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1. Introducéo

Racas locais brasileiras como o gado Curraleiro e Pantaneiro sdo racas de tamanho
reduzido e facil adaptacdo as condicdes adversas. Poucos estudos sdo encontrados sobre a
caracterizagdo de ragas bovinas locais ou naturalizadas. (HALL & BRADLEY, 1995).

HEMPHILL et al. (2004) demonstraram a forte associagdo entre N. caninum e aborto
bovino. MELO et al. (2006) afirmaram que a enfermidade estd amplamente distribuida no
rebanho bovino das microrregides de Goiania e Anapolis com uma prevaléncia variando entre
10,3 e 89,7%, tanto em gado de leite, corte e misto. A ocorréncia de anticorpos anti-N.
caninum foi relatada em 38,24% dos animais em rebanhos de Curraleiros em Goias e
Tocantins (JULIANO, 2006a).

Assumindo que infeccBes de rebanho pelo parasito sdo mantidas principalmente
através de transmissdo transplacentaria (ROSYPAL & LINDSAY, 2005), e que € mais
provavel que ocorra abortos em vacas soropositivas para N. caninum do que em vacas
soronegativas (DUBEY & SCHARES, 2006), o estudo do perfil sorolégico e a avaliacdo da
transmissdo vertical da neosporose bovina nas racas locais brasileiras, permitird avaliar a
importancia desta enfermidade para estes rebanhos.

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de transmissdo vertical
da neosporose em rebanhos bovinos das ragas Curraleiro e Pantaneiro.

2. Metodologia
Neste estudo foram utilizadas fémeas em idade reprodutiva e suas crias, perfazendo

um total de 358 animais das racas Curraleira e Pantaneira.
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Da raga Curraleira foram acompanhados 249 animais, 198 fémeas e 51 bezerros,
provenientes de cinco propriedades, sendo a primeira localizada em Sobradinho-DF, com 16
animais, a segunda no Sitio Historico e Patrimodnio Cultural Kalunga em Cavalcante-GO, com
68 animais, a terceira localizada em Mimoso de Goias-GO, com 83 animais, a quarta em
Hidrolina-GO, com 41 animais e a Ultima em Porangatu-GO, com 41 animais. A populacdo
de bovinos Pantaneiros proveio da propriedade Nhumirim, localizada na Embrapa — Centro de
Pesquisa Avancada do Pantanal em Corumbad — MS, que dispde de 62 fémeas em idade
reprodutiva. Destas, 47 crias foram obtidas e incluidas nas analises, totalizando 109 bovinos
Pantaneiros.

Foram colhidas amostras individuais de sangue venoso, por puncdo da veia jugular ou
coccigea média, em tubos com tampa (Vacutainer®) sem anticoagulante, para obtencdo de
soro, que foi separado por centrifugacdo. O soro foi identificado e mantido a —20°C até o
momento do exame.

A deteccdo de anticorpos foi feita por meio das técnicas de ELISA utilizando kit
comercial (Neospora caninum Antibody Test Kit — HerdChek® IDEXX Laboratories), e
imunofluorescéncia indireta (IFI) de acordo com o descrito por ALVAREZ-GARCIA et al.
(2002). Para IFI nove microlitros do soro a ser testado, foi diluido na proporcéo de 1:200 em
solucdo salina fosfatada tamponada (PBS 1X). Em cada lamina, foram utilizados controles
positivos e negativos, constituidos por soros de animais previamente examinados. A leitura
foi realizada em microscépio invertido equipado para fluorescéncia (Carl Zeiss® Axiovert 40
CFL), em objetiva de 40x. A reacdo foi considerada positiva quando se observou
fluorescéncia em toda a superficie do parasito, em uma diluicdo do soro > 1:200. As amostras
positivas nesta diluicdo foram submetidas a titulacdo, em diluicdes ao dobro, até que fosse
obtido resultado negativo.

Nas reacdes de ELISA, todo o protocolo foi conduzido segundo as recomendacdes do
fabricante, utilizando-se os controles fornecidos pelo kit. O resultado da reacdo foi obtido
através da leitura da densidade Optica (DO) das amostras em teste em leitora prépria
(BIOTEK® ELx800 Absorbance Microplate Reader), com base na DO dos controles positivo
e negativo. Considerou-se positiva a amostra que apresentou razdo S/P maior ou igual a 0,50.
Para a avaliacdo da transmissdo vertical de N. caninum as fémeas em estado de prenhez,
soropositivas ou ndo, foram acompanhadas e amostras de sangue de suas crias foram colhidas,
sendo posteriormente analisadas para a deteccdo de anticorpos frente ao parasito. O momento
de colheita destas amostras foi determinado de acordo com a caracteristica de manejo que a

propriedade em questdo apresenta. Assim sendo, nas propriedades criadoras de Curraleiro



onde foi possivel o0 acompanhamento dos nascimentos, foram colhidas amostras de sangue
das crias antes da ingestdo de colostro, para a verificacdo da ocorréncia de transmissédo
vertical de N. caninum. Na impossibilidade de realizar a colheita antes da ingestdo do colostro
devido ao manejo extensivo dos animais, como ocorreu na populacdo de Pantaneiros, foram
colhidas amostras de sangue dos bezerros logo apds o nascimento (em média trés dias
depois), seguidas de quatro colheitas sucessivas até os dez meses de idade, totalizando cinco
colheitas. Assim, foi possivel verificar a cinética da resposta imune frente ao parasito e
comprovar ou ndo a transmisséo vertical (CARDOSO et al., 2008).

A probabilidade de ocorréncia de transmissdo vertical foi verificada através da
seguinte formula, na qual X corresponde a freqiiéncia de bezerros positivos nascidos de vacas
positivas e Y corresponde a frequiéncia de bezerros negativos nascidos de vacas positivas:
P=X/(X +Y).

O intervalo de confianga foi medido através da formula: P + 1,96 N p (1-p)/ (X+Y)

A existéncia de relacdes entre o titulo da mée e a transmissao vertical de N. caninum
foi avaliada pelo teste do Qui-quadrado (X2) (SAMPAIOQ, 2007), aplicando-se a correcdo de
Yates quando necessario. A existéncia e grau de associacdo entre raca e ocorréncia de

transmissdo vertical foi verificada atraves do calculo do intervalo de Odds Ratio (OR).

3. Resultados e discusséo

Dos 358 animais analisados, 249 eram pertencentes a rebanho Curraleiro e 109 a
rebanho Pantaneiro. A ocorréncia total de anticorpos anti-N. caninum, nas duas racas, foi de
47,76% (171/358). Os valores de soropositividade individuais de cada raca foram 51%
(127/249) para o gado Curraleiro e 40,37% (44/109) para o gado Pantaneiro. Ao analisar a
ocorréncia por propriedade envolvida, observou-se que 100% (6/6) das fazendas apresentaram
animais positivos. Os valores por raca e por propriedade obtidos estdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2.

Esses valores confirmam que o N. caninum estd amplamente distribuido nos rebanhos
da raca Curraleira e Pantaneira. A soroprevaléncia de anticorpos anti- N.caninum encontrada
nas duas ragas neste estudo de 47, 7% é superior as obtidas por VAZQUES et al. (2009),
(11,6%) e FURTADO et al (2011), (28,8 %), e inferior ao valor obtido por EIRAS et al.
(2011) que encontrou uma prevaléncia total em rebanhos bovinos de 80,6%. KAMGA-
WALADJO AR et al. (2010) no Senegal em um estudo realizado em uma raca local, foram os

gue mais se aproximaram de nosso resultado.



Quanto aos valores obtidos no Brasil, a prevaléncia de 47% encontrada nesse estudo
foi superior as encontradas por MARQUES et. al. (2010) (15,1%), LOCATELLI-DITTRICH

TABELA 1 — Ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum em bovinos Curraleiros e

Pantaneiros, provenientes de unidades de criagdo em Goids e Mato Grosso do Sul,

respectivamente, realizada por imunofluorescéncia indireta (titulo > 1:200) e ELISA (S/P >

0,50), 2011.
Anticorpos Anti — Neospora caninum
Raca Positivos (%) Negativos (%0) Total
Curraleiro 127 (51%) 122 (49%) 249
Pantaneiro 44 (40,37%) 65 (59,63%) 109
TOTAL 171 (47,75%) 187 (52,24%) 358

TABELA 2 — Ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum por propriedade avaliada, em bovinos

Curraleiros e Pantaneiros, provenientes de unidades de criagdo em Goias e Mato Grosso do

Sul, respectivamente, realizada por imunofluorescéncia indireta (titulo > 1:200) e ELISA (S/P

>0,50), 2011.

Anticorpos Anti — Neospora caninum
Propriedade Positivos (%) Negativos (%0) Total
Mimoso 31 (37,35%) 52 (61,11%) 83
Hidrolina 18 (43,9%) 23 (56,1%) 41
Porangatu 19 (46,34%) 22 (53,66%) 41
Sobradinho 5 (31,25%) 11 (68,75%) 16
Cavalcante-GO 54 (79,41%) 14 (20,58%) 68
Corumba- MS 44 (40,37%) 65 (59,63%) 109
TOTAL 171 (47,76%) 187 (52,24%) 358




et al. (2008) (33%), CAMILLO et al. (2010) (24,2 %), PAZ et al. (2007) (29,5%) e OSHIRO
et al. (2007) (14,9%) e inferior & encontrada por BENETTI et al. (2009),(53, 5%),
aproximando-se ao valor obtido por TEIXEIRA et al. (2010) no Maranhéo (50,74%).

Em relacdo aos resultados obtidos em Goias, MELO et al. (2006) verificaram uma
prevaléncia de 30,43%, OLIVEIRA et al. (2010) de 32, 6% e SHULZE (2008) de 42,2 % .

Os rebanhos Curraleiro ndo tém aptiddo especifica, sendo utilizados para muitos fins,
inclusive cultural (festas de carro de boi) e turistico (pratica de ecoturismo). Entretanto,
devido até mesmo as caracteristicas da exploracdo destes animais, 0s mesmos se enquadram
em rebanho de aptiddo mista, fornecendo carne e leite, dentro de suas caracteristicas
produtivas particulares.

A soroprevaléncia encontrada na raca Curraleira de 51%, foi semelhante a obtida em
rebanhos de racas locais estudados por KAMGA-WALADJO AR et al. (2010) em Dakar,
Senegal (53,3%), porém foi superior a prevaléncia em rebanhos leiteiros (17, 9%) avaliados
neste mesmo estudo. EIRAS et al. (2011) verificaram em rebanhos de aptiddo mista na
Galicia, Espanha uma prevaléncia de 78,4% e VAZQUEZ et al. (2009) encontraram uma
prevaléncia de 28% em rebanhos de corte.

No estado de Goias, MELO et al. (2006) encontraram prevaléncia de 43,33% e
29,61% em rebanhos mistos e leiteiros. OLIVEIRA et al. (2010) encontraram 32, 67% de
prevaléncia para N. caninum em animais cruzados (Zebu/Holandés). Contudo SHULZE et al.
(2008) encontrou 90,7% de prevaléncia em rebanhos de leite, e 87,4% em rebanhos mistos.
JULIANO et al. (2006 a) nos estados de Goias e Tocantins obtiveram prevaléncia de
anticorpos N. caninum, de 38,24% nos 468 animais avaliados através de ELISA que foi
inferior as encontradas em nossa pesquisa.

O rebanho Pantaneiro, devido ao tipo de criacdo extensiva ao qual é submetido, e para
fins de comparacao, aproxima-se de um rebanho de aptiddo corte, embora nao haja exploracédo
comercial no momento por se tratar de um rebanho de unidade de conservacdo da raca. A
prevaléncia frente & N. caninum de 40,37% que foi inferior a obtida por EIRAS et al. (2011)
em rebanhos de corte na Espanha (76,7%), e superior a encontrada por VAZQUES et al.
(2008 em bovinos destinados a produgdo de carne (11,6%). Quando comparamos a valores
encontrados em com rebanhos de corte no Brasil PAZ et al. (2007) obtiveram 29,5% de
animais positivos para o N .caninum.

Quanto aos valores referentes a Goias, em rebanhos de corte MELO et al. (2006)
encontraram 30,5% de animais positivos para N. caninum, e OLIVEIRA et al. (2010) 26,22%,



entretanto SHULZE et al. (2008), encontraram 70,2% de animais positivos, pertencentes a
rebanho de corte.

Para o rebanho Pantaneiro, o Gnico registro de soroprevaléncia até 0 momento para N.
caninum foi publicado por JULIANO (2006b), que encontrou 26,51% e 40,87% em duas
populagdes distintas.

Um fato que pode ajudar a explicar as altas taxas de soroprevaléncias obtidas é a
reposicdo de animais ser praticamente apenas com animais do proprio rebanho. ALVAREZ-
GARCIA (2003) destaca esta pratica como fator importante na manutencdo da enfermidade
no rebanho, perpetuando-se pela via transplacentaria e contribuindo para altas taxas de
positividade.

Ao se realizar comparacges entre trabalhos de soroprevaléncia devemos fazé-las com
cautela devido a diferencas tais como regido estudada, técnica de diagndstico empregada,
ponto de corte utilizado, tipo de exploracdo e presenca de antecedentes de aborto
(GUIMARAES JR. et al.,2004), diferencas existentes entre os laboratorios, e oscilacdes dos
niveis de anticorpos especificos produzidos nos animais infectados, que podem influir
consideravelmente na sensibilidade da técnica utilizada (CONRAD et al., 1993).

Numa anélise referente ao titulo de anticorpos observados nos animais positivos para
IFI obteve-se, entre os Curraleiros, a maioria dos positivos com titulo 1:200 (43 animais),
sendo que o maior titulo encontrado foi 1:6400 (5 animais). Entre os animais Pantaneiros,
dois titulos detiveram a maioria dos animais soropositivos: 1:200 (9 animais) e 1:3200 (9
animais).

O maior titulo encontrado neste rebanho foi de 1:25600 (2 animais). A Figura 1 traz
um gréafico com a apresentacdo dos titulos encontrados e o nimero de animais em cada nivel
de titulacdo, separados por raca e também somados.

Variados titulos sdo descritos na literatura, de acordo com o ponto de corte adotado em
cada estudo. A partir de 1:100 e 1:200 (ponto de corte mais comumente utilizado), foram
relatados titulos tdo altos quanto 1:1600, 1:6400 e 1:12800 (SARTOR et al., 2003;
CARDOSO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Nao é frequente a observacéo de titulo tdo
alto quanto o aqui obtido no rebanho Pantaneiro, em infeccdo natural, sendo encontrado
apenas um relato na literatura consultada (FIORETT] et al., 2003).

A taxa de transmissdo vertical geral observada nos rebanhos foi de 46% (95%, IC
32%-60%). Separando por raga, temos que no gado Curraleiro esta taxa foi de 40%. Na
populagéo de Pantaneiros, este valor foi superior, ficando em 52%. O nascimento de crias

positivas, filhos de vacas também positivas foi estatisticamente maior (p < 0,001) na anélise



geral e no rebanho Pantaneiro, ndo apresentando diferenga estatisticamente significante no

rebanho Curraleiro (p > 0,001). Os valores de transmissé@o obtidos estdo expostos nas Tabelas

3, 4 e 5, para taxa geral, rebanho Curraleiro e rebanho Pantaneiro, respectivamente.
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FIGURA 1 — Titulos de anticorpos anti-Neospora caninum obtidos por imunofluorescéncia

indireta (titulo > 1:200) em bovinos das ragas Curraleira e Pantaneira, provenientes de

unidades de criacdo em Goias e Mato Grosso do Sul, respectivamente, 2011.

TABELA 3 — Ocorréncia de transmissdo vertical de N. caninum em bovinos Curraleiros e

Pantaneiros, provenientes de unidades de criagdo em Goids e Mato Grosso do Sul,

respectivamente, 2011.

Animais Bezerros Bezerros Total
positivos negativos
Filhos de vacas 22 26 48
positivas
Filhos de vacas 5 45 50
negativas
Total 27 71 98

x2= 15,754 (p < 0,001).



TABELA 4 — Ocorréncia de transmissao vertical de N. caninum em bovinos Curraleiros,

provenientes de unidades de criacdo em Goiéas, 2011.

Animais Bezerros Bezerros Total
positivos negativos
Filhos de vacas 10 15 25
positivas
Filhos de vacas 4 22 26
negativas
Total 14 37 51

x?=3, 878; Yates=2,74 (p> 0,001).

TABELA 5 — Ocorréncia de transmissdo vertical de N. caninum em bovinos Pantaneiros,

provenientes de unidade de criacdo em Mato Grosso do Sul, 2011.

Animais Bezerros Bezerros Total
positivos negativos
Filhos de vacas 12 11 23
positivas
Filhos de vacas 1 23 24
negativas
Total 13 34 47

x2=13,528; Yates=11,235 (p> 0,001)

Como se pode observar, os valores encontrados nesta pesquisa foram superiores aos
encontrados por GONDIM et al. (2004) de 35 %, MORE et al. (2009) de 37,1% e OLIVEIRA
et al. (2010 ) que encontrou uma taxa de transmisséo vertical de 24%, em Nerépolis, Goiés,
contudo, foi inferior aos resultados obtidos por HALL et al. (2004) na Australia de 75%, e de
MELO et al. (2006), que encontrou em microrregides de Anapolis e Goiania, Goias, uma taxa
de transmisséo vertical de 62,5% . Esses resultados indicam que a transmisséo congénita é um
aspecto muito importante a ser considerado no ciclo de vida de N. caninum, que ajuda a

manter a prevaléncia desse protozoério da populagéo bovina. (MELO et al., 2006).



Pode-se observar a ocorréncia rara de nascimento de bezerros positivos de méaes
negativas, e isto pode ser devido a infec¢do ter acontecido ha algum tempo e o nivel de
anticorpos desce a um nivel indetectavel (CONRARD et al. 1993; FROSSILING et al. 2005;
LOPEZ-GATTIUS et al. 2004; SAGER et al. 2001.) condicdo observada também por
FROSSLING et al. (2003) e LOPEZ-GATTIUS et al. (2004).

TABELA 6 — Associacéo entre titulo de anticorpos maternos anti-N. caninum e ocorréncia de
transmissdo vertical em bovinos Curraleiros e Pantaneiros, provenientes de unidades de

criacdo em Goias e Mato Grosso do Sul, respectivamente, 2011.

Titulo materno Bezerros Bezerros Total
positivos negativos
1:200 8 6 14
>1:400 14 20 34
Total 22 26 48

x2=1,018; Yates=0,477 (p> 0,001)

4. Concluséo

Os resultados aqui obtidos permitem as seguintes conclusdes: o N. caninum esta
presente nos rebanhos de racas naturalizadas brasileiras Curraleira e Pantaneira, estando
amplamente distribuido nas propriedades avaliadas. Os animais apresentam uma amplitude de
titulos, que vao desde o ponto de corte adotado (1:200) até titulos de 1:25600. A transmissdo
vertical esta presente em ambos os rebanhos estudados, em taxas consideravelmente altas,
sendo possivelmente o principal modo de transmissdo encontrado nestas populacfes. Ndo ha
associagdo entre a titulo das maes e a ocorréncia de transmisséo vertical. Esta pode ocorrer

independentemente do titulo de anticorpos que as fémeas estejam apresentando.
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