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1. Introducéo

O protozoario Neospora sp ¢ um parasita intracelular obrigatorio do grupo dos
Apicomplexa, observado pela primeira vez por Bjerkas et al. (1984) na Noruega em
tecidos de filhotes de caes com uma encefalopatia mortal. Duas espécies sdao descritas
no género Neospora: Neospora caninum (DUBEY, 1988a) e Neospora hughesi
(MARSH et al., 1998). Antes de 1988 era confundido com Toxoplasma gondii por
apresentar semelhancas biologicas e estruturais, entretanto estes dois parasitas sdo
antigénicamente diferentes (DUBEY et al., 1988b).

Neosporose clinica tem sido descrita em pequenos ruminantes domésticos e
selvagens (ovelha, cabra, veado) e eqiiinos e anticorpos para Neospora caninum tem
sido encontrado em soro de bufalos, raposas, coiotes, camelos e felinos (DUBEY,
2003).

Caes (LINDSAY et al., 1999a) e coiotes (GONDIM et al., 2004) sao
considerados hospedeiros definitivos, pois nesses animais ocorre a fase reprodutiva do
Neospora caninum, resultando na eliminagao de oocistos nas fezes.

Neospora caninum ¢ considerado um dos mais importantes agentes causadores
de abortamento em bovinos em muitos paises e, além disso, pode causar nascimentos
imaturos e mortalidade neonatal, causando vérios prejuizos tanto na producdo leiteira
como na de carne (DUBEY, 2003).

O primeiro relato de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos no Brasil,
foi feito no Estado de Mato Grosso do Sul (BRAUTIGHAM et al.,, 1996).
Posteriormente, varios relatos de ocorréncia de anticorpos desse parasita foram feitos
em bovinos e em outras espécies animais (GONDIM ; SATOR, 1997; MELO; LEITE,
1999; STOBBE ; CORTEZ, 1999;GONDIM et al., 1999a).

A presenca de anticorpos anti-Neospora caninum tem sido relatada em varios
estados, indicando que a neosporose possui ampla distribui¢do geografica, independente
das diferencas ecofisiograficas. No Estado de Mato Grosso do Sul, em exames
sorologicos com amostras de sangue de bovinos, Andreotti et al. (1999), encontraram a
ocorréncia de 7,7% (7/91). Considerando-se que o Estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil, possui um dos maiores rebanhos bovinos do Brasil, com 24,9 milhdes de cabecas

(IAGRO/MS, 2003) e devido a inexisténcia de informagdes dos fatores de risco



associados a neosporose no estado, ¢ objetivo do presente estudo estimar, pela reagdo de
imunofluorescéncia indireta, a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em
bovinos nos 22 municipios que compdem a regido denominada Estrato 1 do Estado de
Mato Grosso do Sul e realizar uma avaliacdo inicial dos provaveis fatores de risco

associados a essa infec¢ao.

1.1 Classificacao e etiologia

Neospora caninum ¢é um protozoario parasita do filo Apicomplexa, classe
Sporozoea, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinaec (DUBEY; LINDSAY,
1996). Duas espécies sao descritas no género Neospora: Neospora caninum (DUBEY et
al., 1988a) e Neospora hughesi (MARSH et al., 1998). Neospora caninum ¢
morfologicamente similar a outros protozoarios do grupo dos Apicomplexa que
provocam doengas sistémicas em muitos animais como: Toxoplasma gondii,
Hammondia heydorni, Isospora spp, Sarcocystis neurona e Sarcocystis canis (DUBEY
et al., 2002).

Bjerkas et al. (1984), encontraram cistos semelhantes ao Toxoplasma gondii em
cérebros de filhotes de cdes com miosite e encefalite. Porém, esses animais nio
apresentavam anticorpos anti — Toxoplasma gondii na pesquisa sorologica. Foi sugerido
que um parasita imunologicamente distinto de Toxoplasma gondii teria causado a morte
dos cades. Posteriormente, Dubey et al. (1988a), revisaram os casos clinicos e os cortes
histologicos de cdes com diagndstico ou suspeita de toxoplasmose, utilizando
microscopia eletronica e técnicas imunohistoquimicas. Em 13 caes, foi identificado
Toxoplasma gondii, e em 10 cdes foi encontrado um novo parasita, identificado com o
género Neospora e a espécie caninum.

Até 1988, Neospora caninum era confundido com Toxoplasma gondii, por
apresentar semelhangas bioldgicas e estruturais, entretanto estes dois parasitas sao
antigénicamente diferentes (DUBEY et al., 1988b). Neste trabalho, o protozoario foi
isolado em cultivo celular, camundongos e em cdes inoculados com tecidos infectados.
As principais lesdes observadas nos cdes foram meningoencefalomielite, miosite,
poliradiculoneurite e encefalomielite.

Este isolamento de Neospora caninum possibilitou desenvolver exames para
detectar a neosporose, o sorologico — imunofluorescéncia indireta (DUBEY et al.,

1988b), e um método para identificar o protozodario nos tecidos com a producao de soro



especifico anti — Neospora caninum — exame imunohistoquimico (LINDSAY ;
DUBEY, 1989).

O primeiro relato de neosporose em bovinos foi feito por Thilsted e Dubey
(1989), por meio do teste imunohistoquimico, a partir de cistos encontrados em cérebros
de fetos bovinos, em um rebanho com disturbios reprodutivos de abortamentos
repetitivos.

Desde a identificagdo do protozoario nos fetos bovinos, varios estudos
relacionaram o parasita com casos de aborto (ANDERSON et al., 1991; BARR et al.,
1991). A partir destes dados o diagnostico para neosporose foi feito em rebanhos
bovinos (NIETFELD et al., 1992; DUBEY; THURMOND et al., 1997; GONDIM et al.,
1999a; HEMPHILL et al., 2000).

1.2 Biologia de Neospora caninum

No ciclo biologico do Neospora caninum existem 03 estagios: os taquizoitas, os
cistos com os bradizoitas (cistos teciduais) € os oocistos.

Os taquizoitas podem ter formas ovoéide, lunar ou globular e medem de 3 - 7 x 1-
a 5 um, dependendo do estadio de divisdo; taquizoitas que ndo estdo em divisdo medem
7x2 um. Eles podem estar presentes em muitos tipos de células e cada uma dessas
células pode ter muitos taquizoitas. A penetracdo na célula hospedeira ocorre por meio
de invasdo ativa, podendo comecar apos cinco minutos de contato com a célula. Os
taquizoitas normalmente localizam-se no citoplasma da célula, formando um vacuolo
parasitario, podendo haver mais que um vacuolo por célula (DUBEY et al., 2002).

Os cistos teciduais sdo freqiientemente ovais, com diametro de até¢ 107 um e
foram observados em tecidos neurais, como cérebro, medula espinhal, nervos e retina
(DUBEY et al., 1988b). Também ja foi descrita a ocorréncia de um cisto tecidual na
musculatura ocular de um potro (LINDSAY et al., 1996). A maioria dos cistos teciduais
apresenta parede variando de 1 a 2 um de espessura, podendo medir até 4 um, o que
provavelmente esta relacionado com o tempo de infec¢do. No interior desses cistos sdo
encontrados os bradizoitas, que s3o delgados, medindo 6-8 x 1-1,8 um e apresentam as
mesmas organelas encontradas nos taquizoitas, exceto pela quantidade de roptrias
(organelas que atuam provavelmente facilitando a penetracdo do parasita na célula

hospedeira) que ¢ menor nos bradizoitas (BJERKAS; DUBEY, 1991).



Oocistos ndo esporulados, quando eliminados nas fezes dos hospedeiros
definitivos ndo sdo infectivos, medem de 10 a 11 um de didmetro e sdo esféricos ou
subesféricos, contendo um esporonte central. Apos trés dias, esses oocistos esporulam e
tornam-se infectivos no ambiente (MCALLISTER et al., 1998). Passam a apresentar
dois esporocistos, que medem 8,4 x 6,1 um, e cada esporocisto contém quatro

esporozoitas, medindo 7-8 x 2-3 um (LINDSAY et al., 1999b).

1.3 Ciclo bioldgico

Neospora caninum possui varios hospedeiros intermediarios tanto animais
domésticos quanto silvestres, e ja foram relatados o cdo, bovino, ovelha, cabra, eqiiinos,
bufalos dentre outros e em animais silvestres tem sido detectado em veado, antilope,
dentre outros (DUBEY, 2003). Além desses, o rato doméstico (Rattus norvegicus)
(HUANG et al., 2004), raposa (Vulpes vulpes) (ALMERIA et al, 2002) e guaxinim
(Procyon lotor) (LEMBERGER et al., 2005) também sdo considerados hospedeiros
intermediarios. Algumas infec¢des experimentais ja foram induzidas em camundongos,
ratos, caes, raposas, caprinos, gatos, ovinos, coiotes, suinos, gerbils, coelhos e bovinos
(MCALLISTER et al., 2002).

O hospedeiro definitivo de Neospora caninum foi descoberto por McAllister et al.
(1998) que identificaram oocistos nas fezes dos cdes domésticos alimentados com
cérebros de ratos contaminados com Neospora caninum. Os oocistos ndo esporulados
sdo eliminados juntamente com as fezes para o meio ambiente que esporulam apos o
periodo de 24 hs (LINDSAY et al., 1999a). Dessa forma foi provado que o cao além de
hospedeiro intermedidrio ¢ também considerado o hospedeiro definitivo nesse ciclo
biologico, porém recentemente, estudos realizados com coiotes (Canis latrans)
demonstraram a presenca de oocistos de Neospora caninum nas fezes desta espécie,
caracterizando-a também como hospedeiro definitivo deste protozoario (GONDIM et
al., 2004).

Em relacdo ao hospedeiro intermedidrio, esses se infectam por meio da via
transplacentaria ou por transmissdo horizontal através da ingestdo de alimentos ou dgua
contaminada com oocisto de Neospora caninum ou pela ingestdo de cistos teciduais
(DUBEY, 2003).

Os taquizoitas e os cistos teciduais com bradizoitas sdo as formas assexuadas da

infecg¢do que se encontram no hospedeiro intermediario. Os taquizoitas sdo responsaveis



pela fase aguda, multiplica-se por endogenia em varios tipos de células, incluindo
macrofagos, neutrédfilos, células do sistema nervoso, hepatocitos, fibroblastos, células
do endotélio vascular, midcitos, células do epitélio dos tubulos renais (DUBEY et al.,
1988b; SPEER; DUBEY, 2003; DUBEY et al., 2002).

Na fase cronica, os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas formando os cistos
teciduais, localizando-se principalmente no tecido nervoso (DUBEY et al., 1988b). Os
cistos teciduais sdo resistentes a solugdo de pepsina acida do estdbmago e sobrevivem a
4°C por 14 dias, mas tornam-se ndo infectantes a -20°C em apenas um dia (LINDSAY

etal., 1992).

1.4 Epidemiologia

Os estudos de prevaléncia de anticorpos anti — Neospora caninum, indicam que a
neosporose apresenta uma ampla distribuicdo mundial, incluindo Australia, Nova
Zelandia, Europa, Coréia, Japao, Tailandia e as Américas. Os cdes e bovinos sdo as
principais espécies expostas ao parasita, afetando tanto bovino de leite quanto de corte
(ANDERSON et al., 2000).

As infecgbes clinicas e subclinicas de Neospora caninum em cdes sio
importantes epidemiologicamente, porque o cdo doméstico (Canis familiaris) é o
principal hospedeiro definitivo de Neospora caninum, podendo eliminar oocistos no
meio ambiente, tornando-se um fator de risco para a ocorréncia de abortos associados a
Neospora caninum em bovinos (PARE et al., 1998). Estudos no Canada, Japdo e
Holanda tém relatado uma relagdo positiva entre a neosporose canina € bovina
(WOUDA et al., 1999). No Brasil, De Souza et al. (2002), encontraram anticorpos anti-
Neospora caninum em 29 (21,6%) de 134 caes em fazendas de bovinos leiteiros no
Estado do Parana, Meira Santos et al. (1999), encontraram um resultado de 18% no
Estado da Bahia e Belo et al. (1999), detectaram um indice de 35% em caes de rua e
Gennari et al. (2002), encontraram um resultado de 10% em caes com domicilio e 25%
em cdes de rua, no Estado de Sdo Paulo. Canon-Franco et al. (2003), encontraram
anticorpos anti- Neospora caninum em 13 (8,3%) de 136 caes acima de seis meses de
idade no Estado de Rondodnia e Oliveira et al. (2004), encontraram uma ocorréncia de
26,53% em 245 amostras de caes analisadas na regido urbana de Campo Grande, MS.

A maioria dos dados a respeito da prevaléncia da infeccdo por Neospora

caninum no rebanho bovino sdo principalmente de estudos soroldgicos. Os valores de



soroprevaléncias obtidos sdo muitos variados e muitas vezes de dificil comparagao.
Essa diferenga de resultados se deve a variagdes de técnica diagndstica, pais, regido,
ponto de corte, tipo de exploracdo, tamanho da amostra, estado reprodutivo do rebanho
analisado, dentre outras. Dubey (2003), revisando a soroprevaléncia através do teste de
ELISA em animais de diferentes regioes relata diferencas uns dos outros: rebanho com
historico de aborto (22,1%) em 1196 vacas de 28 propriedades, rebanhos sem historico
de aborto (9,2%) em 1224 de 31 propriedades, (10,5%) em 3162 vacas de 28
propriedades com indice baixo de aborto e (11,2%) em 1704 vacas provenientes de
matadouro.

Desde os primeiros relatos correlacionando infec¢do por Neospora caninum com
aborto em rebanhos bovinos (THILSTED; DUBEY, 1989; BARR et al., 1990), varias
investigagdes tém dado muita importancia a 4area reprodutiva. A neosporose €
considerada uma das causas principais de aborto em varios paises, € pode ocorrer em
qualquer fase da gestagdo, entretanto a prevaléncia ¢ maior entre os dois ter¢os iniciais
da gestacao ( DUBEY; LINDSAY, 1996). Observa-se claramente a associagdo da
soropositividade sem Neospora e a presenca de abortos em rebanhos do que aqueles que
nio se conhecem a causa do aborto. (PARE et al., 1997; DAVIDSON et al.,1999;
JENSEN et al., 1999; SAGER et al., 2001).

O primeiro relato de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos foi feito no
estado de Mato Grosso do Sul (BRAUTIGAM et al., 1996). Posteriormente, varios
relatos de ocorréncia tém sido feitos; entre esses estdo: 7,7% no Mato Grosso do Sul
(ANDREOTTI et al., 1999), 14,09% na Bahia (GONDIM et al., 1999), 11,2% no Rio
Grande do Sul (CORBELLINI et al., 2002), 14,3% no Parana (GUIMARAES et al.,
2004), 12,61% em Minas Gerais (MELO et al., 2004) e 30,4% em Goias (MELO et al.,
2006). Além da presenga de anticorpos, o parasito foi encontrado em fetos bovinos em
Sao Paulo (GONDIM 1999b), no Rio Grande do Sul (CORBERLLINI et al., 2002) e no
Parana (LOCATELLI-DITTRICH, 2002). Em outro trabalho, Locatelli-Ditrich et al.,
(2003) relatam o isolamento de cepas de Neospora caninum de um bezerro com
cegueira congénita e na Bahia (GONDIM et al., 2001), isolaram cepas do cérebro de um

cao.



1.5 Transmissdo de Neospora caninum

Os dois modos de transmissdo, vertical e horizontal, sdo os enfoques de varias
pesquisas sobre neosporose, demonstrando que a epidemiologia e o controle da doenga
nos bovinos sdo importantes arecas de pesquisa. (DUBEY, 1999; MCALLISTER;
LATHAN, 2002).

A transmissdo vertical transplacentdria ¢ umas das principais vias de
disseminagdo da neosporose no rebanho bovino, pois esta relacionada diretamente com
a propagac¢io e a manuten¢io da doenca em um rebanho (BJORKMAN et al., 1996). A
auséncia de variagdes nas taxas de prevaléncias entre animais de idades diferentes em
um rebanho ¢ a detecgdo de anticorpos pré colostrais contra Neospora caninum em
bezerros nascidos de vacas soropositivas, indicam a presenca da infec¢do congénita e a
pouca importancia da infeccdo pos-natal (DAVISON et al., 1999; HIETELA;
THURMOND, 1999). Uma vez adquirida a infec¢do, os animais permanecem
infectados por toda a vida e podem transmitir a infeccdo aos seus descendentes em
diversas gestagdes, consecutivos ou ndo, com porcentagem que varia de 50% a 95%
(PARE et al., 1996; WOUDA et al., 1998).

Na infec¢do experimental com taquizoitas de Neospora caninum por via
parenteral, em bovinos de corte e leite, o feto torna-se infectado e desenvolve a doenca
quatro semanas apds a inoculagdo do parasita (BUXTON et al., 2002). E pouco
provavel que ocorra por meio da transferéncia de embrides, assim sendo, esta pratica ja
¢ recomendada como um método de controle para prevenir a transmissdo vertical. Um
estudo com transferéncia de embrides demonstrou que a infeccdo por Neospora
caninum ndo ocorreu em nenhum dos bezerros nascidos de vacas soronegativas, que
receberam embrides provenientes de doadoras soropositivas. Enquanto bezerros
provenientes de doadoras soronegativas e transplantados para receptoras soropositivas
foram infectados com Neospora caninum (BAILLARGEON et al., 2001).

LANDMANN et al. (2002) confirmaram esses achados e demonstraram que nao
houve transmissdo da infeccdo de Neospora caninum com a transferéncia de embrides
de vacas soropositivas para vacas receptoras soronegativas.

Nao ha transmissdo de animal para animal (ANDERSON et al.,, 1997). No
entanto, sabe-se que a infeccdo pela via horizontal, pode se estabelecer em bovinos, por
meio da ingestdo de oocistos esporulados eliminados pelo cio (DE MAREZ et al.,

1999) apds a ingestdo de tecidos de bovinos contaminados (fetos abortados, placentas e
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restos de animais mortos), colostro e leite de bovinos contaminados com taquizoitas de
Neospora caninum (DIJKSTRA et al., 2002; UGLLA et al., 1998). Entretanto, isso ndo
tem ocorrido no caso de cdes contaminados que se alimentam de fetos naturalmente
infectados (BERGERON et al, 2001) ou colostro contaminado com taquizoitas de
cultivo celular (DIJKSTRA et al., 2001).

Nos rebanhos infectados por Neospora caninum podem ocorrer abortos na forma
esporadica, endémica ou epidémica (DAVISON et al.,, 1999). O aborto na forma
esporadica € pouco relatado, ocorre em rebanhos onde a taxa de aborto ¢ baixa e os
abortos acontecem em intervalos irregulares. Ha varias pesquisas em relagdo a abortos
de forma epidémica, com taxa elevada de aborto e durante um curto intervalo de tempo
(MCALLISTER et al., 1996, 2000, WOUDA et al., 1999; JENKINS et al., 2000;
MOEN et al., 1998). O aborto epidémico esta associado com a presenca recente da
infec¢do e a transmissdo pos-natal da doenca, indicando a falta de associacdo entre a
soropositividade da mae e filhas (THURMOND et al., 1997). O aparecimento de
abortos esta relacionado com alguns fatores imunodepressores que causem o
reaparecimento da enfermidade em um numero alto de animais cronicamente infectados
(WOUDA et al., 1999).

Nos rebanhos que apresentam abortos endémicos, 0os animais apresentam taxas
anuais de abortos elevadas durante um longo periodo (ANDERSON et al., 2000). Isso
ocorre principalmente onde ha transmissdo vertical do parasita e a uma correlagdo
evidente entre soropositividade das maes e filhas com uma distribuicdo de animais com

diferentes idades (SCHARES et al., 2002).

1.6 Patogenia da neosporose

A patogenia da neosporose bovina ¢ muito complexa e depende diretamente de
varios fatores do hospedeiro e do parasita, sendo os taquizoitas responsaveis pela fase
aguda da infeccao.

A patogenia da neosporose depende do equilibrio entre a capacidade do
taquizoita penetrar e se multiplicar nas células e a capacidade do hospedeiro de impedir
essa proliferacdo (BUXTON et al., 2002). A invasao da célula hospedeira compreende
dois eventos distintos, adesdo a superficie da célula hospedeira e o processo de entrada
na célula. O evento inicial no processo de adesdo ¢ mediado por um contato de baixa

afinidade, que subseqiientemente conduz a secrecdo de micronemas, como
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conseqliéncia, segue-se uma ligagdo mais especifica com a superficie da célula
hospedeira, ocorrendo assim a entrada na célula. Para que esse evento ocorra, ¢
necessario que haja a presenga de receptores adequados na superficie da célula
hospedeira, que fornecam o sinal para a entrada do parasita no citoplasma dessa célula
(HEMPHIL ; GOTTSTEIN, 1996).

Os taquizoitas de Neospora caninum interagem com a célula hospedeira por
meio de mecanismos altamente conservados em todo o filo Apicomplexa. Mas em
contraste com outros géneros desse filo, que exibem consideravel especificidade pela
célula hospedeira, tanto Neospora caninum quanto Toxoplasma gondii podem invadir e
se proliferar em diferentes tipos de células de mamiferos, sugerindo assim, que eles
possam reconhecer um ou varios receptores na superficie da célula hospedeira, para a
adesdo inicial e subseqiiente invasio (NAGULESWARAN et al., 2002).

O parasita ao invadir as células uterinas, multiplica-se causando uma destruicao
local nos tecidos do feto e da mae e estes tecidos iniciam uma resposta inflamatdria. A
partir dai, as lesdes se estendem para a regido corio-alantdide entre os cotilédones. Ao
mesmo tempo em que essas lesdes ocorrem, o parasita também entra na corrente
sangiiinea e invade outros tecidos, com uma predilecdo pelo sistema nervoso central,
onde se localiza preferencialmente ao redor dos vasos sangiliineos. A destruicdo de
células fetais, associada a inflamacao linféide, também pode ocorrer em outros tecidos,
como coragdo, musculo esquelético, pulmao e figado (BARR et al., 1994).

Neospora caninum ¢ capaz de produzir lesdes necroticas visiveis em poucos
dias, causando morte celular pela ativa multiplicacdo dos taquizoitas, podendo produzir
doengas neuromusculares graves em caes, bovinos e provavelmente em outras espécies,
destruindo um grande ntimero de células neurais, incluindo nervos craniais e espinhais,
afetando assim a condutibilidade dessas células (CANTILE; ARISPICI, 2002).

Se o0 animal estiver com uma boa resposta imune, os taquizoitas se transformam
em bradizoitas (fase de multiplicacdo lenta), formando os cistos teciduais localizados
principalmente no Sistema Nervoso Central. Este estagio ¢ mantido na fase cronica da
infeccdo e o animal ndo apresenta nenhuma sintomatologia nesta fase. Entretanto,
alguns fatores, como por exemplo, o periodo de gestacdo (QUINN et al., 2002) pode
levar a uma baixa nessa imunidade e reativar a infec¢do. Os bradizoitas se

transformariam em taquizoitas e desenvolveriam infec¢do aguda.
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1.7 Resposta imune

Neospora canunum ¢ um parasita intracelular obrigatorio, pelo qual tanto os
mecanismos da resposta celular quanto a resposta de anticorpos sdo importantes para a

resposta frente ao parasita.

Quanto a resposta celular, infec¢des experimentais com Neospora caninum
induziram uma resposta imunolégica tipica T helper 1 (Thl), caracterizada por altos
niveis de IFNy e IL-4, tanto em animais naturalmente quanto experimentalmente
infectados com taquizoitas ou oocistos (ADRIANARIVO et al., 2001). Estudos in vitro
tétm demonstrado que IFNy inibe o crescimento de taquizoitas. Estudos em ratos
sugerem que a supressdo da resposta do [FNy, usando anticorpos monoclonais, aumenta
a suscetibilidade desses animais a proliferagdo e dissemina¢do dos taquizoitas (INNES

et al., 1995).

Em relagdo a resposta humoral, durante a gestagdo ocorre uma situacio
interessante para o sistema imune, uma vez que a mae carrega o feto, estranho ao
sistema imune, sem causar rejei¢do. Citocinas que sdo importantes para a produgdo de
resposta do tipo Thl e que limitam a multiplicagdo de Neospora caninum durante a
gestacdo, sdo potencialmente prejudiciais podendo causar rejeigdo ou aborto do feto.
C¢lulas trofoblasticas do feto produzem IL-10, conhecida por inibir a producao de IFNy
e facilitar a multiplicagdo de Neospora caninum durante a gestacdo, alterando o balango
existente entre hospedeiro e parasita e favorecendo o ultimo (INNES et al., 2002).
Conseqlientemente, ocorre uma situagdo em que a resposta imune perante a infecc¢ao
pode influenciar no sucesso da gestacao e na imunomodulacao que ocorre por causa da
gestacdo, afetando a habilidade do animal em combater a infec¢do. Assim, a gestagao
cria um desequilibrio entre o hospedeiro e o parasita. Sabe-se que a ocorréncia de
destrui¢do celular e conseqiientemente da doenga depende de um balango existente entre
a capacidade do taquizoita em penetrar e se multiplicar na célula hospedeira ¢ a

habilidade do hospedeiro em inibir a multiplicagdo do parasita (BUXTON et al., 2002).

A gestacdo em bovinos perdura por um periodo de aproximadamente 280 dias
e o sistema imune do feto desenvolve-se de maneira progressiva durante este periodo,
assim o bezerro ¢ imunologicamente competente ao nascer. O feto ¢ particularmente
vulneravel durante o primeiro trimestre da gestacdo, quando o timo, baco e linfonodos

periféricos estdo em formagdo. Durante o ter¢o médio da gestagdo, esses tecidos ja
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comecgam a reconhecer e responder aos microorganismos. Entdo, antes de 100 dias de
gestagdo, o feto € incapaz de reconhecer um patdégeno como uma particula estranha.
Assim, se sobreviverem a infec¢do nesse estigio, ao nascerem tornam-se
imunotolerantes ao patdogeno em questdo. Dos 100 aos 150 dias de gestacdo, o feto
inicia uma resposta imunoldgica e ap6s os 150 dias de gestagdo, ele torna-se
progressivamente mais imunocompetente, sendo capaz de reconhecer e responder a

presenca de varios patogenos (ENTRICAN, 2002).

Portanto, no primeiro trimestre o feto ¢ bastante vulneravel a uma infec¢ao por
N. caninum e ¢ incapaz de sobreviver a ela. No ter¢o médio da gestagdo, o feto é capaz
de iniciar uma resposta imune rudimentar, que pode nao ser suficiente para salva-lo,
sendo este o periodo em que a maioria dos abortos ocorre. Isto sugere que a resposta
imunologica celular da vaca prenhe para Neospora caninum ¢ mais efetiva no inicio da
gestagdo do que no seu ter¢o médio. No terceiro trimestre de gestagdo, o feto ja ¢ capaz
de defender-se contra o patdégeno, podendo entdo sobreviver (INNES et al., 2002). De
acordo com Pare et al. (1996) a imunidade que se desenvolve em resposta a uma
exposi¢do primaria a Neospora caninum ¢ insuficiente para prevenir uma transmissao
vertical, devido a taxa elevada de transmissdo congénita do parasita da mae ao feto.
Entretanto as infecgdes experimentais comprovaram que animais com infec¢ao cronica
desenvolvem uma forte resposta humoral e celular que os protege frente a posteriores

abortos e evitam a transmissao congénita (INNES et al., 2001).

1.8 Sinais clinicos

Nos bovinos adultos, o aborto ¢ o Unico sinal clinico observado em fémeas
gestantes infectadas (vacas ou novilhas), sendo que a maior parte dos bovinos adultos
consegue controlar a infeccdo e permanecer clinicamente normal, porém,
persistentemente infectado. Entre 5% e 6%, desses animais podem abortar novamente
em sucessivas gestagdes (ANDERSON et al., 1995; WOUDA et al., 1998).

A infeccdo fetal pode ocorrer nos primeiros meses de gestacdo ocasionando
morte embriondria ou do feto provocando a sua absor¢ao, enquanto entre o 3° ¢ 0 9° més
de gestagdo, geralmente ocorre aborto. (ANDERSON et al., 1995; MOEN et al., 1996;
SAGER et al., 2001).
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A infeccdo no feto nem sempre provoca a sua morte e, em algumas
ocasides, ocorre o nascimento de bezerros infectados congenitamente e com
sintomatologia nervosa (DUBEY; LINDSAY, 1996). Os sintomas podem ser desde
incoordenacgdo ligeira, dificuldade para se levantar até paralisia completa, debilidade e
cegueira congénita (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003).

Em caes, a neosporose, manifesta-se de forma generalizada incluindo a pele.
Animais jovens ou filhotes congenitamente infectados apresentam uma paresia dos
membros posteriores, progredindo para paralisia. Outras disfungdes que podem ocorrer
consistem na dificuldade em engolir, paralisia das mandibulas, flacidez, atrofia

muscular e falha cardiaca (DUBEY, 2003).

1.9 Diagnostico

O diagnostico depende de uma combinagdo entre o historico do rebanho, os
sinais clinicos e os dados de laboratodrio.

Os métodos diretos utilizados no diagndstico e pesquisa de Neospora caninum
sdo os exames histopatoldgicos, imunohistoquiimico, o isolamento in vitro e in vivo
através da inoculagdo do material suspeito em cultivo celular ou em animais de
laboratdrio, a deteccdo do DNA do parasita por PCR e a observacao dos cistos nos
tecidos a fresco (sem coloracdo). Entre os métodos indiretos estdo Reacdao de
Imnunofluorescéncia indireta (RIFI), Ensaioimunoenzimatico (ELISA), Imunoblotting
(IB), teste de aglutinacdo (NAT) que podem detectar anticorpos especificos para
Neospora caninum (BJORKMAN; UGLLA, 1999, DUBEY, 2003).

Os exames histopatoldgico e a imunohistoquimica podem ser realizados a partir
de amostras de cérebro, medula espinhal, coragdo, figado, musculo esquelético, pulmao,
rim, placenta, onde serdo identificados os taquizoitas ou cistos de Neospora caninum.
Microscopicamente as lesdes sdo degenerativas e inflamatérias, com areas de necrose
multifocal e infiltradas de células mononucleares. (SHIVAPRASAD et al., 1989;
LINDSAY et al., 1993; DUBEY et al., 1988b).

Considerando a extensa distribui¢do de casos de neosporose bovina no mundo,
relativamente poucos casos de isolamento com sucesso sao relatados. Isto ocorre porque
os fetos estdo geralmente autolisados e o nimero de cistos teciduais de Neospora

caninum ¢ relativamente pequeno (CONRAD et al., 1993). Porém, o desenvolvimento
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de novos métodos para o aumento da concentra¢do do parasita aumenta as chances de
obtengao dos isolados (YAMANE et al., 1998).

Os taquizoitas de Neospora caninum podem se manter indefinidamente em
cultivo celular e podem ser conservados em nitrogénio liquido, sem perda aparente da
sua infectividade em camundongos (Swiss-Webster). Entre as células utilizadas no
cultivo estdo, monocitos e células endoteliais de artéria cardio-pulmonar de bovinos,
células Vero (rim de macaco) e Marc-145 (fibroblastos de pele humana) (LINDSAY;
DUBEY, 1989, DUBEY, et al., 2002).

No isolamento de Neospora caninum in vivo a inoculacdo de tecidos infectados
pode ser realizada em cultura de células ou em camundongos imunossuprimidos ou
imunodeficientes (DUBEY et al., 1988b). Porém camundongos tém demonstrado
resisténcia a infec¢do, em contraste, gerbils (Meriones unguiculatus) sdo susceptiveis a
infeccdo com Neospora caninum sem que seja necessaria a imunossupressao (DUBEY;
LINDSAY, 2000).

No Brasil, Gondim et al. (2001) relata o isolamento in vivo de Neospora
caninum a partir de cérebro de cdo. Em bovinos o isolamento in vivo ¢ in vitro foi
realizado em amostras de bovinos por Locatelli-Dittrich (2002) e em bufalos por
Rodrigues et al. (2004).

As técnicas sorologicas sdao de grande valia, pois podem ser realizadas no animal
vivo e, além disso, elas tém alta sensibilidade e especificidade e sdo indicadas para
avaliar a exposi¢ao e o risco de infecgao.

As condigdes experimentais in vitro sdo muito variadas, € como conseqiiéncia, o
titulo de anticorpos para Neospora caninum que determina a infecgdo em bovinos
adultos, ainda no foi padronizado (DUBEY, 2003; GUIMARAES et al., 2004).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi o primeiro método
soroldgico a ser utilizado para a pesquisa de anticorpos contra Neospora caninum
(DUBEY et al., 1988b). Neste método os taquizoitas de N. caninum sio cultivados em
diferentes linhagens de células e apos processamento adequado sdo colocados em
laminas de microscopia, que sdo incubadas inicialmente com soros diluidos e em uma
segunda etapa, com anticorpos ligados a uma fluoresceina (conjugado). Este segundo
anticorpo ¢ direcionado contra as imunoglobulinas da espécie animal sob investigacao.
A reagdo ¢ avaliada pela observacdo da reacdo em microscopia de fluorescéncia

(BJORKMAN; UGGLA, 1999).
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Como os taquizoitas utilizados para antigeno nos testes de Reacdo de
Imunofluorescéncia indireta estdo intactos, o teste detecta principalmente anticorpos
direcionados para antigenos presentes na superficie celular do parasita. Nas espécies de
Apicomplexas, os antigenos de superficie sdo considerados mais especificos que os
componentes intracelulares. Estudos epidemiologicos em diversos hospedeiros
demonstram que testes de Reag¢do de Imnunofluorescéncia indireta para Neospora
caninum apresentam uma baixa incidéncia de reagdo cruzada com outros coccidios. Isto
¢ particularmente importante em relacdo a Toxoplasma gondii. Por essa razdo, o teste de
Reag¢do de Imnunofluorescéncia indireta ¢ usado freqlientemente como teste de
referéncia para detecgdo de anticorpos contra Neospora caninum (DUBEY, 2003).

O método de IFI foi utilizado no diagnostico da infec¢do em vérias espécies
animais, como: caes, raposas, gatos, bovinos, ovinos, caprinos, bufalos, eqiiinos,
roedores e primatas (DUBEY; LINDSAY, 1996; BJORKMAN; UGGLA, 1999).

O teste de aglutinagdo para anticorpos anti-Neospora caninum (NAT) foi
desenvolvido por Romand et al. (1998), utilizando soros de vacas e caes naturalmente
infectados, e soros de coelho, ratos e ovinos, experimentalmente infectados com
taquizoitas e oocistos de Neospora caninum. Além disso, esse teste e o
“imunoblotting”(IB) tém sido utilizados em estudos epidemioldgicos para detectar a
presenca de anticorpos anti-Neospora caninum em infec¢des naturais, além de serem
muito utilizados no monitoramento de infec¢des experimentais (PARE et al.,1995;
JENKINS et al., 2000).

Um grande avanco no diagnostico da neosporose foi a utilizagdo do ensaio
imunoenzimatico, ELISA (BJORKMAN et al., 1994). Enquanto na Reagio de
Imnunofluorescéncia indireta sdo utilizados como antigenos os taquizoitas inteiros, os
ELISAs convencionais empregam o antigeno soltvel de taquizoitos (PARE et al., 1995;
BJORKMAN ; UGLA, 1999). Existem outros testes de ELISA, como o ELISA de
competi¢ao para detectar anticorpos especificos para Neospora em bovinos com
anticorpos monoclonais (Mab 4A4-2) dirigido ao antigeno de superficie de 65 kDa
(BASZLER et al. 1996), e o Elisa ISCOM que foi desenvolvido com taquizoitas
incorporados aos imunoestimulantes. (BIORKMAN et al., 1994).

A reagdo da polimerase em cadeia (PCR) ¢ uma das técnicas mais importantes
da biologia molecular, e representa um grande avango no diagnostico de varias
doencas, pela amplificacdo de segmentos especificos do DNA. Este método de

diagnostico possibilitou a caracterizagdo molecular do parasita Neospora
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caninum(DUBEY ; LINDSAY, 1996) ¢ levou a descoberta de que os isolados de
N. caninum de cédes ¢ de bovinos, pertencem a mesma espécie e sdo geneticamente
idénticos (MARSH et al., 1998). A PCR ¢ altamente sensivel e especifica para o
diagnostico da neosporose (ELLIS, 1998; ELLIS et al., 1999). Esta técnica vem sendo
utilizada para detectar o DNA de Neospora caninum, tanto em infec¢des naturais,
quanto experimentais (HOLMDAHL et al.,1996; H O et al.,1997).

A PCR, através da detecgdo do DNA de N. caninum em tecidos de fetos,
bezerros, bovinos adultos e em placentas, ¢ considerado um método diagnostico,
contudo, a técnica nao ¢ rotina devido ao seu custo e aos problemas técnicos associados
com a deteccgdo do DNA em cérebros de fetos autolisados (DUBEY, 1999;
BERGERON et al., 2001).

Verifica-se assim que o desenvolvimento de testes soroldgicos especificos,
sensiveis e de baixo custo para Neospora caninum é essencial para os avangos no

conhecimento da epidemiologia desse parasita.

1.10 Medidas de controle

A prevencdo da transmissdo vertical e horizontal é a base para o controle da
neosporose (PARE et al., 1996). A realizacdo de testes soroldgicos nos animais ¢é
fundamental para avaliar o grau de infec¢do do rebanho (THURMOND; HIETALA,
1995).

A sorologia deve ser realizada em todos os animais do rebanho e, ndo apenas,
nas vacas que abortaram. Isto porque os bovinos podem adquirir a infecgdo apos o
nascimento pela ingestdo de oocistos (McALLISTER et al., 1998). Além disso, animais
clinicamente normais, gerados por vacas soropositivas, podem apresentar titulos de
anticorpos (DANNAT et al., 1995).

O descarte de animais infectados (pela via congénita) evita a disseminagdo do
parasita no rebanho pela transmissdo vertical (THURMOND ; HIETALA, 1995).
Porém, Larson et al. (2004) ao avaliarem um modelo de estratégias de controle para um
periodo estimado de cinco anos em um rebanho endemicamente infectado de gado de
corte, concluiram que medidas como o descarte de fémeas que abortaram e a venda de
fémeas soropositivas, seguida pela reposicdo de fémeas soronegativas, ndo foram
economicamente viaveis. Enquanto que a realizagdo do teste para Neospora caninum

em animais que serdo introduzidos no rebanho, seguido da exclusdo das fémeas
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provenientes de maes soropositivas como potenciais repositoras do rebanho, parece ser
um uma estratégia de controle com melhor retorno econdmico.

Proteger os alimentos e a 4gua da contaminacdo com oocistos das fezes de caes;
ndo fornecer nem permitir acesso dos cdes a placenta, carne e visceras de fetos
abortados, e de vacas e bezerros mortos; coibir o contato de cdes com as instalagdes
tipos depositos e currais, sdo medidas preventivas, que visam o controle da infec¢ao por
Neospora caninum, pelas vias de transmissao horizontal e/ou vertical (McALLISTER et
al., 1998; PARE et al., 1998; ATKINSON et al., 2000).

1.11 Importéancia econdmica

As perdas econdmicas causadas pela neosporose estdo associadas a reproducao.
Apesar de o aborto ser considerado o efeito mais adverso da neosporose, ha outros
problemas que devemos levar em consideracdo como diminui¢do da producao de leite
nos animais soropositivos, a infertilidade associada a mortalidade fetal e reabsorc¢ao, a
mortalidade neonatal e o nascimento de bezerros congenitamente infectados com
sintomatologia clinica. Quanto as perdas indiretas associados ao aborto, devemos
considerar a infertilidade, repeticdo de cio, assisténcia veterindria, gastos com
diagnostico, reposicao, possiveis perdas da producdo de leite e compra de animais

(TREES et al., 1999).

1.12 Importéncia em saude publica

Mesmo que, nenhum caso de neosporose tenha sido relatado em humanos,
devido a similaridade entre Neospora caninum e Toxoplasma gondii, ¢ a importancia da
toxoplasmose em mulheres gestantes e pessoas imunodeprimidas, bem como ao sucesso
da transmissdo do parasita em primatas ndo humanos, existe a possibilidade da
transmiss@o em humanos (SUNDERMANN et al.,1997). A favor dessa possibilidade
esta o fato de que ja foi demonstrado a ocorréncia de anticorpos anti- Neospora caninum

em amostras de sangue de doadores (TRESS et al., 1999).
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1.13 Perspectivas

Uma vez que o diagndstico soroldgico ¢ uma estratégia para o controle da
neosporose (LARSON et al., 2004), ¢ necessario que ele se torne acessivel ao setor
produtivo. Andreotti et al. (1999) foram os primeiros pesquisadores do Estado de Mato
Grosso do Sul a relatarem a ocorréncia de Neospora por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA).

Posteriormente, por meio do cultivo celular e producdo de antigenos a RIFI foi
utilizada para o diagndstico sorologico de Neospora caninum em caes do municipio de
Campo Grande, MS (OLIVEIRA et al., 2004). Em continuidade, este teste foi utilizado
em estudos preliminares para outras espécies, tais como ovinos (GONCALVES et al.,
2004) e caprinos (OSHIRO et al., 2006).

A producdo de antigenos para o diagndstico soroldgico e a avaliagdo
epidemioldgica em bovinos sdo importantes para o conhecimento da neosporose no
Estado de Mato Grosso do Sul, considerando-se que este estado ¢ um dos maiores

produtores de carne no Brasil.
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PREVALENCE OF ANTI-Neospora caninum ANTIBODIES IN CATTLE HERDS
IN AN EXTRACT OF MATO GROSSO DO SUL, BRAZIL",
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ABSTRACT

Prevalence of anti-Neospora caninum antibodies in cattle herds in an extract of
Mato Grosso do Sul, Brazil. [ Prevalence of anti-Neospora caninum antibodies in
cattle herds in an extract of Mato Grosso do Sul, Brazil.]. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria,v., n., p.

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite that can infect domestic and wild
canids, as well as ruminants and equines. It was described in 1988 and has been known
as a major cause of abortion in bovines and of neuromuscular alterations and death in
dogs. To estimate the prevalence of bovine neosporosis in the 22 counties of the so-
called Estrato 1 subregion of the Brazilian state of Mato Grosso do Sul, blood samples
were collected from female animals aged 24 months and older, from December 2003 to
March 2004. The subregion accounts for 23% of the state’s herd of 24.9 million cattle.
During sample collection, a questionnaire was used to gather data of epidemiological
interest. The samples were subjected to serological diagnosis (indirect fluorescence
antibody test — IFAT). Prevalences of 14.86% (449/2488) and 69.75% (143/205) were
found for the animals and herds sampled, respectively. The variable found to be
associated with seropositivity to neosporosis was abortion (OR 2.52; CI 1.25-5.06). The
results revealed the presence of neosporosis in the herds investigated, drawing attention
to its role as a potential cause of abortion in cattle in Mato Grosso do Sul.

KEYWORDS: Neospora caninum, bovines, indirect fluorescent antibody test,
prevalence
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RESUMO

Neospora caninum ¢ um parasita intracelular obrigatorio, que pode infectar canideos
domésticos e selvagens, ruminantes e eqiiideos. Esse parasita foi descrito em 1988 e,
desde sua descoberta, tem emergido como uma das principais causas de aborto em
bovinos, além de causar alteragdes neuromusculares ¢ morte em caes. Para estimar a
prevaléncia da neosporose bovina em 22 municipios que compdem a sub-regido
denominada Estrato 1 do estado de Mato Grosso do Sul, foram analisados soros obtidos
no periodo de dezembro de 2003 a marco de 2004 de fémeas com idade igual ou
superior a 24 meses. A regido analisada representa 23% do rebanho total de 24,9
milhdes de bovinos do estado. Durante a colheita das amostras foi preenchido um
questionario com informagdes de interesse epidemioldgico. A determinagdo da presenca
de anticorpos anti-Neospora caninum foi feita pela Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta, sendo as prevaléncias encontradas nos animais e nos rebanhos amostrados de
14,86% (449/2488) e 69,75% 143/205), respectivamente. A varidvel que apresentou
associa¢do de soropositividade com a neosporose foi o aborto (OR 2,52; IC 1,25-5,06).
Os resultados indicaram que a neosporose esta presente nos rebanhos e que deveria ser
considerada como uma potencial causa de aborto no Estrato 1 de Mato Grosso do Sul.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum, bovinos, imunofluorescéncia indireta,
soroprevaléncia
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Introducéo

Neospora caninum ¢ um protozoario parasita formador de cistos em tecidos de
animais, o qual antes de 1988, era confundido com Toxoplasma gondii por apresentar
semelhancas bioldgicas e estruturais, entretanto estes dois parasitas sdo
antigénicamente diferentes (DUBEY et al., 1988).

Desde a sua descoberta, este parasita tem recebido atencdo, sendo responsavel
por abortamentos e nascimentos de animais prematuros (DUBEY; LINDSAY 1996).
Em bovinos, o aborto ¢ considerado o principal sinal clinico da neosporose e pode
ocorrer em qualquer fase da gestagdo, mas a maioria ocorre entre o quinto e sexto més.
Os fetos podem morrer no utero e ser absorvidos, mumificados ou autolizados. Os
bezerros podem nascer vivos, mas doentes, ou clinicamente normais, mas com infec¢ao
cronica. Além disso, neosporose clinica ja foi descrita em canideos, eqiiinos, ruminantes
domésticos (bovinos, ovelhas, cabras) e selvagens (veado, rinoceronte) (DUBEY,
2003). O rato doméstico (Rattus norvegicus) (HUANG et al., 2004), raposa (Vulpes
vulpes) (ALMERIA et al, 2002) e guaxinim (Procyon lotor) (LEMBERGER et al.,
2005) também sdo considerados hospedeiros intermedidrios.

Caes (LINDSAY et al, 1999) e coiotes (GONDIM et al., 2004) sao
considerados hospedeiros definitivos, pois nesses animais ocorre a fase reprodutiva do
Neospora caninum, resultando na eliminagdo de oocistos nas fezes.

Das vias de transmissdo dessa enfermidade, a vertical € citada como a mais
importante, onde a maioria das infec¢cdes congénitas resulta em nascimentos de bezerros
aparentemente normais (DAVISON et al., 1999), sendo a via horizontal importante em
rebanhos cuja soroprevaléncia ¢ alta (DIJKSTRA et al., 2002). Forte correlagdo entre
cées soropositivos para Neospora caninum e a alta prevaléncia de bovinos com
anticorpos contra o parasito foi relatada por Wouda et al. (1999). Outras fontes de
infec¢do em potencial na via horizontal incluem colostro (UGLLA, 1998), assim como a
placenta ou o liquido ammidtico (DIJKSTRA et al., 2002) e animais infectados
(McALLISTER et al., 1998).

As perdas econdmicas causadas pela neosporose estdo associadas a reproducio.
Além do aborto, outras perdas diretas sdo a diminui¢do da producao de leite nos animais
soropositivos, infertilidade associada a mortalidade fetal e a reabsor¢do, e ainda, pelo

nascimento de bezerros congenitamente infectados com sintomatologia clinica. Entre as
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indiretas estdo, repeticdo de cio, assisténcia veterinaria, gastos com diagnostico e
tratamento, reposi¢cdo de animais (TREES et al., 1999).

Técnicas diagnodsticas precisas para a deteccdo de animais infectados com
Neospora caninum sdo a chave para o entendimento dos aspectos epidemiologicos da
neosporose. Entre essas técnicas estdo os exames histopatologicos, imunohistoquimicos,
o isolamento in vitro e in vivo através da inocula¢do do material suspeito em cultivo
celular ou em animais de laboratorio, a deteccdo do DNA da parasita por PCR e a
observacao dos cistos nos tecidos a fresco (sem coloragdo). Entre os métodos indiretos
estio a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaioimunoenzimatico
(ELISA), Imunobloting (IB), teste de aglutinacao (NAT) que podem detectar anticorpos
especificos para Neospora caninum (BIORKMAN; UGLLA, 1999; DUBEY, 2003).

Os estudos de prevaléncia de anticorpos anti — Neospora caninum, indicam que a
neosporose apresenta uma ampla distribuicdo mundial, incluindo Australia, Nova
Zelandia, Europa, Coréia, Japao, Tailandia e as Américas. Os cdes e bovinos sdo as
principais espécies expostas ao parasita, afetando tanto bovinos de leite quanto de corte
(ANDERSON et al., 2000).

O primeiro relato no Brasil de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos foi
feito no Estado de Mato Grosso do Sul (BRAUTIGAM et al., 1996). Posteriormente,
varios relatos de ocorréncia tém sido feitos; com valores de 7,7% no Mato Grosso do
Sul (ANDREOTTI et al., 1999), 14,09% na Bahia (GONDIM et al., 1999a), 11,2% no
Rio Grande do Sul (CORBELLINI et al., 2002), 14,3% no Parana (GUIMARAES et al.,
2004), 12,61% em Minas Gerais (MELO et al., 2004) ¢ 30,4% em Goias (Melo et al.,
2006). O parasito foi encontrado em fetos bovinos em Sao Paulo (GONDIM et al.,
1999b) e no Rio Grande do Sul (CORBERLLINI et al., 2002), e cepas de Neospora
caninum foram isoladas de cdo na Bahia (GONDIM et al., 2001) e de feto ¢ bezerro
bovino, no Parana (LOCATELLI-DITTRICH, 2002; LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2003).

O objetivo do presente estudo ¢ estimar, pela reagdo de imunofluorescéncia
indireta, a prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos nos 22
municipios do Estrato 1 do Estado de Mato Grosso do Sul e analisar os provaveis

fatores de risco associados a essa infecgao.
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

Realizou-se o presente estudo na regido denominada estrato 1 do Estado do
Mato Grosso do Sul. Esse estrato, composto de 22 municipios (Tabela 1), faz parte da
estratificacao realizada pela coordenagao estadual do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT), em quatro estratos
distintos, com niimero de rebanhos bovinos equivalentes.

O estrato considerado abrange municipios pertencentes a trés das quatro
mesorregides geograficas do estado: centro-norte, leste e sudoeste uma area de 70214,1
kmz, que representa 19,7% do Estado de Mato Grosso do Sul (IBGE, 2002) e as
propriedades tém extensdo variada, dedicadas a exploragdo pecudria de corte e/ou leite e
algumas desenvolvem atividade agricola. O rebanho bovino dessa regido ¢ de
aproximadamente 5,7 milhdes do rebanho total do estado, que ¢ de 24,9 milhdes
(IAGRO/MS, 2003). Além disso, a regido amostrada do estado ¢ de grande importancia

com localizagdo central servindo de corredor de animais entre as regides.
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Tabela 1 — Rebanhos e animais do estrato 1 do Estado de Mato Grosso do Sul estudados

para o diagnostico sorologico de anticorpos- anti-Neospora caninum por municipio.

Municipio Rebanhos amostrados ~Animais amostrados
Angélica 06 49
Bandeirantes 07 95
Caarapo 08 107
Campo Grande 16 176
Deodapolis 09 99
Douradina 02 21
Dourados 17 197
Fétima do Sul 05 45
Gloria de Dourados 09 113
Itapora 06 74
Ivinhema 14 164
Jaraguari 09 95
Jatei 07 96
Maracaju 10 88
Nova Alvorada do Sul 08 160
Novo Horizonte do Sul 10 153
Ribas do Rio Pardo 18 261
Rio Brilhante 06 87
Rochedo 06 89
Sidrolandia 17 88
Terenos 10 169
Vicentina 05 62
Total 205 2488

Métodos de amostragem

Os rebanhos foram considerados as unidades primarias de amostragem.
O tamanho da amostra (N) foi calculado conforme NOORDHUIZEN et al.
(1997), [N= Z*. P(1-P)/E*], com o intervalo de confianga (Z) de 95% e aceitando-se um

erro (E) méximo de 5%.
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Adotou-se a prevaléncia esperada (P) de 15%, valor que corresponde a média
encontrada nos estudos epidemiologicos ja realizados em outras localidades brasileiras
(GONDIM et al. 1999a, MELO et al. 2004, GUIMARAES et al., 2004, CORBELLINI
et al., 2005), resultando em um total de 196 propriedades, mas optou-se por 205
propriedades devido a disponibilidade de amostras (Tabela 1).

A escolha aleatéria das propriedades seguiu a listagem das fichas sanitarias
fornecidas pela Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal do Estado de
Mato Grosso do Sul (IAGRO/MS) e para o célculo do intervalo amostral dividiu-se o
numero total de propriedades pelo nimero de propriedades a serem amostradas.

ApoOs o sorteio das propriedades, procedeu-se o sorteio dos animais, sendo o
critério de inclusdo no estrato, fémeas de idade igual ou superior a 24 meses, que
estivessem nas mesmas condicdes de manejo. Em cada propriedade sorteada, onde
existiam até 99 fémeas, foram amostradas dez fémeas, ou todas as fémeas dessa faixa
etaria, se elas fossem menos do que dez. Naquelas, onde o numero de fémeas de idade
igual ou superior a dois anos era superior a 99, foram amostradas 15 fémeas dessa faixa
etaria.

Este sorteio foi feito de forma aleatéria, empregando-se o método de
amostragem aleatorio simples ou sistematico. A escolha por um dos métodos foi
definida dividindo o total de fémeas com idade igual ou superior a dois anos existentes
na propriedade pelo total de fémeas a serem amostradas. Para resultados inferiores a
dois, foi empregado o método de amostragem aleatorio simples; nos casos em que o
resultado era superior a dois, foi empregado o método de amostragem aleatorio
sistematico. A Tabela 1 sumariza os resultados dos calculos realizados para escolha das

propriedades amostradas e para a escolha das fémeas para a coleta de sangue.

Obtencdo das amostras

Os soros bovinos analisados foram fornecidos pelo IAGRO/MS e obtidos
conforme descrito previamente (MONTEIRO et al., 2006), no periodo de dezembro de
2003 a marco de 2004. Durante a colheita dessas amostras, foi preenchido um
questionario com informagdes epidemioldgicas, incluindo entre outras, histérico de
abortamento, presen¢a de caes, ingresso de animais, fonte de contaminagdo e tipo de

reproducao.

40



Reacé&o de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As amostras foram examinadas através da deteccdo de anticorpos usando a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). O antigeno foi produzido apds cultivo de
taquizoitas de N. caninum, cepa NC-1 (DUBEY et al., 1988), gentilmente cedidos pela
Dr” Rosangela Locatelli-Dittrich, da Universidade Federal do Paranél, em células Vero
(ATCC- CCL 81, de rim de macaco africano) adquiridas do Instituto Adolpho Lutz (Sao
Paulo, SP) e originalmente obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). O
meio utilizado foi Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM — Sigma), suplementado com
soro fetal bovino a 10% (SFB) e solu¢do antibidtico/antimicético, GIBCO, de
concentragdo final: 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL
de anfotericina (LOCATELLI-DITRICH, 2002; OLIVEIRA et al., 2004). O conjugado
comercial foi anti-IgG bovino (Sigma) e as amostras foram testadas na diluicdao de 1:50
(PARE et al., 1998). Em cada lamina foram incluidos soros controle positivo e

negativo.

Banco de dados

Os resultados do teste sorologico e as informagdes do questionario aplicado em
cada propriedade foram armazenados em um banco de dados, utilizando o programa

Microsoft Access 97, desenvolvido para o PNCEBT.

Andlise estatistica

Os calculos de prevaléncia real de animais infectados e de prevaléncia aparente de

rebanhos foram feitos conforme Martin et al. (1987,1992).

Para estudo dos fatores de risco associados a soropositividade para Neospora
caninum nos rebanhos amostrados, foi realizada analise univariada por meio da
estimativa intervalar da odds ratio (OR), executada com o auxilio do programa Win

Episcope 2.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo ao se analisar uma amostra representativa da regido que
corresponde a 23% do rebanho total bovino do Estado de Mato Grosso do Sul, observa-
se uma prevaléncia real de 14,86% (Tabela 2). Este resultado ¢ semelhante aos
encontrados por outros autores em rebanhos dos estados do Parand (GUIMARAES et
al., 2004) e Bahia (GONDIM et al., 1999a) que observaram prevaléncias de 14,04% e
14,09%, respectivamente e também similar a aqueles obtido por Moore et al. (2002) na

Argentina.

Tabela 2 — Resultado da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (Titulo = 1:50)
para anticorpos anti- Neospora caninum em municipios do Estado de Mato Grosso do
Sul, Brasil.

Municipio Animais amostrados Animais positivos
Ang¢élica 49 08
Bandeirantes 95 06
Caarapo6 107 11
Campo Grande 176 23
Deodapolis 99 06
Douradina 21 01
Dourados 197 65
Fatima do Sul 45 13
Gloria de Dourados 113 31
Itapora 74 19
Ivinhema 164 08
Jaraguari 95 19
Jatei 96 17
Maracaju 88 10
Nova Alvorada do Sul 160 13
Novo Horizonte do Sul 153 34
Ribas do Rio Pardo 261 98
Rio Brilhante 87 15
Rochedo 89 05
Sidrolandia 88 08
Terenos 169 16
Vicentina 62 23
Total 2488 449

Estudos de soroprevaléncia de anticorpos anti Neospora caninum tém sido
conduzidos em varias partes do mundo e no Brasil; entretanto, uma comparagao dos
resultados ¢ dificil devido aos diferentes ponto de corte e as diferentes técnicas de

diagndstico empregados.
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Ragozo et al. (2003), ao analisar uma amostragem também do estado de Mato
Grosso do Sul, encontrou uma prevaléncia de 28% (110/31). A diferenca entre esse
resultado e a prevaléncia encontrada no presente trabalho, deve se provavelmente aos
diferentes pontos de corte utilizados; 1: 25 no de Ragozo et al. (2003) e, a um banco de
soro com amostras colhidas por conveniéncia, proporcionando limitagdo importante
quanto a utilizacao de técnicas estatisticas de andlise de dados. Os primeiros trabalhos
realizados utilizando a RIFI para o diagnostico do Neospora caninum (DUBEY;
LINDSAY 1996) utilizaram um ponto de corte maior ou igual a 1: 640 posteriormente
Venturini et al. (1999), concluiram que esse ponto de corte poderia ser reduzido.
Atualmente, varios laboratorios utilizam ponto de corte menor ou igual a 1: 200 na

RIFI. Entretanto ainda nao ha consenso em relacao a este valor.

Brautingam et al. (1996) e Andreotti et al. (1999), analisando rebanhos do Mato
Grosso do Sul encontraram prevaléncias de 7,8% e 7,7%, respectivamente, utilizando o

método de Elisa.

Ao considerarmos a prevaléncia aparente do rebanho diagnosticado pela RIFI,
69,75% (143/205) (Tabela 3), verifica-se que a maior parte do rebanho bovino encontra-
se infectada pelo Neospora caninum, sendo estes resultados semelhantes ao de Aguiar et
al. (2005), 72,1% (62/86) no Estado de Ronddnia. Entretando, houve grande variagdo na
prevaléncia entre os municipios, com a maior exposi¢do ao Neospora caninum sendo
em Ribas do Rio Pardo, Itapord e Fatima do Sul com prevaléncias de 100% e o de
menor soropositividade foi o de Ivinhema com prevaléncia de 28,57%. Esses resultados

obtidos ndo guardam relagdo com a localizagdo geografica do municipio.
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Tabela 3 — Classificagcdo dos rebanhos segundo o teste Reacdo de Imunoflourescéncia
Indireta (Titulo = 1:50) para anticorpos anti- Neospora caninum em propriedades

amostradas por municipios do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Municipio Rebanhos amostrados Rebanhos positivos
Ang¢élica 06 03
Bandeirantes 07 03
Caarapo 08 06
Campo Grande 16 12
Deodapolis 09 04
Douradina 02 01
Dourados 17 16
Fatima do Sul 05 05
Gloria de Dourados 09 08
Itapora 06 06
Ivinhema 14 04
Jaraguari 09 07
Jatei 07 05
Maracaju 10 06
Nova Alvorada do Sul 08 07
Novo Horizonte do Sul 10 09
Ribas do Rio Pardo 18 18
Rio Brilhante 06 05
Rochedo 06 03
Sidrolandia 17 06
Terenos 10 06
Vicentina 05 03
Total 205 143

Na Tabela 4 observa-se os dados obtidos para o estudo da associacdo entre os
fatores de risco e a presenga de anticorpos anti-Neospora caninum nos rebanhos

amostrados.
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Tabela 4 - Fatores de risco para a neosporose nos rebanhos estudados no Estado de

Mato Grosso do Sul, com os respectivos valores das odds ratio (OR)

Variaveis Descrigao Rebanho Rebanho OR IC % IC%
Positivo Negativo inferior superior
Cao Sim 128 57
Nao 14 06 09 035 2,63
Aborto Sim 55 13
Nao 84 50 2,52 1,25 5,06
Ingresso de Compra animais 61 27
animais Nao compra 81 36 1 0,55 1,83
animais
Fonte de Existe area 104 47
contaminagao alagadica
Nao existe 38 16 093 047 1,84
*IC=95%

Observa-se que a presenca de feto abortado ou placenta é um fator de risco (OR
2,52; IC 1,25-5,06) nesse estrato e representa uma importante fonte de infecgdo, pois os
caes ou outros hospedeiros importantes no ciclo bioldgico podem se contaminar através
da ingestdo de tecidos de bovinos contaminados como fetos abortados e placentas,
eliminando assim os oocistos no meio ambiente (DIJKSTRA et al., 2002; WOUDA,
2005).

Quando analisada a associagdo entre a soroprevaléncia no rebanho e a presenca
de cdes nas propriedades nao houve diferenca significante (OR 0,96; IC 0,35-2,63),
resultados similares aqueles obtidos por Guimaraes et al. (2004) no Parané utilizando
também a RIFI, porém Bartels et al. (1999), em estudo de caso-controle ¢ usando o
método ELISA para o diagndstico sorologico, demonstraram que a presen¢a do cao
constitui-se em um fator de risco (OR 4,2).

As outras duas variaveis analisadas: ingresso de animais (reproducao) e a fonte
de contaminacgdo (area alagadiga ou ndo), com Odds Ratio calculado de 1 (IC 0,55-1,83)
e 093 (IC 047-1,84), respectivamente, nao apresentaram associagdo com a
soroprevaléncia no rebanho.

Os resultados encontrados, utilizando-se a reacdo de imunofluorescéncia
indireta, mostraram a presenca de anticorpos anti- Neospora caninum no Estado de
Mato Grosso do Sul, com prevaléncia similar aquela encontrada em outros estados do
Brasil. Visando evitar perdas econdmicas nos rebanhos relacionados principalmente aos
abortos, falhas na reproducdo, nascimentos de bezerros cronicamente infectados dentre

outras causas da neosporose, ¢ considerando-se o estado como um dos maiores
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produtores de carne no Brasil, como perspectiva dos nossos estudos sugere-se completar
o inquérito epidemioldgico dos outros estratos do Estado de Mato Grosso do Sul, e
ainda, investigar a participacdo de animais silvestres servindo como reservatorios, o que

poderia revelar a extensdo da contaminagao de Neospora caninum nas propriedades

AGRADECIMENTOS

A Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal (IAGRO) e a
Embrapa Gado de Corte, pelo suporte na realizacdo deste trabalho. A FUNDECT/MS

pelo financiamento e ao CNPq pela bolsa do projeto.

46



REFERENCIAS

AGUIAR, D.M.; CAVALCANTE, G.T.; CANON-FRANCO, W.A.; RODRIGUES,
A.AR.; CHIEBAO, D.P.; LABRUNA, M.B.; CAMARGO, L.M.A.; GENNARI, S.M.
Prevaléncia de anticorpos anti- Neospora caninum em bovinos, ovinos ¢ cdes da
Amazonia Ocidental Brasileira, Estado de Rondénia. In: I FORUM BRASILEIRO DE
ESTUDOS SOBRE Neospora caninum, Sao Paulo. Anais...Sdo Paulo: Colégio

Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, 2005. p.31.

ALMERIA, S.; FERRER, D.; PABON, M.; CASTELLA, J.; MANAS, S. Red foxes
(Vulpes vulpes) are a natural intermediate host of Neospora caninum. Veterinary
Parasitology, v. 107, n. 4, p. 287-294, 2002.

ANDERSON, M. L.; ADRIANARIVO, A. G.; CONRAD, P. A. Neosporosis in cattle.
Animal Reproduction Science, v.60-61, n.1, p. 417-431, 2000.

ANDREOTTI, R., PINCKNEY, R.; GOMES, A. Diagnoéstico sorolégico de um rebanho
bovino de corte de Mato Grosso do Sul. In: SEMINARIO BRASILEIRO DE
PARASITOLOGIA VETERINARIA, 11. 1999, Salvador. 1999. Anais.... Salvador:
Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, 1999, p.226.

BARTELS, C.J.M., WOUDA,W. SCHUKKEN, Y.H. Risk factors for Neospora caninum —
associated abortions storms in dairy herds in the Netherlands, Theriogenology, v.52, n.2
p.247-257, 1999.

BJORKMAN, C.; UGGLA, A. Serological diagnosis of Neospora caninum infection.
International Journal for Parasitology,v. 29,n.10,p.1497-1507, 1999.

BRAUTINGAM, F.E.; HIETALA, S.K.; GLASS, R. Resultados de levantamentos
sorologicos para espécie Neospora em bovinos de corte e leite. In: CONGRESSO
PANAMERICANO DE CIENCIAS VETERINARIAS, 15, 1996, Campo Grande.
Anais...Campo Grande:PANVET, 1996, p. 284.

47



CORBELLINI, L.G.; DRIEMEIER, D.; CRUZ, C. F. E.;;GONDIM, L. F. P. WALD, V.
Neosporosis as a cause of abortion in dairy cattle in Rio Grande do Sul, southern Brazil.

Veterinary Parasitology, v.103, n.3, p.195-202, 2002.

CORBELLINI,L.G. Neosporose bovina: estudo de fatores de risco em 60 propriedades
leiteras no estado do Rio Grande do Sul e levantamento de causas de aborto bovino
com énfase em Neospora caninum.2005. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias)
Faculdade de Veterinaria — Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
2005.

DAVISON, H.C.; OTTER, A.; TREES, A.J. Estimation of vertical and horizontal
transmission parameters of Neospora caninum infections in dairy cattle, International

Journal for Parasitology, v. 29, n. 10, p. 1683-1689, 1999.

DUBEY, J. P.; HATEL, A. L.; LINDSAY, D. L.; TOPPER, M. J. Neonatal Neospora
caninum infection in dogs: Isolation of the causative agent and experimental
transmission: Journal of the American Veterinary Medical Association, v.193, n.10,
p-1259-1263, 1988.

DUBEY, J.P.; LINDSAY, D.S. A review of Neospora caninum and neosporosis. Veterinary
Parasitology, v. 67, n1-2, p.1-59, 1996.

DUBEY, J.P. Review of Neospora caninum and neosporosis in animals. Korean Journal
Parasitology, v.41, n.1, p.1-16, 2003.

DIJKSTRA, Th., BARKEMA, H.W., EYSKER, M., HESSLINK, J.W., WOUDA, W.
Natural transmission routes of Neospora caninum between farm dogs and catlle.

Veterinary Parasitology, v.105, n.2, p. 99-104, 2002.

GONDIM, L. F.; SATOR I. F.; HASEGAWA, M.; YAMANE, 1. Seroprevalence of
Neospora caninum in dairy cattle in Bahia, Brazil. Veterinary Parasitology, v.86, n.1, p.
71-75, 1999a.

GONDIM, L.F.; SARTOR, L.F.; MONTEIRO Jr., L.A.; HARITANI, M. Neospora caninum
infection in an aborted bovine foetus in Brazil. New Zealand Veterinary Journal, v. 47,
p. 35, 1999b.

48



GONDIM, L.F.; PINHEIRO, A.M.; SANTOS, P.O.M.; JESUS, E.E.V.; RIBEIRO, M.B.;
FERNANDES, H.S.; ALMEIDA, M.A.O.; FREIRE, S.M.; MEYER, R
MCcALLISTER, M.M. Isolation of Neospora caninum from the brain of a naturally
infected dog, and production of encysted bradyzoites in gerbils. Veterinary
Parasitology, v.101, n.1, p.1-7, 2001.

GONDIM, L. F.; MCALLISTER, M. M.; PITT, W. C.; ZEMLICKA, D. E. Coyotes (Canis
latrans) are definitive hosts of Neospora caninum. International Journal for
Parasitology, v.34, n.2, p.159-161, 2004.

GUIMARAES, J. S.; SOUZA, S. L. P., BERGAMASCHI, D. P.; GENNARI, S. M.
Prevalence of Neospora caninum antibodies and factors associated with their presence
in dairy cattle of north of Parana state, Brazil. Veterinary Parasitotology, v.124, n.1-2,
p. 1-8, 2004.

HUANG, C.C.; YANG, C. H.; WATANABE, Y.; LIAO, Y. K.; OOl HK. Finding of
Neospora caninum in the wild brown rat (Rattus norvegicus). Veterinary

research , v. 35, n.3, p. 283-290, 2004.

IAGRO/MS. Informe da campanha de vacinacdo contra a febre aftosa. Consolidado das
regides de Planalto e Pantanal, etapa novembro de 2003. Agéncia Estadual de Defesa
Sanitaria Animal e Vegetal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato Grosso do

Sul, 2003

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE, Resolugdo PR-
051, de 31/7/89, 2002. Divisdo de Pesquisa no Estado de Mato Grosso do Sul. Setor de
documentacdo e disseminacdo de informagdes. Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, 2002.

LEMBERGER, K.Y.;GONDIM, L.F.P.; PESSIER A.P.; MCALLISTER, M.M.; KINSEI,
M.J. Neospora caninum infection in a free-ranging raccoon (Procyon lotor) with
concurrent canine distemper virus infection. The Journal of Parasitology, v.91, n.4,

p.960-961, 2005.

LINDSAY, D. S.; DUBEY, J. P.; DUNCAN, R. B. Confirmation that dogs is a definitive
host for Neospora caninum. Veterinary Parasitology, v.82, n.4, p.327-333, 1999.

49



LOCATELLI-DITTRICH, R. Diagnostico soroldgico, isolamento, cultivo e caracterizagdo
molecular de neospora caninum em bovinos leiteiros e em equinos no Estado do
Parana, Brasil. 2002. 184 p. Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2002.

LOCATELLI-DITTRICH, R.; RICHARTZ, R.R.T.B., GASINOJOINEAU, M.,
PINCNEY, R.D., SOUSA, R.S.; LEITE, L.C., THOMAZ-SCCOL, V. Isolation of
Neospora caninum from a blind calf in Parana, southern Brazil. Veterinary Record, n.
153, p.366-367, 2003.

MARTIN S.W., MEEK A.H., WILLEBERG P. Veterinary Epidemiology: Principles and
methods. lowa State University Press 1987, 343p.

MARTIN S.W., SHOUKRI M., THORBURN M.A. Evaluating the health status of herds
based on tests applied to individuals. Preventive Veterinary Medical, v.14, n.1, p. 33-43,
1992.

MCALLISTER, M.M., DUBEY, J.P., LINSDAY, D.S. Dogs are the definitive hosts of

Neospora caninum. International Journal Parasitology, v.28, n.8, p.1473-1478, 1998.

MELO, C. B.; LEITE, R. C.; LOBATO, Z. L. P.; LEITE, R. C. Infection by Neospora
caninum associated with bovine herpesvirus 1 and bovine viral diarrhea virus in cattle

from Minas Gerais State, Brazil. Veterinary Parasitology.v.119, n.2-3, p.97-105, 2004.

MELO, D. P. G.; DA SILVA, A.C.; ORTEGA-MORA, L. M.; BASTOS, S. A;
BOAVENTURA, C. M. Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos
das microrregides de Goidnia e Anapolis, Goias, Brasil. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinéaria. v.15, n3, p. 105-109, 2006.

MONTEIRO, L.A.R.C.; PELLEGRIN, A.O.; ISHIKAWA, M.M.; OSORIO, AL.AR,,
Investigacdo epidemioldgica da brucelose bovina em um estrato do Estado de Mato

Grosso do Sul, Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.26, n.4, p.217-222, 2006.

MOORE, D.P., CAMPERO, C.M., ODEON, A.C., POSSO, M.A., CANO, D., LEUNDA,
M.R., BASSO, W., VENTURINI, M.C., SPATH, E. Seroepidemiology of beef and
daity herds and fetal study of Neospora caninum in Argentina, Veterinary Parasitology,
v.107, n.4, p.303-316, 2002.

50



NOORDHUIZEN J.P.T.M.; FRANKENA K.; VAN DER HOOF C.M.; GRAAF E.A.M.,
Aplication of quantitative methods in veterinary epidemiology. Wageningen Pers, 1997.
445p.

OLIVEIRA, J. M.; MATOS, M. F. C.; OSHIRO, L. M.; ANDREOTTI, R. Prevalence of
anti-Neospora caninum antibodies in dogs in the urban area of Campo Grande, MS,

Brazil. Revista Brasileira Parasitologia Veterinaria, v.13, n.4, p.155-158. 2004.

PARE, J.; FECTEAU, G.; FORTIN, M.; MARSOLAIS, G. Seroepidemiologic sudy of
Neospora caninum in dairy herds. Journal of the American Veterinary Medical
Association, v.213, p. 1595-1598, 1998.

RAGOZO, A. M. A. R;; PAULA, V. S. O.; SOUZA, S. L. P.; BERGAMASHI, D. P;
GENNARI, S. M. Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros bovinos
procedentes de seis estados brasileiros. Revista Brasileira Parasitologia Veterianaria,
v.12,n.1, p.33-37, 2003.

TREES, A. J.; DAVISON, H.C.; INNES, E.A.; WASTLING, J.M. Towards evaluating the
economic impact of bovine neosporosis. International Journal Parasitology, v.29,

p.1195-1200, 1999.

VENTURINI, M.C., VENTURINI, L., BACIGALUPE, D., MACHUCA, M., ECHAIDE,
I., BASSO, W., UNZAGA, J.M., DI LORENZO, C., GUGLIELMONE, A., JENKINS,
M.C., DUBEY, J.P. Neospora caninum infections in bovine fetuses and dairy cows with
abortions in Argentina, International Journal for Parasitology, v.29, n.10, p.1705-1708,
1999.

UGLLA, A.; STENLUND, S.; HOLMDAHL, O.J.M.; JAKUBEK, E.B.; THEBO, P
KINDAHL, H.; BIORKMAN, C. Oral Neospora caninum inoculation of neonatal
calves. International Journal for Parasitology, Oxford,v. 28, n.9, p.1467-1472, 1998.

WOUDA, W.; DJEKSTRA, T.; KRAMER, A. M. H.; MAANEN, C. V.; BRINKHOF, J.
M. A. Seroepidemiological evidence for a relationship between Neospora caninum
infections in dogs and cattle. International Journal for Parasitology, v. 29, n. 10, p.
1677-1682, 1999.

51



WOUDA, W., Some aspects of the epidemilogy of bovine neosporosis. In: | Forum
Brasileiro de Estudos sobre Neospora caninum ,In: I FORUM BRASILEIRO DE
ESTUDOS SOBRE Neospora caninum, S3o Paulo. Anais...Sdo Paulo: Colégio

Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, 2005. p.10.

52





