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PESQUISA DE Neospora caninum EM VACAS E FETOS EM
MATADOUROS NOS ESTADOS DE PERNAMBUCO E ALAGOAS,
BRASIL

RESUMO: A Neosporose bovina é uma doenca infecciosa causada pelo
Neosporacaninum, parasito intracelular obrigatorio, sendo considerada uma das
principais causas de aborto na espécie bovina em diversos paises. Objetivou-se estudar a
ocorréncia de N.caninum em vacas e fetos nos Estados de Pernambuco e Alagoas,
Brasil. Foram coletadas 306 amostras de soro sanguineo de vacas abatidas e 30 fetos
nos Estados de Pernambuco e Alagoas. Para o diagnostico soroldgico utilizou-se a
técnica de reacdo de Imunoflurescéncia Indireta (RIFI) com ponto de corte 1:200para 0s
soros das vacas e para os soros fetais utilizou ponto de corte 1:25 a pesquisa do DNA
parasitario utilizou-se tecidos fetais submetidos a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Na sorologia, observou-se 39/306 (12,6%) das vacas positivas €5/30
(16,7%) dos fetos positivos. Na deteccdo do parasito 8/30 (26,6%) dos fetos foram
positivos na PCR. Os resultados obtidosnesteestudoguanto a presenca do parasito nos
fetos sdo inéditos para a regidoestudada e permitem concluir que este agente deve ser
incluido no estudo das causas de aborto naespécie bovina nestaregido do Brasil.

PALAVRAS-CHAVES: neosporose, diagndstico, bovinos



Neospora caninum IN SEARCH FETAL AND COWS IN THE
SLAUGHTERHOUSE STATES OF PERNAMBUCO AND
ALAGOAS, BRAZIL

SUMMARY: The bovine neosporosis is an infectious disease caused by Neosporacaninum,
obligate intracellular parasite, and is considered a major cause of bovine abortion in various
countries. The objective was to study the occurrence of N. caninum in cows and fetuses in the
states of Pernambuco and Alagoas, Brazil. We collected 306 blood serum samples from
slaughtered cows and 30 fetuses in the states of Pernambuco and Alagoas. For serological
diagnosis, we used the technique of immunofluorescence reaction (RIFI) with a cutoff 1:200
for sera of cows and fetal sera used cutoff 1:25 parasitic DNA research, we used tissue fetal
submitted to the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). Serological assays, we
observed 39/306 (12.6%) of the positive cows and 5/30 (16.7%) of positive fetuses. To detect
the parasite 8/30 (26.6%) of fetuses were PCR positive. The results of this study as the presence
of parasites in fetuses are unprecedented for this region and allow us to conclude that this agent

should be included in the study of causes of bovine abortion in this region of Brazil.

KEYWORDS:neosporosis, diagnosis, cattle
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1 - INTRODUCAO

A neosporose € uma doenga parasitaria causada por um protozoario denominado
Neospora caninum (DUBEY et al., 1988); é considerada uma das principais causas de
abortamentos em bovinos em varias regides do mundo (THILSTED; DUBEY, 1989,
ANDERSON et al., 1991, DUBEY; LINDSAY, 1996, DUBEY, 1999). Os abortos geralmente
ocorrem a partir do terceiro més de gestacdo e também podem ocorrer natimortos e bezerros
com sinais clinicos neuroldgicos devido as lesdes inflamatorias do sistema nervoso central
(SNC) ou ainda nascerem clinicamente sadios, mas cronicamente infectados devido a
transmissao transplacentéaria (DUBEY ; LINDSAY, 1996).

E reconhecida como uma enfermidade de grande impacto econdmico por ser
considerada uma das principais causas de distarbios reprodutivos em bovinos (SARTOR et
al., 2005). Entre as perdas econdmicas associadas a doenca esta 0 aborto e a baixa taxa de
desfrute que representam uma perda econdmica de 27,3% da receita total no momento da
venda de bezerros, com reducédo na rentabilidade de R$ 66.372,39 para um sistema produtivo
com 1.000 novilhas (BARROS et al., 2010)

Relatos desta doenca no Brasil surgiram no ano de 1996 em bovinos com histérico de
aborto (BRAUTIGAM et al., 1996). A deteccdo deste parasito em fetos bovinos abortados
ocorreu no ano de 1998 em uma propriedade onde alguns animais haviam apresentado
sorologia positiva para N. caninum na Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
(GONDIM et al., 1999).

Embora a infec¢do por N. caninum ja tenha sido relatada em diversos Estados
brasileiros, poucos sdo 0s estudos sobre os aspectos epidemioldgicos da neosporose em
algumas regibes. Desta forma e considerando os escassos trabalhos realizados em alguns
Estados da regido Nordeste do pais sobre a ocorréncia da infecgdo por este parasito em
bovinos, objetivou-se com este estudo contribuir com dados regionais sobre a ocorréncia da

infeccdo em vacas e fetos em matadouros nos estados de Pernambuco e Alagoas.
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2—-OBJETIVOS

2.1 — Geral:

Estudar a ocorréncia da infeccdo por Neospora caninum em vacas e fetos nos Estados de

Pernambuco e Alagoas

2.2 — Especificos:

Realizar pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em vacas e fetos nos estados de

Pernambuco e Alagoas

Pesquisar a presenca de Neospora caninum em amostras de fetos procedentes dos estados de

Pernambuco e Alagoas.
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3 - REVISAO DE LITERATURA

3. 1 — Histdrico da neosporose

Na Noruega, em 1984, foi observado um protozoario semelhante ao Toxoplasma
gondii (T. gondii) em tecidos de cdes de raca boxer, porém, 0s animais ndo apresentavam
anticorpos contra T. gondii nos exames soroldgicos. Os pesquisadores levantaram a hipotese
de que um parasito imunologicamente distinto de T. gondii teria causado a morte dos cées
(BJERKAS et al., 1991). Posteriormente, revisaram os casos clinicos e os cortes histoldgicos
de 23 cdes com diagndstico ou suspeita de toxoplasmose, examinados em um Hospital
Veterinario em Boston, nos Estados Unidos, através de microscopia eletrdnica de transmisséo
e técnicas imunohistoquimicas. Em treze destes cdes foi identificado T. gondii e em dez deles
foi identificado um novo parasito incluido no género Neospora e espécie Neospora caninum.
Foi reconhecido como protozoario distinto de T. gondii, pois apresentava algumas diferencas
estruturais e ndo reagia com o soro anti-T gondii no teste de imunoperoxidase e também se
isolou o protozoario em cultivo celular, camundongos e em cdes inoculados com tecidos dos
caes sabidamente infectados. As principais lesdes observadas em 20 cdes estudados foram:
meningoencefalomielite, miosite, poliradiculoneurite e encefalomielite e sinais de paralisia de
membros posteriores (DUBEY et al.,1988).

Os primeiros relatos de infec¢do por N. caninum em bovinos com sinais de aborto no
Brasil foram feitos no ano de 1996 (BRAUTIGAM et al., 1996).

Em Pernambuco o primeiro relato da infec¢do por N. caninum em vacas leiteiras foi
feito por Silva et al. (2002) no municipio de Gravata, que observaram uma frequéncia de
31,7% (163/469). Estas amostras séricas foram testadas pela Reac¢do Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), utilizando ponto de corte a diluicdo de 1:200.

No Estado de Alagoas, SOUZA (2011) estimaram uma frequéncia de 7,6% (77/1004)
em 17 propriedades leiteiras da microrregido de Batalha/AL, através do teste de Reacdo de

Imonufluorescéncia Indireta (RIFI), com um ponte de corte de 1:200.



13

3.2 — Etiologia

Neospora caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem Coccida,
familia Sarcocystidae (ELLIS et al., 1994). Apresenta ciclo de vida semelhante ao do T.
gondii, porém com capacidade antigénica distinta e auséncia de reatividade cruzada em
analise soroldgica (BJORKMAN; UGGLA, 1999).

No hospedeiro definitivo (HD) ocorre a fase sexuada e no hospedeiro intermediario
(HI) ocorre a fase assexuada. Os cées (HD) se infectam ao consumir tecidos infectados com o
parasito na forma cistica oriundos dos hospedeiros intermediarios como 0s bovinos, caprinos
e ovinos, entre outros. Em seguida ocorre a fase sexuada no HD, com a multiplicacdo do
parasito no intestino e liberacdo dos oocistos nas fezes (COLLERY, 1996).

No ambiente, estes oocistos se desenvolvem em esporozoitos em um processo
chamado esporulagdo (DUBEY et al., 2002) . Os oocistos esporulam entre 24 a 72 horas sob
condicdes 6timas (LINDSAY et al., 1999).

Além dos caes, os coiotes (Canis latrans) sdo considerados hospedeiros definitivos e
eliminam oocistos de N. caninum nas fezes (GONDIM et al., 2004). Esses autores
alimentaram quatro coiotes jovens com tecidos de bezerros infectados experimentalmente
com taquizoitos e oocistos de N. caninum e observaram que entre o oitavo e décimo dia da
infeccdo oral, um coiote eliminou cerca de 500 oocistos do parasito que foram confirmados na
PCR.

O HI se infecta ingerindo alimentos contaminados com fezes contendo oocistos
esporulados. No estdbmago do HI, os oocistos se rompem pela acdo mecanica, liberando os
esporozoitos que invadem os tecidos que sofrem multiplicacdo assexuada originando
taquizoitos mdveis, que se desenvolvem dentro de vacuolos parasitéfagos em varias células
como neurdnios, macrofagos, fibroblastos e midcitos (COLLERY ., 1996).

Nos HI, os bradizoitos (forma lenta de multiplicagdo) sdo encontrados no tecido
nervoso e podem ficar em laténcia por meses ou anos, restabelecendo o ciclo quando
consumido por um HD (DUBEY; LINDSAY, 1996). Encontram-se dentro dos cistos
teciduais, como forma de protecédo contra reagcdes imunologicas e fisioldgicas do hospedeiro
(FUCHS et al.,, 1998). Os cistos apresentam forma arredondada e sua parede é lisa,
apresentando ramificacGes e sua espessura depende do tempo de infeccdo. Os taquizoitos

(forma réapida de multiplicacdo rapida) sdo ovoides, possuem trés organelas secretoras
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diferentes que participam da invasao, formacdo e manutencao do vacutolo parasitéfago, o que
permite a sobrevivéncia e proliferacdo do parasito (HEMPHILL et al., 1996).

Quanto a resisténcia dos oocistos no ambiente, ainda ndo se sabe muito (DUBEY,
2003), porém em trabalho recente realizado por Alves Neto (2009) demonstrou que 0s
oocistos sdo sensiveis ao calor a 100 °C por um minuto e hipoclorito de sédio a 10% por uma
hora.

3.3 — Ciclo Bioldgico

De acordo com Dubey, 2003 o N. caninum possui varios hospedeiros intermediarios
gue podem ser tanto animais domésticos como o bovino, ovelha, cabra, equinos, bufalos e
Ihamas dentre outros, quanto silvestres, como veado, felinos selvagens, antilopes e pacas. Os
hospedeiros intermediérios se infectam via transplacentéria (transmissdo vertical) ou através
da ingestdo de alimentos ou agua contaminados com oocistos ou placentas infectadas
(transmissdo horizontal). Ja os hospedeiros definitivos se infectam pela ingestdo de placenta,

carne e visceras de fetos abortados de vacas infectadas (figura 1).

Figura 1: Ciclo bioldgico do Neospora caninum Fonte : DUBEY ., 1999



15

Anticorpos contra N. caninum encontrados nos fetos podem confirmar a infeccéo por
este protozoério, no entanto, a resposta imunologica depende de alguns fatores como o estagio
de desenvolvimento fetal, nivel de exposicdo e tempo entre a infeccdo e a coleta de sangue,
podendo ocorrer falso-negativos (DUBEY e LINDSAY, 1996). Por outro lado, a presenca de
anticorpos assegura a ocorréncia da infeccdo congénita sem a interferéncia da imunidade
passiva.

Uma vez adquirida a infeccdo, os animais permanecem infectados por toda a vida, pois
ndo ha tratamento; os animais podem transmitir a infec¢éo aos seus descendentes em diversas
gestacBes, consecutivas ou ndo, com porcentagem que varia de 50% a 95% (PARE et al.,
1996; WOUDA et al., 1998).

A transmissdo do parasito via sémen contaminado também foi pesquisada. O DNA do
parasito foi detectado em amostras de sémen de touros soropositivos para N.caninum
(ORTEGA-MORA et al, 2003). Em outro estudo, Sémen bovino contaminado
experimentalmente com taquizoitos de N. caninum induziu infeccdo em vacas que foram
inseminadas (SERRANO-MARTINEZ et al.,, 2007). Diante da comprovacdo de que o
parasito pode estar presente no sémen de bovinos naturalmente infectados, deve-se investigar
0 potencial do sémen na transmisséo de N. caninum.

Atualmente, N.caninum foi confirmado em colostro de vacas infectadas o que também
deve ser investigado como uma nova via de transmissdo do parasito (MOSKWA et al., 2007).
Bezerros que receberam leite com taquizoitos soroconverteram, mas ndo apresentaram sinais
clinicos ou lesdes teciduais; na PCR de cérebro e coracdo ndo foi detectado DNA de
N.caninum (DAVISON et al., 2001). Entretanto, o colostro de vacas soropositivas foi
avaliado e o DNA do parasito foi confirmado por PCR, o que representa uma via potencial de

transmissdo deste coccidio entre bovinos (MOSKWA et al., 2007).

3.4 -Aspectos epidemiologicos

N. caninum pode infectar varias espécies de mamiferos como hospedeiros naturais
(bovinos, bubalinos, ovinos, caprinos, caes, raposas e coiotes, cervideos e camelos) e

experimentais (suinos, leporinos, felinos, raposas, dingos e coiotes, e camundongos, ratos e
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gerbils, guaxinins e primatas) (DUBEY, 1999; DUBEY e LINDSAY, 2000; GONDIM et al.,
2001; GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLLI, 2006).

Em ruminantes, os mecanismos de infeccdo por N. caninum sdo caracterizados pela
transmisséo vertical e horizontal; nesta Ultima os bovinos podem se infectar pela ingestdo de
oocistos eliminados nas fezes de cdes e coiotes (GONDIM et al., 2004). A transmissao
vertical é a principal forma de manutencdo do agente nos rebanhos bovinos com abortamentos
enzootico (ANDERSON et al., 2000), pois a maioria das infec¢cbes congénitas resulta em
bezerros clinicamente normais, porém persistentemente infectados (SARTOR et al., 2005).

Também chamada de transplacentaria a transmissdo vertical é a principal via de
disseminacdo da N. caninum, onde novilhas infectadas, que se apresentam saudaveis quando
adultas, podem transmitir o agente para o feto que é particularmente vulneravel, contribuindo
para a manutencdo do parasito no rebanho bovino. Ha relatos que esta via seja responsavel em
pelo menos 36,8% em novilhas positivas para neosporose (ANDERSON et al., 1997; INNES
et al., 2005)

A presenca de anticorpos especificos para N. caninum em amostras de soro de vacas
que abortaram ndo demonstra uma infeccdo ativa e nem se pode afirmar que o agente foi
responsavel pelo aborto; apenas que o animal foi exposto ao agente (DUBEY, 1999).

Pesquisas sorologicas tém sugerido que titulos >200 (RIFI) sdo especificos para
infeccdo por N. caninum (GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLI, 2006, DUBEY et
al.,1996 ). Ragozo et al. (2003) sugerem que o animal esta na fase aguda da doenca quando a
deteccdo de titulos na RIFI ¢é igual ou maior que 800. Além disso, titulos iguais ou acima de
800 também foram encontrados em fetos abortados, supondo tratar-se de primeira exposicao
do concepto ao parasito (GUEDES et al., 2008).

A prevaléncia da infeccdo por N. caninum no Brasil pode variar de acordo com a
regido e estudos demonstraram que a frequéncia de animais positivos encontra-se entre 8,80 a
50,74 (Tabela 01).



Tabela 1 — Registro da infecg&o por Neospora caninum em bovinos nos diversos Estados

do Brasil
Estados Autor Ano Técnica FR (%)
empregada
Bahia GONDIM et al 1999 RIFI 14,09
Séo Paulo COSTA et al 2001 RIFI 16,83
Minas Gerais COSTA et al 2001 RIFI 49,17
Pernambuco SILVA et al. 2002 RIFI 31.70
Rio Grande do Sul CORBELLINI et al. 2002 RIFI 11,20
Rio de janeiro RAGOZO et al. 2003 RIFI 14,70
Minas Gerais RAGOZO et al. 2003 RIFI 29.00
Séo Paulo HASEGAWA et al. 2004 RIFI 15,57
Amazonas AGUIAR et al. 2006 RIFI 8,80
Rio de Janeiro MUNHOZ et al. 2006 RIFI 25,70- 20,38
Goias MELO et al. 2006 RIFI 30,40
Rio Grande do Sul VOGEL et al. 2006 ELISA 11,40
Rio Grande do Sul CORBELLINI et al. 2006 RIFI 17,80
Mato Grosso do Sul MELO et al. 2008 RIFI 9,17
Parana LOCATELLI-DITTRICH et al. 2008 ELISA 33,00
Espirito Santo FANTI et al. 2009 RIFI 17,50
Mato Grosso BENETTI et al. 2009 RIFI 53.50
Goias MOREIRA et al. 2010 RIFI 43,4
Maranhéo TEXEIRA et al. 2010 RIFI 50,74
Rio Grande do Sul PINHEIRO et al. 2011 ELISA 50,37
Tocatins NEKITA et al. 2011 RIFI 25,00

Fonte: Adaptado de Souza (2011)

3. 5 — Patogenia e Sinais Clinicos

Cées e outros carnivoros podem ser infectados naturalmente pela ingestdo de cistos
presentes principalmente no sistema nervoso central (Dubey, 1999.) pela ingestdo de
placentas infectadas de bovinos e muasculos infectados ou ainda ser infectado verticalmente
durante a vida intrauterina (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Apos causar a morte celular devido a multiplicacdo dos taquizoitos, o protozoario
atinge as celulas alvo pela via sanguinea e linfatica. O parasito precisa reconhecer a celula

hospedeira para estabelecer a infeccdo; proteinas sdo usadas como receptores do parasito que
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parece invadir a célula hospedeira por meio do fechamento das membranas até ser englobado
pela membrana do vactolo parasitéfago (HEMPHILL et al., 1996). O protozoéario provoca
mudancgas metabdlicas no hospedeiro, favorecendo a invasdo e depois da penetracdo, o
vacuolo se desloca para o interior da célula hospedeira. No fim do desenvolvimento
intracelular, o vactolo parasitdéfago se desintegra antes da lise da célula hospedeira e os
taquizoitos vao infectar células adjacentes, se transformam em bradizoitos que sdo capazes de
formar cistos teciduais e persistir por varios anos sem provocar sinais clinicos (FUCHS et al.,
1998).

As vacas infectadas, geralmente séo portadoras e apresentam como sinal apenas os
abortos, que se concentram no segundo terco da gestacdo, sendo a média em torno do quinto
més e meio. A infeccdo ainda pode resultar mumificacdes, mortes no Utero seguida de
reabsorcBes e natimortos, além do nascimento de bezerros com sintomatologia nervosa ou
clinicamente sadios, mas cronicamente infectados (DUBEY, 2003). A causa do aborto é de
dificil determinacdo, mas a inflamagdo e necrose difusa sdo achados caracteristicos no
coracdo do feto e na placenta, sendo que a morte fetal provavelmente ocorra devido a
miocardite (BUXTON et al., 1998).

. Em ruminantes, a placenta ndo permite a transferéncia de imunoglobulina materna
para a circulacdo fetal. Desta forma, qualquer anticorpo no soro pré-colostral é derivado do
feto que indica uma resposta imune ativa contra o parasito (CARDOSO et al., 2008).

Nas vacas infectadas pode ocorrer a reativacdo da infeccdo em decorréncia da
imunossupressao fisiologica da gestacdo de origem enddcrina, resultando na transmisséo
transplacentaria do protozoario ao feto (INNES et al., 2002). Durante este processo de
reativacdo, 0 protozoario deixa os cistos teciduais na forma de taquizoitos que atravessam a
placenta e atinge o embrido ou o feto (GUY et al., 2001).

O sistema imunoldgico de bovinos se desenvolve de forma progressiva durante a
gestacdo. No primeiro trimestre, o feto € vulneravel as infecgdes por micro-organismos, uma
vez que os o6rgdos linféides como o timo, bago e linfonodos ndo apresentam completo
desenvolvimento. No segundo trimestre, o feto é capaz de desenvolver uma resposta
imunolégica a varios patogenos (INNES et al., 2005). Assim, quando a infeccdo por N.
caninum ocorre no primeiro trimestre de gestacdo, aumenta a ocorréncia de morte fetal. No
segundo terco, uma resposta rudimentar comeca a ser estabelecida, apesar de nao ser
suficiente para protegé-lo, uma vez que a maioria dos abortos acontece nesse periodo
(ANDERSON et al., 2000). Quando a infecgdo ocorre no Gltimo terco de gestacdo geralmente

o feto sobrevive, podendo nascer infectado e apresentar-se clinicamente sadio ou néo
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(BUXTON et al., 2002). Também podem apresentar exoftalmia e aparéncia assimétrica dos
olhos. Entretanto, deve-se destacar que estes casos sdo pouco frequentes e que a grande
maioria dos bezerros infectados congenitamente nao apresenta sinais clinicos (PICOUX et al.,
1998).

Diferencas nos sinais clinicos dependem da idade do feto, do estigio de
desenvolvimento do sistema imune, tempo de exposi¢do ao parasito e distribuigdo das lesoes
no SNC. Os sintomas nervosos sdo devido a destruicdo de grande nimero de células dos
nervos craniais e espinhais o que afeta a condutividade. Miosites e deformidades dos
membros sdo devido a degeneracdo muscular (ANDERSON et al., 1997).

Os bezerros cronicamente infectados representam importante papel na cadeia
epidemioldgica da enfermidade por manterem o agente no rebanho (DUBEY, 2003). O
aparecimento dos sinais clinicos em bezerros nascidos de méaes infectadas ocorre em cerca de
cinco dias ap6s o nascimento (GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLLI, 2006).

As lesbes macro e microscopicas concentram-se no feto abortado e na placenta. Os
fetos podem estar autolisados ou mumificados, sendo esta ultima forma relativamente comum
nos abortos causados por este parasito. Em certos casos se observa unicamente o esqueleto
6sseo, tendo em vista que o restante dos tecidos pode ser reabsorvido no utero ou o feto ser
eliminado com a placenta. Raras sdo as alteracdes macroscopicas que se apresentam na
musculatura esquelética ou cardiaca, em forma de pequenas areas esbranquicadas que se
aprofundam ao corte (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

3. 6 — Diagnostico

Diversas sdo as técnicas empregadas no diagnostico da neosporose bovina, podendo

dividir-se em dois grupos.
3.6.1 -Diagnostico parasitoldgico
Revelam a presenca do parasito e neste grupo incluem os seguintes testes:

histopatologia, imunohistoquimica, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), isolamento do
agente em cultivo celular ou bioprova (BJORKMAN e UGGLA, 1999).
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O exame histopatoldgico, imunohistoquimico e o método da PCR sdo os mais
utilizados para o diagnoéstico de aborto bovino por N. caninum. A associagdo dessas técnicas
de diagnostico com informacGes referentes ao histérico do rebanho e sorologia da mae
aumenta a probabilidade de detectar a infeccdo por N. caninum nos fetos bovinos
(GOTTSTEIN etal., 1998; BASZLER et al., 1999).

Varios métodos baseados em PCR foram desenvolvidos nos dltimos anos, visando a
regido ITS1 do parasito e a sequéncia Nc-5 especifica de Neospora, com diferentes
modificagdes como Nested ou Semi-nested PCR, na intencdo de aumentar a sensibilidade e
especificidade da técnica (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002).

No cultivo celular, o cérebro e a medula espinhal de bovinos, fetos e bezerros, sdo as
principais amostras biologicas empregadas para o isolamento de Neospora caninum
(LOCATELLI-DITTRICH, 2004).

3.6.2 - Diagndstico sorologico

Estes testes sdo empregados para evidenciar a presenca de anticorpos e as técnicas
mais utilizadas sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), método imunoenzimatico
(ELISA), Western Blot e o teste de aglutinacéo direta (PITEL, 2001).

A RIFI foi a primeira prova soroldgica utilizada para deteccdo de anticorpos anti-
Neospora caninum. E baseada no principio da fixacdo de taquizoitos do protozoério em
laminas de microscopia e utilizacdo de conjugado anti-lIgG bovina marcado com isotiocianato
de fluoresceina (BJORKMAN e UGGLA, 1999).

Como os taquizoitos utilizados na RIFI apresentam-se intactos, o teste detecta
principalmente os anticorpos direcionados para antigenos presentes na superficie celular do
parasita (ANDRIANARIVO et al., 2001). Pesquisas epidemiolégicas em diversos outros
hospedeiros tém demonstrado que a RIFI apresenta uma pequena ocorréncia de reacéo
cruzada com outros parasitos (TREES et al., 1994). E considerada referéncia para detectar
anticorpos anti-N. caninum e tem sido usada em cées, raposas, gatos, bovinos, caprinos,
ovinos, bufalos, equinos, roedores e primatas (BJORKMAN; UGGLA, 1999).

O primeiro teste de ELISA para neosporose foi padronizado e descrito por Bjérkman

et al. (1994). O teste imunoenzimatico apresenta algumas vantagens em relacdo a RIFI como
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a realizacdo de um maior numero de anélises, rapidez, registro das reagdes realizado de
maneira objetiva e o0 exame pode ser automatizado (PEREIRA-BUENO et al., 2003).

O Western Blot (Immunoblotting) também é utilizado como teste confirmatério em
varias espécies animais. Os antigenos imunodominantes utilizados nesta prova possibilitam

evidenciar soros com baixos titulos (PINHEIRO et al., 2005).

3. 7—Controle e prevencao

As medidas de prevencdo e controle da neosporose muitas vezes podem tornar-se
inviaveis economicamente ou pouco praticas (MUNHOZ, 2009), pois ainda ndo hé tratamento
efetivo. Nos ultimos anos, outros desafios para o controle da neosporose tornaram-se
conhecidos, como a descoberta de novos hospedeiros de N. caninum (GONDIM, 2006), a
possibilidade de outras vias de transmissdo do parasito, como através do sémen
(ORTEGAMORA et al., 2003) e dificuldades no diagndstico preciso da infeccdo (GONDIM,
2008).

Segundo Dubey (2003) a adocdo de medidas de controle é de grande importancia, tais
como: reducdo da exposicdo de cdes a tecidos infectados como placenta e fetos abortados;
reducdo do nimero de cdes coabitando com o rebanho; uso de maternidades individuais; no
caso de transferéncia de embrides, uso somente de receptoras soronegativas; compra de
animais com pelo menos dois resultados negativos para N. caninum. Para Moen, Wouda e
Mul (1998), deve-se sempre investigar a causa de aborto, enviando feto e placenta e para
French et al. (1999), eliminagdo de animais soropositivos atraves de uma avaliagdo soroldgica

e historico reprodutivo
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Neospora caninum EM BOVINOS EM MATADOUROS NOS ESTADOS DE

PERNAMBUCO E ALAGOAS, BRASIL

RESUMO: A neosporose bovina é uma doenca infecciosa causada pelo Neospora caninum,
parasito intracelular obrigatério, sendo considerada uma das principais causas de aborto na
espécie bovina em diversos paises. Objetivou-se estudar a ocorréncia de N. caninum em vacas
e fetos nos Estados de Pernambuco e Alagoas, Brasil. Foram coletadas 306 amostras de soro
sanguineo de vacas abatidas e 30 fetos nos Estados de Pernambuco e Alagoas. Para o
diagndstico soroldgico utilizou-se a técnica de reacdo de Imunoflurescéncia Indireta (RIFI)
com ponto de corte 1:200 para 0s soros das vacas e para 0s soros fetais utilizou ponto de corte
1:25 a pesquisa do DNA parasitario utilizou-se tecidos fetais submetidos a técnica da Reacdo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Na sorologia, observou-se 39/306 (12,6%) das vacas
positivas e 5/30 (16,7%) dos fetos positivos. Na deteccdo do parasito 8/30 (26,6%) dos fetos
foram positivos na PCR. Os resultados obtidos neste estudo quanto a presenca do parasito nos
fetos sdo inéditos para a regido estudada e permitem concluir que este agente deve ser

incluido no estudo das causas de aborto na espécie bovina nesta regido do Brasil.

PALAVRAS-CHAVES: neosporose, diagndstico, bovinos



Introducéo

Neosporose bovina é uma doenga cosmopolita causada pelo N. caninum (DUBEY et
al., 1988). Essa doenca é considerada uma das principais causas de aborto em bovinos no
mundo, sendo responsavel por grandes prejuizos econdmicos em rebanhos de corte e leite
(DUBEY; LINDSAY, 1996).

Na América do Sul, rebanhos positivos para N. caninum foram notificados na
Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela (MOORE, 2005).

A transmissdo vertical é considerada a principal forma de manutencdo do parasito nos
rebanhos bovinos (DUBEY et al., 1988) .

O primeiro relato de infeccdo por N. caninum em bovinos com sinais de aborto no
Brasil foi feito no ano de 1996 no Estado de Sdo Paulo (BRAUTIGAM et al., 1996).

Guedes et al. (2008) realizaram estudo sobre a ocorréncia de anticorpos anti-N.
caninum em soros de vacas e fetos em matadouro e concluiram que N. caninum deve ser
incluido no diagnéstico diferencial em casos de abortamento em bovinos no Estado de Minas
Gerais, Brasil.

Quando essa infeccdo atinge o feto em um periodo em que seu sistema imune ainda
ndo esta suficientemente desenvolvido ocorre a multiplicacdo do protozoério, levando-o a
morte geralmente até o 6 més de prenhes (LINDSAY e DUBEY, 1990).

Considerando a escassez de informacdes sobre a infeccdo por este parasito nos Estados
de Pernambuco e Alagoas, objetivou-se estudar a ocorréncia de infeccdo por N. caninum em

vacas em matadouros.



Material e métodos

Area de estudo

As amostras foram coletadas em dois matadouros com Inspe¢do Municipal, sendo um
localizado na cidade de S&o Joaquim do Monte, Pernambuco e outro na cidade de Vigosa,
Alagoas. A cidade de S&o Joaquim do Monte encontra-se na Mesorregido do Agreste,
Microrregido do Brejo Pernambucano. Situa-se a uma latitude 08°25'57" Sul e a uma
longitude 35°48'16" Oeste, com uma populacdo bovina de 23.504 cabecas (IBGE, 2010). A
cidade de Vicosa esta localizada na Mesorregido do Leste Alagoano na Microrregido Serrana
dos Quilombos, possui referéncias geograficas: 9°22°17°” Sul e longitude 36°14°27°’Oeste.

Possui um efetivo de bovinos 31.900 cabecas (IBGE, 2010).

Obtencdes das amostras bioldgicas

Foram colhidas um total de 306 amostras de sangue de vacas, onde 133 pertencentes
ao estado de Pernambuco e 173 do Estado de Alagoas, e 30 amostras de sangue fetal, 3 do
Estado de Pernambuco e 27 do Estado de Alagoas, independente do estagio de gestacdo e
histérico de problema reprodutivo. A coleta das amostras foi realizada na linha de abate por
meio de puncdo da veia jugular (vacas) ou diretamente do coragéo (fetos). Apos a retracdo do
coagulo sanguineo, as amostras séricas foram armazenadas em temperatura de freezer até o
momento do processamento. Além disso, também foram colhidas amostras de coragéo e

cérebro de 30 fetos que foram mantidos congelados até o seu processamento.

Processamento das amostras
Para a pesquisa de anticorpos anti-N caninum foi empregada a técnica de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Como antigeno utilizou-se taquizoitos da cepa NC-1,



mantidos em cultura de células VERO e utilizados para sensibilizar as laminas. Como
anticorpo secundario foi utilizado o conjugado comercial anti-bovino IgG (Sigma, USA,
F7887) marcado com isotiocianato de fluoresceina. Foram utilizadas nas reacGes soros
controle positivo e negativo. Considerou-se positivo, 0 soro que apresentou titulo 200 para
vacas e 25 para fetos com completa fluorescéncia da superficie dos taquizoitos de N. caninum
(DUBEY; SCHARES, 2006).

As amostras de cérebro e coracdo foram submetidas a extracdo de DNA, utilizando-se
kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega®) de acordo com o protocolo do
fabricante.

Para a PCR foram  utilizados os pares de  primers (Np21=5’
GGGTGTGCGTCCAATCCTGTAAC 3’) e (Np6=5" CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT
3%). As reagdes de amplificacdo foram realizadas para volume final de 12,5uL contendo:
2,5uL de DNA gendémico; 0,5uL de cada primer (Np21 e Np6); 2,75uL de Agua Mili-Q
ultrapura e 6,25uL de MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de acordo com o protocolo
do fornecedor. O perfil térmico das etapas de reacdes foram feitas em um termociclador
BIOER XP Thermal Cycler (YAMAGE et al. 1996).

Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com Blue Green (LGC®), visualizados através de luz ultravioleta e

fotodocumentados.

Resultados
Do total de amostras estudadas dos municipios para anticorpos anti-N. caninum em
soros de vacas, observou-se 12,7% (39/306) de animais positivos, sendo 17,3% (23/133) em

Sdo Joaquim do Monte, PE e 9,3% (16/173) no municipio de Vigosa, AL (Tabela 1).



Tabela 1. Pesquisa anticorpos anti-Neospora caninum em vacas abatidas nos estados de

Pernambuco e Alagoas, 2011

Total de Positivas Negativas
Municipio/Estado amostras FA FR (%) FA FR (%)
S&o Joaquim do Monte/PE 133 23 17,3 110 82.7
Vicosa/AL 173 16 9,3 157 90,7

FA frequéncia absoluta — FR frequéncia relativa

Na sorologia dos fetos observou-se 16,7% (5/30) de amostras positivas, sendo uma
com titulo 200 e quatro com titulo 25. Todas as amostras positivas foram procedentes do

Estado de Alagoas (Tabela 2).

Tabela 2. Pesquisa anticorpos anti-Neospora caninum em soros fetais nos Estados de

Pernambuco e Alagoas, 2011

Total de Positivas Negativas
Municipio/Estado amostras FA FR (%) FA FR (%)
Sé&o Joaquim do Monte/PE 3 - - 3 100,0
Vigosa/AL 27 5 18,6 22 81,4

FA frequéncia absoluta — FR frequéncia relativa

Na PCR dos fetos em Séo Joaquim do Monte, observou-se (6/14) 42,85% das amostras
teciduais positivas e em Vicosa (2/16) 12,5% de positivos. Nos tecidos fetais pesquisados
(cérebro e coracdo) observaram-se dois fetos positivos no cérebro, quatro no coracéo e dois

fetos positivos tanto no cérebro como no coracdo, totalizando oito fetos positivos.



Discussao

A frequéncia média global de animais positivos observada neste estudo (12,7%) esta
dentro do limite de variacdo observado para outros estados do Brasil (Aguiar et al 8,8% a
Benetti et al 53,5%), respeitando alguns fatores que podem interferir diretamente na
ocorréncia de anticorpos nas populacdes de bovinos estudadas em diferentes regies do
Brasil. Destaca-se que a média observada para os municipios do estado de Pernambuco e
Alagoas para vacas abatidas foi consideravelmente inferior aquela observada para vacas
abatidas no estado de Minas Gerais (GUEDES et al., 2008) que registraram frequéncia de
97,2%.

A variacdo observada entre os diferentes estudos pode estar relacionada ao perfil da
populacdo de vacas abatidas, pois na Microrregido de Lavras- MG, 0s animais eram
constituidos por vacas mesticas e velhas, descartadas de fazendas produtoras de leite
localizadas em oito municipios do Sul de Minas Gerais. Ja neste estudo, as vacas eram na sua
maioria de raca para corte e constituidos por animais mais jovens. De acordo com DUBEY
(1999), os animais mais velhos do rebanho apresentam maior risco de infeccdo pela
possibilidade de ingestdo de oocistos de N. caninum no ambiente, caracterizando a
transmissdo horizontal do parasito. Este fato também foi confirmado anteriormente por
Sanderson et al. (2000) nos EUA e Guimarées Jr. et al. (2004) no Brasil que observaram
maior frequéncia de bovinos infectados por N. caninum com o aumento da idade dos animais.

Outro fator que deve ser considerado para as diferencas observadas é a raca dos
animais, pois Munhoz et al. (2009) observaram em estudo realizado no Rio de Janeiro que

vacas da raca Holandés preto e branco apresentaram mais chances de infeccdo quando



comparado com animais de raca zebuina e consideraram que a raca é um importante fator de
risco individual para a infeccédo de bovinos.

Quanto a sorologia fetal, observou-se que 16,7% das amostras analisadas foram
positivas. Esses resultados sdo semelhantes aqueles obtidos por Cadore et al. (2010) que
realizaram pesquisa de anticorpos em fetos no Sul do Brasil e detectaram 15% de amostras
positivas. Ainda se assemelham aos resultados obtidos por Wouda et al. (1997b) na Holanda
que relataram 17% de positividade e por Sondgen et al. (2001) que detectaram 12,6% de fetos
positivos na Alemanha. Outros estudos observaram resultados mais elevados como o de
Morales et al. (2001b), no México que relataram 77% dos fetos examinados positivos e nos
Estados Unidos por Anderson et al. (1995) que observaram 42,5% de positivos. De acordo
com Cadore (2010), as variacbes observadas entre os diferentes estudos podem ser
decorrentes principalmente do tipo de amostragem realizada, da técnica utilizada e da diluicao
do soro.

O resultado obtido na sorologia permite confirmar a infecgdo fetal por N. caninum
uma vez que anticorpos detectados contra o parasito indicam que o feto produziu anticorpos,
ja que nos bovinos ndo existe a transferéncia de anticorpos maternos via placenta (CARDOSO
et al., 2008). Contudo, outros fetos deste estudo também poderiam estar infectados, sem
apresentar anticorpos detectaveis, pois de acordo com Dubey (2003), amostras de soro fetal
podem apresentar resultado falso-negativo na dependéncia de fatores como o estagio de
desenvolvimento fetal, nivel de exposicéo e tempo entre a infeccdo e a coleta de sangue. Por
outro lado, a presenca de anticorpos assegura a ocorréncia da infeccdo congénita sem a
interferéncia da imunidade passiva. Neste estudo, a idade fetal ndo foi determinada, mas esses
resultados indicam que a gestacdo no caso dos fetos positivos encontrava-se em estado mais

avancada, pois nesse periodo (terco final da gestacdo), o sistema imunologico do feto



encontra-se apto a responder a estimulos antigénicos, favorecendo a sobrevivéncia fetal e o
nascimento de bezerros sadios ou ndo (BUXTON et al., 2002).

Os resultados deste estudo quanto a sorologia fetal divergem daqueles obtidos por
Guedes et al. (2008) que relataram frequéncia de vacas positivas de 97,2% e somente 12,7%
de amostras de soro fetal positivas para animais no estado de Minas Gerais, Brasil. Os autores
discutem que a baixa frequéncia de anticorpos anti-N. caninum em soros fetais, se comparada
com outros estudos, pode ser explicada, em parte, pela possibilidade da maioria dos fetos
serem oriundos de vacas com idade avancada, que foram enviadas para abate, provavelmente
pela baixa producdo de leite ou problemas reprodutivos. Neste caso, de acor do com
ROMERO et al. (2002) e DIJKSTRA et al. (2003), a taxa de infeccdo congénita por N.
caninum diminui com o aumento do nimero de gestacdes e consequentemente com a idade
das vacas. Segundo os mesmos autores, a imunidade adquirida atenua a possibilidade de
recrudescéncia da infeccdo, reduzindo a taxa de transmissao vertical do N. caninum.

Quanto aos resultados da PCR, observou-se que 26,6% (8/30) dos fetos foram
positivos. Os resultados demonstraram que a frequéncia de amostras positivas nessa técnica
foi maior em fetos no matadouro de Pernambuco quando comparado a Alagoas, seguindo a
mesma tendéncia do resultado da sorologia das vacas. Neste estudo, destaca-se, ainda que
foram observadas vacas negativas na sorologia e com fetos positivos na sorologia fetal e PCR.

Santos et al. (2011) analisaram amostras de tecidos de 24 fetos no estado de Minas
Gerais, Brasil e detectaram que 33.3% apresentaram lesdes histologicas compativeis no
encéfalo e coracdo e dois também no musculo esquelético e figado. As amostras de cérebro
apresentaram resultados na PCR semelhantes ao percentual de positivos obtido neste estudo,
mesmo sendo amostras de propriedades com distdrbios reprodutivos. Moore et al. (2002) e
Corbellini et al. (2002) também observaram na imuno-histoquimica positividade de 12,1% e

81,8%, respectivamente para os fetos analisados. As diferencas observadas entre os estudos



pode ser justificada, pois o tipo de amostra foi distinta em propriedades com histérico de
problemas reprodutivos e ainda de acordo com a sensibilidade da técnica de diagndstico
utilizada.

Os resultados obtidos neste estudo quanto a presenca do parasito nos fetos séo inéditos
para a regido estudada e permitem concluir que este agente deve ser incluido no estudo das

causas de aborto na espécie bovina nesta regido do Brasil.
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