados? Contra o qué?

Taxa de fertilidade
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ANEXO IV

Figura 34 - Municipios em Minas Gerais onde estavam localizados os rebanhos
bovinos analisados nos Capitulos I1. 11T e IV (por mesorregido).

IESTADC DE MINAS GERAIS
; MESORREGIQOES GEQOGRAFICAS
| 1986

Alto Paranaiba: 1. Patos de Minas e 2, Carmo do Paranaiba.
Zona da Mata: 3. Barbacena.
Central Mineira: 4. Pompeu e 5. Cordisburgo.

Campos das Vertentes: 6. Perdoes e 7. Lavras.

Metropolitana de Belo Horizonte: 8. Itabirito. 9. Ouro Preto. 10. Pedro Leopoldo. 11. Caeté,
12. Onga do Pitangui. 13. lgarapé e 14. Betim.
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