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RESUMO

A neosporose é uma doenga parasitaria considerada uma das principais causas de
abortos em diversos animais de interesse zootécnico, principalmente bovinos, em vérias partes
do mundo. Considerando a escassez de informag0es sobre a infeccdo por este parasito no
Estado do Rio Grande do Sul e o fato da neosporose ndo estar contemplada em nenhum
programa governamental de controle mesmo estando presente em todo o territorio nacional,
objetivou-se estudar a ocorréncia de infeccdo por N. caninum em vacas leiteiras do municipio
de Sant’Anna do Livramento, localizado na Campanha Gaucha. Foram coletadas amostras de
sangue de 40 vacas leiteiras de 4 propriedades do municipio, as quais foram submetidas ao
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Foram considerados positivos 0s animais que apresentaram
densidade Optica maior ou igual a x2.5 a densidade do soro controle negativo e coloracdo
amarela intensa. Nenhum animal se mostrou positivo, sugerindo uma auséncia de N. caninum,
mostrando a eficiéncia nas medidas de controle de doencas reprodutivas nas propriedades

estudadas.

Palavras-Chave: Bovinocultura leiteira. ELISA. Neospora. Parasitologia.



ABSTRACT

Neosporosis is a parasitary disease considered to be one of the main causes of abortion
in several animals of zootechnical interest, mainly cattle, in several parts of the world.
Considering the scarcity of information about the infection by this parasite in the State of Rio
Grande do Sul and the fact that neosporosis is not contemplated in any governmental control
program even though it is present throughout the national territory, it was aimed to study the
occurrence of infection by N. caninum in dairy cows from the municipality of Sant'Anna do
Livramento, located in the southern border of the State. Blood samples were collected from
40 cattle from 4 properties of the city, which were submitted to the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and were considered positive animals with an optical density
greater than or equal to x2.5 the negative control serum density and intense yellow color. No
animals were positive, suggesting absence of N. caninum, showing the efficiency of

reproductive diseases’ control measures in the studied properties.

Keywords: Dairy cattle. ELISA. Neospora. Parasitology.
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1 INTRODUCAO

O Neospora caninum é um protozoario coccideo intracelular obrigatério (DUBEY et
al., 2011). A enfermidade associada a infeccao por esse parasita € denominada de neosporose.
A infeccdo por N. caninum tem sido apontada como uma das principais causas de problemas
reprodutivos em bovinos nas ultimas décadas em todo o mundo (ANDREOTTI et. al., 2003).
No Brasil, este parasito tem sido notificado em diferentes Estados, indicando que a
neosporose possui ampla distribuicdo geografica, independente das diferencas ecofisiogréaficas
(SPITI, 2016).

A neosporose em bovinos apresenta importancia na reproducdo destes animais por ser
responsavel por abortos, morte embrionaria e reabsor¢do, mumificacdes fetais, repeticdo de
cio, diminuicdo da taxa de desfrute, além do nascimento de natimortos ou de animais sadios,
mas persistentemente infectados (P1) que terdo uma menor taxa de crescimento e poderdo
manter o parasito na propriedade por meio de infeccéo vertical. A prevaléncia de N. caninum
é mais elevada em animais com historico de aborto, do que naqueles aparentemente normais,
0 que demonstra a relacdo da neosporose com a perda fetal (IBRAHIM et al., 2012).

Tanto Silva et. al. (2008) quanto Santos et. al. (2005) relataram uma correlacdo
significativa entre a presenca de anticorpos contra N. caninum e o histérico de abortamento no
Brasil. Existem também vérios trabalhos mostrando a prevaléncia do N. Caninum no Brasil
com resultados muito variaveis entre si (SPITI, 2016). Este fato, segundo Macedo et al.
(2013), pode ser devido as variabilidades de racas de animais criados (Bos indicus e Bos
taurus) e aos diversos sistemas de criacdo animal, que variam radicalmente de regido para
regido, influenciando no manejo e diretamente no modo de transmissdo da doenca, assim
como também a procedéncia da amostra, as técnicas utilizadas e o ponto de corte empregados
nas analises (CADORE et al., 2010).

Pode-se diagnosticar essa enfermidade com base nas lesfes histoldgicas produzidas
nos tecidos dos fetos abortados, na identificacio do protozoario pela técnica de
imunoistoquimica e/ou isolamento do mesmo, além de provas soroldgicas utilizando-se 0s
testes de RIFI ou ELISA.

Devido aos prejuizos econdémicos causados por problemas reprodutivos em varias
espécies de interesse produtivo, o N. caninum deve ser considerado um patogeno importante.
Considerando a escassez de informacdes sobre a infecgdo por este parasito no Estado do Rio

Grande do Sul e o fato da neosporose ndo estar contemplada em nenhum programa
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governamental de controle mesmo estando presente em todo o territério nacional, objetivou-
se estudar a ocorréncia de infecgdo por N. caninum em vacas leiteiras de quatro propriedades

do municipio de Sant’Anna do Livramento localizado na Campanha Gadcha.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Enfermidade

O Neospora caninum é um parasito coccidio formador de cistos, primeiramente
reconhecido em 1984, na Noruega, quando identificaram filhotes de cées da raca boxer com
problemas neuroldgicos e cistos teciduais semelhantes ao Toxoplasma gondii, porém, o0s
anticorpos anti-Toxoplasma gondii ndo foram detectados ao examinarem os cérebros destes
cées (BJERKAS et al.,1984).

Posteriormente, Dubey et al. (1988) realizaram um estudo em 23 cées, provavelmente
com toxoplasmose, por meio da realizacdo de cortes histopatoldgicos, identificaram T. gondii
em 13 animais e um novo parasito, estruturalmente distinto, foi encontrado em dez caes,
sendo classificado em um novo género e a espécie foi denominada Neospora caninum.

Antes da descri¢do do N. caninum, algumas infec¢des em animais eram diagnosticadas
erroneamente como sendo por T. gondii. Ambos parasitos pertencem a subclasse Coccidia,
mas apresentam caracteristicas determinantes para separar estas duas espécies. O primeiro
critério de diferenciacdo se refere a paralisia que ocorre principalmente nos membros
posteriores dos cdes, durante a fase aguda que nao é observada em animais com diagndsticos
confirmados de toxoplasmose. A outra caracteristica é a diferenca morfoldgica entre os cistos
teciduais destas espécies. E finalmente, os anticorpos anti-T. gondii ndo sdo encontrados em
alguns cdes com suspeita clinica de neosporose (DUBEY et al., 2002).

Neospora caninum é conhecida por infectar principalmente os bovinos, mas além
desta espécie, o N. caninum também pode infectar diversos outros animais de producao, tais
como ovelhas (DUBEY et al., 1990), cabras (BARR et al., 1992) e cavalos (HAMIR et al.,
1998). O potencial patogénico deste parasito foi confirmado através de infec¢do experimental
de vacas prenhes, resultando em morte fetal ou no nascimento de bezerros com infeccdo
congénita (BARR et al. 1994).

A neosporose é uma doenga que se manifesta na gestacdo, quando o feto em
desenvolvimento € particularmente vulneravel (INNES et al. 2005), sendo o abortamento o
sinal clinico mais evidente. A transmissdo vertical é a principal forma de disseminacdo em
bovinos (DUBEY et al. 2007). A patogenia desta enfermidade nos bovinos é complexa, ndo
sendo totalmente esclarecida, uma vez que alguns animais tém abortamento e outros nédo

(DUBEY et al. 2007). Em animais infectados naturalmente, a imunidade adquirida contra a
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infecgdo antes da gestagdo ndo é suficiente para prevenir a transmisséo transplacentaria de N.
caninum para o feto (THURMOND et al, 1996). Atualmente ndo se possui uma vacina

eficiente ou uma medicacao que previna os abortos ou a infeccao transplacentaria.

2.2 Classificagéo e Ciclo bioldgico do N. caninum

Através de estudos morfologicos e resultados da andlise da sequéncia de DNA, foi
determinada a classificagdo do N. caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporoasida,
sub-classe Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae, sub-familia
Toxoplasmatinae, género Neospora e espécie Neospora caninum (ELLIS et al, 1994, apud
NEGRAO, 2006). Fazem parte da mesma familia o Toxoplasma gondii e o Sarcocystis e
todos apresentam como caracteristica a capacidade de formacao de cistos teciduais.

McAllister et al. (1998) conseguiram esclarecer o ciclo biolégico do N. caninum,
confirmando experimentalmente que os cdes eliminam oocistos nas fezes quando ingerem
cistos contidos em cérebro de camundongos infectados, levando a concluir que o céo
doméstico (Canis familiares) é um hospedeiro definitivo. Posteriormente, Basso et al. (2001)
confirmaram que o cdo é hospedeiro definitivo ao observarem a eliminacdo de oocistos por
caes naturalmente infectados. Além do cdo, Gondim et al. (2004) comprovaram que 0 coiote
(Canis latrans) e o dingo australiano (Canis lupus dingo) podem ser reconhecidos como
hospedeiro definitivo por também eliminar oocistos nas fezes.

Bovinos sdo hospedeiros intermediarios, assim como ovinos, caprinos e equinos
(VOGEL et al., 2006). Através de infeccdo experimental, Mineo et al. (2009) estabeleceram
que pombos podem ser susceptiveis a infeccdo por N. caninum. Experimentos com macacos
mostraram que esse parasito causa lesbes semelhantes as encontradas em casos de
toxoplasmose. Considerando que o cdo é o hospedeiro definitivo, pode-se calcular que o ser
humano esta altamente exposto, 0 que pode levar a neosporose a também ser considerada uma
questdo de saude publica (ANDREOTTI et al, 2001).
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Figura 1- Ciclo de Vida do Neospora caninum
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Fonte: CARDOSO et al., 2010

Gondim et al. 2004 demonstraram que o N. caninum é transmitido entre os animais
silvestres e domésticos. Esta participacdo da fauna silvestre dificulta o controle do parasito
nos rebanhos.

Como representado na Figura 1, o ciclo bioldgico do N. caninum envolve a
participacdo de dois hospedeiros, um definitivo e outro intermediario sendo, entdo, um ciclo
heteroxeno, no qual a fase assexuada ocorre no hospedeiro intermediario e a sexuada no
hospedeiro definitivo (DUBEY et al.,, 2010). O cdo pode se comportar como hospedeiro
definitivo ou intermediario (DUBEY et al., 2010).

No hospedeiro intermediario, o N. caninum pode se apresentar sob duas formas de
desenvolvimento assexuado: taquizoito e bradizoito. A primeira multiplica-se por
endodiogenia, dentro de vacuolo parasitéforo em diferentes tipos de células hospedeiras, e a
segunda é responsavel pela infeccao cronica persistente do hospedeiro (DUBEY, 1999).

Os caninos podem entrar em contato com 0 parasito ingerindo cistos presentes em
tecidos de hospedeiros intermediarios. No intestino, o parasito passara pela fase sexuada, que
ocorre somente no hospedeiro definitivo, embora os estagios enteroepiteliais ainda ndo terem
sido demonstrados (DUBEY et al., 2002). Os oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro
definitivo passardo por um processo de esporulacdo dentro de 24 a 72 horas, tornando-se

infectantes e podem contaminar o ambiente (DUBEY et al., 2010).
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O hospedeiro intermediario se infecta apds a ingestdo dos oocistos esporulados, 0s
esporozoitos desencistam-se e invadem as células no trato intestinal, transformando-se em
taquizoitos, provocando lesbes teciduais e propagando a infec¢do para varios tecidos do
hospedeiro. Nesses animais infectados os taquizoitos sdo encontrados em células do sistema
nervoso, macréfagos, fibroblastos, células do endotélio vascular, midcitos, células do epitélio
dos tabulos renais e hepatdcitos (DUBEY et al., 2010). No interior das células os taquizoitos
podem entrar em um estado de dorméncia nos tecidos, os bradizoitos (DUBEY et al., 2010).
O estagio de laténcia ndo impede a infeccdo quando sdo ingeridos pelo cdo (DUBEY et al.,
2010).

A ingestdo de tecidos de origem animal contendo bradizoitos, taquizoitos ou oocistos
esporulados faz com que adquira a infec¢do, tornando-se tanto hospedeiro intermediario
guanto definitivo (DUBEY et al., 2010). A eliminacdo de oocistos pelas fezes, faz do cdo o
hospedeiro definitivo e a contaminacdo da agua e alimentos consumidos pelos hospedeiros
intermediarios facilitam a propagacéo da infeccdo (McCALLISTER et al., 1998).

2.3 Prevaléncia no Brasil

O primeiro estudo de soroprevaléncia de N. caninum em bovinos no Brasil foi
realizado por Gondim et al. (1999), na Bahia, utilizando a RIFI. Neste trabalho os autores
detectaram anticorpos anti-N. caninum em 14,09% dos bovinos testados, com titulos de 200 a
3.200, e somente uma propriedade ndo apresentou evidéncias da presenca de N. caninum
(GONDIM, et. al., 1999). Diversos pesquisadores fizeram levantamentos sorepidemiolégicos
e os valores de soroprevaléncia variaram de 14,3% (GUIMARAES JUNIOR et. al., 2004) a
53,4% (BENETTI et. al., 2009) conforme Tabela 1.
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Tabela 1- Prevaléncia de anticorpos anti—N. caninum em bovinos no Brasil — 1999 a 2015

Autor Ano Estado Teste Titulo % de positivo
Gondim et al. 1999 BA RIFI 200 a 3.200 14,09
Costa et al. 2001 SP e MG RIFI >200 16,83 (me)
Corbellini et al. 2002 RS RIFI >200 11,2 (HPB)
Corbellini et al. 2005 RS RIFI >200 17,8
Ragozzo et al. 2003 MT,MG,PReRJ RIFI >25 23,6
PR 22,2
26,2 (le)
19,1 (co)
Sartor et al. 2003 SP RIFI >200 15,99 (le)
ELISA 30,5 (le)
Guimardes Jr.et 2004 PR RIFI >25 14,3
al.
15,1 (HPB)
7,7 (cru)
Ogawa et al. 2005 PR RIFI >200 12
Sartor et at. 2005 SP ELISA 20,00 (co)
35,5 (le)
Melo et al. 2006 GO RIFI >250 30,4
29,6 (co)
30,4 (le)
43,3 (mi)
Vianna et al. 2008 SP ELISA 19,88 (nel)
Benetti et al 2009 MS RIFI >200 53,5
Camillo et al. 2010 PR RIFI >100 24,2
Macedo et al. 2013 SC ELISA >100 42,5
Langoni et al. 2013 PR RIFI >25 24
Boas et al. 2015 RO RIFI >100 10,62 (le)

Fonte: Spiti, 2016.

Siglas: me (animais mesticos); HPB (raca Holandés Preto e Branco); le (bovinos de leite); co (bovinos de corte);

cru (animais cruzados); mi (animais mistos); nel (raca Nelore).
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2.4 Importancia da identificagdo do N. caninum

E importante a identificacdo da presenca do N. caninum nos rebanhos, principalmente
de bovinos, devido aos prejuizos econdmicos causados pelos problemas reprodutivos que este
parasito causa nos animais (Andreotti et. al. 2003), tais como, fetos mumificados, natimortos,
nascimento de bezerros com problemas neurolégicos, assim como o0s custos com a reproducdo
(inseminacdo artificial ou cobertura e valor dos fetos), os custos indiretos (aumento do
intervalo entre partos, diminui¢do da producéo de leite, aumento do descarte e reposicédo dos
animais, diminuicdo da vida produtiva), além de custos com assisténcia veterinaria,
medicamentos e diagnostico da doenca (DUBEY et al. 2007).

Segundo Monney et al. (2014), os riscos de contrair a infeccdo de maior importancia
sdo: a idade dos animais; o numero de hospedeiros definitivos em contato com o alimento do
rebanho; gerenciamento e instalagdes da propriedade, com maiores riscos com maiores

lotagGes e rebanhos grandes.

2.5 Transmissao

O N. Caninum possui dois mecanismos de transmissdo conhecidos: vertical e
horizontal. A transmissdo vertical tem um papel primordial na manutencdo da doenca, ja que
a maioria das infecgbes congénitas resultam em animais clinicamente normais, mas
cronicamente infectados (DUBEY et al.,1992). Na transmissdo horizontal, os hospedeiros
ingerem alimentos ou dgua contaminada com oocistos esporulados de N. caninum ou cistos
presentes em tecidos de qualquer hospedeiro intermediario (McALLISTER et al.,1998). Nos
cdes, a transmissdo horizontal ocorre principalmente quando estes ingerem cistos teciduais
presentes no sistema nervoso central ou em placentas de bovino (PETERS et al., 2001).

A transmissdo vertical tem sido demonstrada em varios hospedeiros (bovinos,
carneiros, cabras, cdes, gatos, camundongos, macacos e porcos), sendo a principal via de
infeccdo para os bovinos. Ocorre via materno-fetal, sendo que nesta a infeccdo pode ser
recrudescente ou primaria. Um animal infectado pode transmitir a infeccdo ao feto por
sucessivas gestacBes, contribuindo significativamente para a persisténcia da doenca no
rebanho e pode apresentar um ou mais abortos durante a sua vida reprodutiva acarretando
grandes perdas. Os taquizoitos presentes no sangue passam pela placenta infectando o feto,

que pode morrer no utero e ser reabsorvido, mumificado ou autolisado. As consequéncias para
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o feto variam de acordo com a imunidade da fémea (primoinfecgéo ou reinfec¢do) e o periodo
gestacional em que se encontra (STENLUND et al.,1999).

Estudos recentes tém demonstrado que a infeccdo vertical ou congénita pode ser
dividida em transmissdo transplacentaria enddgena (TTEN) e transmissdo transplacentaria
exogena (TTEXx). A TTEn se refere a infeccdo fetal que ocorre a partir da reativagdo de uma
infeccdo materna pré-natal, podendo causar abortos endémicos ou esporadicos. Ja na TTex, a
infeccdo fetal se d4 quando a mae se infecta durante a gestacdo, podendo provocar abortos
epidémicos (TREES, 2005).

2.6 Hospedeiros

O Neospora caninum possui um ciclo de vida em animais silvestres e outros
hospedeiros domésticos, sendo que nestes diferentes ambientes as duas espécies de caninos,
coiotes e cdes, liberam oocistos nas fezes. Nos Estados Unidos, foram observados cervideos
infectados naturalmente por N. caninum transmitindo para cées, por meio de carnivorismo
(GONDIM et al., 2004).

De acordo com Dubey et al. (2010), o N. caninum possui uma distribuicdo mundial,
tendo varias espécies como hospedeiras intermediarias. Estudos mostram que infeccdes
naturais por N. caninum podem ocorrer em ratos e camundongos (FERROGLIO et al., 2007).
Sabe-se que camundongos e ratos sdo consumidos por diferentes espécies de carnivoros,

inclusive caninos, podendo assim, contribuir para a disseminacédo da doenca.

2.6.1 Neosporose Bovina

Em bovinos os abortos causados pela neosporose podem ocorrer do terceiro més de
gestacdo ate seu final, mas evidentemente a maioria dos abortos se ddo entre o quinto e sexto
més (WILLIANS et al., 2009). Em vacas persistentemente infectadas, o parasito existe em
equilibrio com o sistema imune do hospedeiro, mas durante a gestacdo, a imunidade é
modificada, isto leva a conversdo dos bradizoitos em taquizoitos invasivos.

Dano tecidual pode ser causado pela multiplicacdo dos parasitos na placenta ou nos
tecidos fetais (INNES et al., 2007). O dano também pode ocorrer pela ativacdo do sistema
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imune materno, consequentemente, a falta de oxigénio e nutrigdo devido ao dano na placenta
podem ter um impacto negativo na sobrevivéncia fetal (INNES et al., 2007).

Em fetos mais jovens, o0 Neospora pode causar a morte por causa de sua proliferacéo
incontrolada, mas em fetos mais velhos, que mostram uma imunidade mais desenvolvida, é
visto um efeito mais restrito com pequenos pontos de necrose localizados (DUBEY et al.,
2006).

A maioria dos bezerros (até 95%) que nascem de vacas soropositivas ndo mostram
anormalidades clinicas e sdo aparentemente saudaveis, mas persistentemente infectados e
transmitirdo o parasito para sua progénie (DUBEY et al., 2006). Apesar do N. caninum causar
repetidos abortos na mesma fémea, o risco de abortos é reduzido em gestacfes subsequentes
(INNES et al, 2007).

2.6.2 Neosporose em Aves

Em pesquisas sobre a transmisséo do Toxoplasma gondii ficou evidente o papel das
aves na manutencdo da infeccdo nos rebanhos, sendo elas consideradas reservatérios naturais
do parasito, ja que estes animais sdo frequentemente cacados pelo hospedeiro definitivo do T.
gondii, os felinos (ELMORE et al., 2010). O mesmo padrdo pode ser observado com relacéo a
caes e aves, levantando assim a possibilidade de os passaros terem 0 mesmo papel em relacdo
ao ciclo de vida do Neospora caninum (MINEO et al. 2009), mesmo que este parasito nunca
tenha sido detectado em animais ndo mamiferos.

Mineo et al. (2011), em suas analises soroldgicas de aves selvagens mantidas em
cativeiro ndo conseguiram detectar anticorpos 1gG especificos para N. caninum, mas esta
auséncia de anticorpos pode ser atribuida ao fato de ja ter sido relatado que pombos e
diferentes modelos de galinhas apresentam uma soroconversao de anticorpos abrupta, apesar
de um breve periodo de deteccdo. Também segundo Mineo et al. (2009), este mesmo
fendmeno acontece em infecgdes experimentais de passaros selvagens com T. gondii.

Em um experimento para avaliar a susceptibilidade de galinhas (Gallus domesticus),
tanto mantidas em gaiola quanto soltas, a infeccdo por N. caninum e Toxoplasma gondii,
Costa et al. (2007) confirmaram que esta espécie também pode ser contaminada pelo parasito,
sendo gque os animais mantidos soltos apresentaram maior soropositividade (23,5%) do que as
mantidas em gaiolas (1,5%). Os autores confirmaram o resultado com PCR, das dez amostras

soropositivas para N. caninum analisadas, seis foram confirmadas. Com este trabalho obteve-
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se a confirmacéo de que as galinhas, e potencialmente outras aves, s&o um fator de risco para

a manutencéo do N. caninum no ambiente.

2.6.3 Neosporose ovina

Segundo Dubey et al. (1990), a neosporose foi diagnosticada em ovinos
persistentemente infectados na Inglaterra, mas existem poucos relatos de ovinos infectados
naturalmente e grande parte do conhecimento da neosporose ovina foi obtido por infec¢bes
experimentais. De acordo com Buxton et al. (1997), as alteracdes provocadas pela infeccédo
em ovinos séo similares as da toxoplasmose ovina e neosporose bovina.

InfeccOes experimentais realizadas por McAllister et al. (1996) em ovelhas prenhes
provocaram abortos, fetos mumificados, natimortos, nascimento de filhotes fracos que nao
foram capazes de levantar e mamar, e cordeiros clinicamente sadios. O periodo gestacional foi
um fator importante, pois ovelhas inoculadas com 65 dias de prenhes abortaram, enquanto que

as inoculadas com 120 dias deram a luz a cordeiros clinicamente normais.

2.6.4 Neosporose caprina

N&o existem muitos estudos relacionados a infeccdo por N. caninum em caprinos,
entretanto, ha relatos de abortos e mortalidade neonatal nestes animais nos Estados Unidos
(BARR et al., 1992), e em rebanhos leiteiros na Costa Rica (DUBEY et al., 1996). No Rio
Grande do Sul, caprinos com sinais neurolégicos foram diagnosticados como portadores de
neosporose neonatal, em propriedades com histérico de aborto (CORBELLINI et al., 2001).

Segundo Eleni et al. (2004), em um estudo realizado na Italia, N. caninum foi
encontrado infectando naturalmente um feto abortado de cabra. Lesdes macroscopicas
associadas a neosporose sdo raras, e estudos realizados em cabras por Dubey et al. (1996)
observaram somente hidrocefalia com hipoplasia de cerebelo. Analises microscopicas
detectaram encefalite ndo supurativa associada a areas de glicose e presenca de estruturas
parasitarias nos tecidos (DUBEY et al., 2006).

Um estudo dos aspectos macroscopicos e microscopicos da neosporose caprina foi
realizado em Lavras, Minas Gerais. Um caprino proveniente de um rebanho com histérico de

abortos foi a 6bito logo apds o nascimento, apresentando malformacéo cerebral e permitiu o
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relato do primeiro caso de hidranencefalia associado a neosporose. No exame de
imunoistoquimica foi identificada a presenca do parasito no cerebelo e tronco encefalico,
além de varios cistos parasitarios nos tecidos ou dentro do citoplasma dos neurdnios, o que
levou, junto com a soropositividade no rebanho, a conclusao para o diagnéstico de neosporose
(VARASCHIN et al., 2007).

2.7 Prejuizos Econdmicos

A neosporose impacta significativamente nos indices produtivos da criacdo de
bovinos, através de sua ocorréncia endémica, que esta associada a transmissdo vertical
(congénita ou transplacentéria), ou através de surtos (epidemias). A morte fetal representa um
custo direto, mas perdas indiretas tais como ajuda profissional e diagnéstico, e o re-
acasalamento ou descarte da fémea também aumentam consideravelmente 0s custos ao
produtor (DUBEY et al., 2007), além de diminuirem os lucros com producdo de leite e
afetarem negativamente a performance reprodutiva dos animais.

Efeitos na producdo leiteira de vacas infectadas sdo controversos, alguns estudos
mostram a diminuicdo (HERNANDEZ et al., 2001; TIWARI et al., 2007), enquanto outros
mostram um aumento (PFEIFFER et al., 2002) ou ainda nenhuma diferenca significativa na
producdo de leite (HALL et al., 2005). No entanto a interrupcao da gestacdo impede o incio
de uma nova lactacdo o que aumenta o nimero de dias ndo produtivos dos animais afeta
drasticamente sua producdo vitalicia.

Em gado de corte, a questdo dos efeitos no ganho de peso se apresenta da mesma
forma, Barling et al. (2000) observaram uma redu¢do no ganho de peso p6s-desmame em
terneiros infectados, mas More et al. (2010) ndo observou diferenca no ganho de peso entre
terneiros infectados e ndo-infectados.

Em 2013, Reichel et al. revisaram 99 publica¢cbes contendo dados econdmicos
relevantes de dez paises e estimaram que a média de perdas com abortos induzidos por N.
caninum passa de US$ 1,298 bilhGes por ano, com dois tergos (US$ 842,9 milhdes, 64%)
ocorrendo no rebanho leiteiro e um terco (US$ 455,4 milhdes, 35,1%) no rebanho de corte. Os
custos globais foram estimados em US$ 852,4 milhGes na América do Norte (EUA, Canada e
México), US$ 239,7 milhdes na América do Sul (Brasil e Argentina), US$ 137,5 milhdes na
Australasia (Australia e Nova Zelandia) e US$ 68,7 milhdes na Europa (Holanda, Espanha e
Reino Unido).
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No Brasil, estima-se que a neosporose cause uma perda para as propriedades leiteiras,
a nivel nacional, de US$ 51,3 milhGes por ano, enquanto a perda a nivel de propriedade seria
menor do que US$ 100,000/ano. Ja na indastria da carne brasileira estima-se que as perdas
causadas pela Neospora, nacionalmente, cheguem a US$ 101 milhdes (REICHEL et al.,
2013).

2.8 Evitando as perdas com N. caninum

Para reduzir os custos das infeccdes por N. caninum nos rebanhos, diferentes
estratégias tém sido propostas, dependendo do pais ou regido, taxa de infecgdo e fatores de
risco associados. Em propriedades com infeccdo endémica, o método mais eficiente é
identificar os animais infectados e abaté-los ou cruzar seletivamente. Em propriedades com
infeccdo epidémica, o contato entre hospedeiros definitivos e o rebanho deve ser evitado e a
contaminacdo da comida e agua por fezes contendo oocistos deve ser cuidadosamente
controlada. As novilhas ou vacas de reposicdo devem ser testadas para N. caninum ou
compradas de rebanhos livres da infeccdo. O acesso de cdes e animais selvagens as
instalagdes, galpbes, agua utilizada pelos animais e estoque de alimentos, assim como a
tecidos potencialmente infectados de hospedeiros intermediarios deve ser evitado (DUBEY et
al., 2007).

Os dois métodos de manejo reprodutivo que mostraram reducdo na transmissao
vertical sdo a transferéncia de embrides de vacas infectadas para receptoras ndo-infectadas
(LANDMANN et al., 2002) e a inseminagéo de vacas leiteiras soropositivas com sémen de
touros de corte (YANIZ et al., 2010). O cruzamento mostrou ter um efeito positivo na funcéo
de protecdo placentaria, que, segundo Lopez-Gatius et al. (2005) pode ser devido a uma maior
concentracdo de glicoproteinas associadas a prenhez.

Mesmo com todas as estratégias de controle existentes, dificilmente sera possivel
chegar a uma soroprevalencia de zero, por causa da existéncia da transmissao horizontal. Para
que ocorresse a eliminacdo do N. caninum seria necessario um controle tanto da transmissao
vertical quanto da transmiss@o horizontal dentro do rebanho (HASLER et al., 2008 apud
MONNEY et al., 2014). Segundo Dubey et al. (2007) tratamento quimioterapico em animais
soropositivos nao é economicamente interessante, ja que nao existem medicagdes seguras e
efetivas no mercado e o longo periodo de tratamento deixaria a carne e o leite improprios para

0 consumao.
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2.9 Diagnostico da Neosporose

O diagnostico da neosporose depende de uma combinacdo entre historico reprodutivo
do rebanho, sinais clinico e dados laboratoriais. Em animais adultos, a ocorréncia de abortos e
0 nascimento de bezerros fracos ou natimortos sdo sinais sugestivos de neosporose
(ANDREOTTI et al., 2003).

Casos assintomaticos e sinais inespecificos da neosporose dificultam o diagnéstico
clinico da doenca (ANDREOTTI et al., 2003). Consequentemente o diagnostico laboratorial é
imprescindivel para confirmar a infecgéo.

A confirmac&o laboratorial é realizada pelo diagnostico parasitoldgico, com os exames
histopatolégico e imunoistoquimico, reacdo de cadeia polimerase (PCR), e isolamento dos
parasitas mediante inoculacdo de material suspeito em cultivar celular ou em animais de
laboratério. A alternativa é o diagndstico, com a pesquisa de anticorpos contra 0 N. caninum
(ANDREOTTI et al., 2003).

A sorologia é utilizada como método diagnostico nos estudos epidemioldgicos de
abortos por causa de N. caninum. O soro diagnéstico é mais indicado para avaliar a exposi¢édo
e o risco de infec¢Bes por esse parasita no rebanho, do que para diagnéstico de aborto em um
animal (ANDREQOTTI et al., 2003).

Existem muitos tipos de testes que detectam os anticorpos séricos especificos para N.
caninum, principalmente em bovinos e caninos. Os mais utilizados sdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste imunoenzimatico (ELISA). Os testes sorologicos
de RIFI e ELISA necessitam de conjugado, o anticorpo secundario espécie-especifico, para
detectar os anticorpos de N.caninum (ATKINSON et al., 2000).

2.9.1 RIFI

O método de RIFI foi o primeiro teste empregado no diagnostico sorologico da
neosporose, em 1988, sendo utilizado no diagnostico da infeccdo em vérias espécies animais,
como: cdes, raposas, bovinos, ovinos, caprinos, equinos e primatas (ANDREOTTI et al.,
2003).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta é a metodologia de referéncia para pesquisa
de anticorpos de N. caninum, considerada como um teste padrdo para calibracdo e

comparagdo com 0s novos testes. Um resultado positivo no método RIFI é indicado pela
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fluorescéncia de todo o taquizoito, nos soros com titulos moderados a elevados. Uma
fluorescéncia reduzida ocorre nos soros com titulos baixos e nas reagfes cruzadas néo
especificas causadas por infeccdo com espécies relacionadas, como o T. gondii
(ANDREOTTI et al., 2003).

2.9.2 ELISA

O teste ELISA é o principal método sorologico utilizado nas avaliagdes dos rebanhos
de bovinos, com finalidades diagndsticas ou nas pesquisas. O teste imunoenzimatico
apresenta algumas vantagens em relacdo aos métodos da RIFI, tais como a realizacdo de um
maior numero de andlises, rapidez, registro das reacGes realizado de maneira objetiva e o
exame pode ser automatizado (PEREIRA-BUENO et al., 2003).

O valor de corte (cut-off) é determinado com soros de referéncia, caracterizados
geralmente pela RIFI. Nos diferentes tipos de ELISA (sollvel, iscom, recombinante, e no
IFAT-ELISA), o valor da absorbéncia situado acima do valor do cut-off indica um resultado
positivo. Os diferentes antigenos utilizados nos métodos da RIFI, NAT (teste de aglutinacdo
para N. caninum e ELISA podem medir diferentes classes de anticorpos, resultando em uma
varia¢ao nos resultados entre os testes (ANDREOTTI et al., 2003).
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de Estudo

A pesquisa foi realizada no municipio de Sant’Anna do Livramento na regido da
Campanha Gaucha do estado do Rio Grande do Sul. A cidade localiza-se a uma latitude
30°53'27" sul e a uma longitude 55°31'58" oeste, a uma altitude de 208 m.

O clima predominante na regido da Campanha é o CFA (Temperado Subtropical),
segundo classificacdo de Koeppen. Convencionalmente é descrito como um clima subtropical
umido com verdo quente. Ainda segundo esta classificacdo, as estagdes sdo bem definidas,
sendo que a temperatura média do més mais quente € maior do que 22°C e a do inverno fica
compreendida entre -3 e 18°C. Conta-se com precipitacdo todos 0s meses do ano e sem uma

estacdo seca definida.

3.2 Amostras de Estudo

Foi coletado uma amostragem de 10% dos animais em ordenha, totalizando quarenta
amostras de soro de bovinos leiteiros para o levantamento da prevaléncia de infeccdo por N.
caninum em quatro rebanhos no municipio de Sant’Anna do Livramento no Estado do Rio
Grande do Sul.

3.3 Propriedades e Animais

Os critérios adotados para a selecdo dos proprietarios que cederam seus rebanhos para
coleta foram os seguintes: possuir gado leiteiro proprio, facil acesso a propriedade, mais de
trinta vacas em ordenha, dispor de estrutura fisica e instalacdo na propriedade para facilitar a
coleta de sangue.

Os animais que participaram do presente estudo eram animais registrados da raca
Holandesa (Holstein) das variedades Preto e Branco (HPB) e Vermelho e Branco (HVB), em
sua maioria animais com menos de 5 anos. Os rebanhos trabalhados tinham uma producéo
média diaria de leite de 15litros/vaca. Todas as propriedades possuiam mangueiras com

tronco e tesoura onde foi feita a contencdo dos animais para a coleta do sangue.
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A ordenha era do tipo mecanizada em todas as propriedades analisadas, sendo todas no
estilo espinha de peixe. Durante ordenha era realizado o pré e pés dipping em todas as
propriedades analisadas e as vacas ganhavam uma suplementacédo alimentar durante ou apos a
ordenha, composta de concentrado e silagem de milho ou grdo imido. Todas as propriedades
forneciam sal mineral aos animais. Os animais utilizavam &gua de corregos para beber em

todas as propriedades em ao menos algum estagio de sua vida.

3.4 Fatores de Risco

Foram feitas observacOes, durante as visitas as propriedades, de alguns dos principais
fatores de risco associados a transmissdo da neosporose, como ocorréncia de abortos na
propriedade, presenca de cdes, destino das carcacas e produtos de abortamento, presenca de

caninos silvestres.

3.5 Coleta de Sangue

Os animais selecionados (40 fémeas) foram contidos no brete e o sangue coletado por
venopuncao coccigea mediana, jugular ou mamaria (ndo sendo relevante para o teste a origem
venosa ou arterial do mesmo), acondicionado em tubos de ensaio, sem anticoagulante, com
capacidade para 10mL. Posteriormente os tubos foram acondicionados em caixas isotérmicas
contendo gelo e transportados até o laboratério da Universidade Federal do Pampa — Campus
Dom Pedrito. Os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 3 minutos, o soro foi
acondicionado em tubos tipo Eppendorf® com capacidade para 2 ml e mantidos congelados a -

20°C até a realizacdo dos exames soroldgicos.

3.6 Diagnadstico Soroldgico

O diagnostico sorologico foi realizado por meio de ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA) no Laboratério de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Pampa
(UNIPAMPA) - Campus Dom Pedrito, conforme recomendacdes do fabricante do Kit para

Diagndstico in vitro de Neospora caninum por ELISA - Immunodot®.
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Foram utilizadas no exame soroldgico placas sensibilizadas com antigenos solUveis de
Neospora caninum. Os soros bovinos (controle positivo, negativo e amostras-teste) foram
encubados na placa sensibilizada e em seguida foi adicionado o conjugado anti-bovino (IgG
de coelho anti-IgG de bovino), seguido de lavagem com o substrato. Apos a incubagdo com o
substrato, as amostras positivas e controle positivo deveriam se apresentar com coloragéo

amarela e ter sua densidade Optica determinada pelo leitor de ELISA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 40 amostras de soro analisadas, nenhuma apresentou uma densidade Optica
maior ou igual a x2.5 a densidade do controle negativo (0.860), como pode ser verificado na
Tabela 2. A coloragdo amarela intensa caracteristica de um resultado positivo ndo foi vista em
nenhuma amostra além do controle positivo (G5).

Tabela 2 - Resultado da Densidade Optica
1 2 3 4 5 6
0.689 0.455 0.780 0.510 0.410 0.609
0.417 0.385 0.524 0.376 0.372 0.504
0.321 0.357 0.274 0.313 0.432 0.515
0.409 0.314 0.499 0.266 0.367 0.429
0.271 0.233 0.210 0.240 0.344 0.581
0.323 0.245 0.311 0.307 0.318 0.597

0.328 0.245 0.411 0.344 1.565 0.606
Contr. Contr.
Negat. Posit.

® Mmoo w >

Fonte: A Autora (2017)

Os bezerros eram retirados das maes até 12 horas apds o parto e criados
separadamente com fornecimento de leite duas vezes ao dia e racdo a vontade. Os tecidos de
abortamentos ficavam expostos ao ambiente do mesmo modo que carcacas de animais mortos.

Todos os produtores vacinavam contra febre aftosa e brucelose. Todas as vacas
estavam em lactacdo ndo tendo sido levado em conta o numero de prenhezes ou producédo de
leite. A pastagem predominante era 0 campo nativo em estado regular a ruim onde as vacas
permaneciam. Durante o0 inverno os animais pastejavam durante o dia em pastagem de
azevém e/ou aveia. Todas as propriedades possuiam ao menos dois cées, e caes de outras
propriedades circulavam livremente pelas propriedades e consumiam as carcagas de animais
mortos expostas ao ambiente. Em todas as propriedades era praticado o sistema de
inseminacdo artificial com monta natural em vacas que abortam ou retornam ao cio.

O teste ELISA ¢é o mais recomendado para este tipo de analise. Sartor et al (2005)
justificaram que utilizaram o ELISA por apresentar sensibilidade de até 98%, especificidade

de 100%, menor tempo de execucdo, precisao e custos menores.



33

Em todas as propriedades houve relatos de abortos e reabsorcdo fetal, em anos
anteriores, sendo que em um dos rebanhos haviam sido diagnosticadas 17 vacas com
neosporose alguns anos antes deste trabalho. Entretanto, percebe-se que a maioria das vacas
que apresentam abortos ou reabsorcdo embrionaria acabam sendo eliminadas pelos
produtores, que necessitam que as gestacdes sejam levadas a termo para que possa haver
producdo de leite. Esta pratica é talvez a principal forma de controlar a doenca.

Outro manejo que pode estar relacionada a auséncia da doenca € o fato de que bovinos
leiteiros, na regido estudada, geralmente recebem suplementacdo mantida embalada (silagem
dado que as chances de contaminagdo por N. caninum neste tipo de alimento sdo minimas,
especialmente em relacéo ao pasto. No entanto, Hasegawa et al. (2004), observaram, em gado
de corte, na regido de Avaré (SP), que a suplementacdo de inverno (milho, e silagem, cana de
acucar e napier), ndo influenciou no indice de infeccdo para N. caninum.

Grande parte dos animais avaliados apresentava pouca idade (vaquilhonas e
primiparas). Este também pode ser um dos fatores da ndo deteccéo do parasito nos rebanhos,
visto que quanto mais tempo exposto aos fatores de risco maior a chance de contaminacgéo do
animal. Entretanto, dados de idade dos animais ndo foram coletados.

Verificou-se que todas as propriedades possuiam dois ou mais caes e/ou que cdes de
propriedades vizinhas costumavam vagar pelas propriedades. Em todas as propriedades as
carcacas ficavam expostas ao ambiente, onde 0s cées e outros animais tem acesso, servindo de
meio de propagacdo de doencas. Da mesma maneira, 0s produtos de abortamento ficavam
expostos ao ambiente.

A auséncia de anticorpos contra N. caninum em vacas que abortaram poderia excluir a
neosporose como a causa do aborto. Segundo Andreotti et al. (2003) o fato de alguns
individuos ndo serem capazes de sintetizar anticorpos detectaveis contra o parasita, por causa
da imunotolerancia inata ou adquirida, poderia explicar o resultado obtido. O nimero de
anticorpos pode estar relacionado com a exposicao do antigeno, e a maior exposicao coincidir

com o aborto.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem auséncia de N. caninum nas propriedades
Municipio de Santana do Livramento-RS. No entanto mais estudos devem ser conduzidos,
utilizando maior numero de animais e uma maior variedade de propriedades, alocadas em
diferentes regides e com diferentes niveis de manejo.

O fato de eliminar-se vacas que apresentam perdas embrionarias e fetais € uma boa
maneira de diminuir-se a prevaléncia da neosporose. Outros manejos como eliminar residuos
de partos e abortos (placentas e fetos) e diminuir a incidéncia de cdes vagando pelos campos

também podem ser eficazes.
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