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Resumo

Neospora caninum ¢ um parasita protozoario intracelular obrigatorio que causa
Neosporose bovina. E uma doenca com distribui¢do mundial associada a abortos, refugo
involuntario de animais e diminui¢do da producdo de leite, causando enormes perdas
econdmicas. Pretendeu-se com o presente trabalho determinar a sua prevaléncia na exploragao
Casal de Quintanelas de 16 de Junho a 06 de Novembro de 2018, verificar se a entrada ou saida
de animais positivos para o tanque de leite se traduzia em alguma alteracdo no nivel de
anticorpos no mesmo, se 0s animais apresentavam diferentes valores nos anticorpos em
diferentes fases de producao e se existia uma correlacdo de positividade entre maes e filhas.
Para tal utilizou-se amostras de soro sanguineo (98 amostras) e leite individual (623 amostras)

ou do tanque (22 amostras) para realizar o teste ELISA CIVTEST® BOVIS
NEOSPORA — HIPRA. A prevaléncia de Neospora caninum foi de 27,1% num total de 461
bovinos fémeas, valor que se encontra proximo ou dentro dos intervalos ja estudados
anteriormente no nosso pais. De 181 vacas analisadas, 21% seroconverteram, tornando-se
positivas no final da gestacao (valores de IRPC das fases de lactagdo e secagem negativos, €
positivos no parto). Apesar de existir alteragdo no valor de anticorpos com a entrada ou saida
de animais para o tanque de leite, ndo foi detetada uma associacao estatisticamente significativa
entre este e a propor¢do de animais positivos em cada tanque. Verificou-se que
maioritariamente a transmissdo ¢ vertical pois mais de 50% das maes positivas tiveram filhas
positivas. A falta de associagdo entre a seropositividade de maes e filhas e a existéncia de filhas
positivas de maes negativas indicou-nos que também existiu transmissdo horizontal na
exploragdo. Observou-se ainda uma distribuicao uniforme de animais seropositivos entre os
grupos etarios. A frequéncia relativa de abortos nao foi considerada normal (2,6%), devendo
ser considerada importante e sendo necessario tomar medidas para a reduzir, tal como a adogao
de medidas de prevencao da infecdo. A fim de reduzir ou prevenir a Neosporose bovina na
exploracdo, foi aconselhada, sempre que possivel, e tendo em conta questdes econdémicas, a

aplicacdo de medidas de prevencao e controle especificas para esta doenga.

Palavras-chave: Neosporose bovina, ELISA, soro sanguineo, leite, aborto



Abstract

Neospora caninum is a mandatory intracellular protozoan parasite that causes Bovine
Neosporosis. It is a worldwide disease associated with abortions, involuntary culling of animals
and decreased milk production, causing huge economic losses. The aim of this study was to to
determine its prevalence in Casal de Quintanelas farm from the 16th of June to the 6th of
November 2018, to verify if the entry or exit of positive animals to the milk tank caused any
alteration in the level of antibodies in the milk tank, if the animals had different values in the
antibodies at different stages of production and whether there was a positive correlation
between mothers and daughters. For this, blood serum (98 samples) and individual (623
samples) or tank milk samples (22 samples) were used to perform the ELISA CIVTEST BOVIS
NEOSPORA - HIPRA. The prevalence of Neospora caninum was 27.1% in a total of 461
female bovines, which is close to or within the ranges previously studied in our country. Of 181
cows analyzed, 21% seroconverted, becoming positive at the end of gestation (negative
lactation and drying phase IRPC values and positive at calving). Although there was a change
in the antibodies value with the entry or exit of animals to the milk tank, a statistically
significant association between this and the proportion of positive animals in each tank was not
detected. It was observed that the transmission is mostly vertical because more than 50% of
positive mothers had positive daughters. The lack of association between mothers and
daughters’ status and the existence of positive daughters from negative mothers indicated that
there was also horizontal transmission on the farm. A uniform distribution of seropositive
animals among age groups was also observed. The relative frequency of abortions was not
considered normal (2,6%) and should be considered important and measures to reduce it should
be taken, such as the adoption of infection preventive measures. In order to reduce or prevent
bovine neosporosis on the farm, it was advised, whenever possible, and taking into account

economic issues, the application of specific prevention and control measures for this disease.

Keywords: Bovine Neosporosis, blood serum, milk, abortion
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I. DESCRICAO DO ESTAGIO CURRICULAR

O estagio curricular dividiu-se em duas partes. A primeira foi realizada na Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), no Brasil,
na area de Medicina de Animais de Producdo. A segunda parte realizou-se através da empresa

Serbuvet, em Portugal, na area de Medicina Ambulatoria de Animais de Producgao.

1. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista

(FMVZ-UNESP)

A UNESP ¢ uma das maiores e mais importantes universidades brasileiras, com
destacada atuagdo no ensino, na pesquisa e na extensao de servigos a comunidade. Criada em
1976, a partir de institutos isolados de ensino superior que existiam em varias regides do Estado
de Sao Paulo, esta conta atualmente com 34 unidades, em 24 cidades, ao longo de todo Estado
de Sao Paulo.

Nesta universidade, as faculdades de Medicina Veterinaria encontram-se subdivididas
em varios departamentos. A FMVZ-UNESP ¢ constituida pelos seguintes departamentos:
Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Reproducdo Animal, Radiologia Veterinaria, Clinica
Veterinaria, Higiene Veterinaria e Saude Publica. Todos estes funcionam separadamente,
apesar de colaborarem em conjunto. O Departamento de Clinica Veterindria divide-se na
Clinica de Grandes Animais e na Clinica de Pequenos Animais.

A primeira parte do estadgio curricular foi realizado na Clinica de Grandes Animais do
Campus de Botucatu da FMVZ-UNESP, entre o dia 04 de setembro de 2017 ¢ 01 de dezembro
de 2017.

No geral consistiu em acompanhar consultas, internamentos, exames complementares
de diagnostico e tratamentos aos animais que se apresentaram na Clinica de Grandes Animais
durante esse periodo. Para além disso, foram feitas diversas visitas a exploragdes proximas para
acompanhamento de animais.

Foram adquiridas competéncias praticas nos diversos procedimentos realizados,
competéncia de 16gica diagnostica, de resposta em emergéncia, de reconhecimento de sinais
clinicos, de comunicacao, de trabalho em equipa. Foram adquiridas ainda competéncias nas
seguintes areas: Semiologia, Fisiologia, Anatomia, Farmacologia, Reproducao, Cirurgia,
Medicina interna, Imagiologia, Producao animal, Maneio, Nutri¢do, Analises laboratoriais e

Patologia.
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Ao longo de todo o estagio na FMVZ-UNESP, realizaram-se diversos procedimentos

que se encontram descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Procedimentos realizados durante o estagio curricular na FMVZ-UNESP

Preparagdo ¢ administragdo de medicac¢do (SC, IV,
PO, IM, topica, Colirio)

Colheita de sangue venoso (V. jugular, V. epigastrica,
V. mamaria, V. coccigea) e de sangue arterial para
hemogasometria

Colocagdo de cateter (V. jugular, V. epigéstrica)
Colheita de liquido medular atlanto-occipital
Colheita e analise de liquido ruminal, peritoneal e
toracico

Anamnese e exame fisico geral

Exame neurologico, oftalmolodgico e oral

Palpagio retal

Ecografia e ecocardiograma

Radiografia, Ressondncia magnética e Tomografia
Axial Computorizada

Endoscopia

Eletrocardiograma e Doppler

Ruminocentese, toracocentese e abdominocentese
Analises bioquimicas e de hemograma

Analise de coprologia e coprocultura e urianalise
Esfregaco sanguineo

Teste de Iuva para diagndstico de sablose

Teste de resisténcia a insulina

Bidpsia muscular

Citologia (PAFF, aposi¢ao e raspagem cutinea)
Diagnéstico de gestagdo por ecografia transretal

Colheita de amostras pds-mortem para histopatologia
e para exame de raiva

Necropsia

Sondagem nasogéstrica em equinos e orogastrica em
ruminantes

Vacinacao e desparasitagao

Maneio alimentar

Transfaunagdo

Ruminotomia

Lavagem Bronco-alveolar e traqueo-bronquica
Nebuliza¢do medicamentosa

Traqueostomia permanente

Realizacdo e remogao de sutura de pele

Maneio de cascos

Desinfecdo de umbigo

Fluidoterapia

Fisioterapia e hidroterapia

Transfusdo de sangue e de plasma

Resolugdo de estenose prepucial

Resolugdo de prolapso rectal

Assisténcia em parto

Contencdo de animais

Lavagem do ducto nasolacrimal

Resolugdo de prolapso uterino

Limpeza diaria de feridas de animais com HERDA e
de feridas contaminadas

Maneio de crias recém-nascidas

Durante o estagio no Brasil na faculdade FMV-UNESP houve ainda espago para

melhorar e ganhar confianga na realizagdo de varios tipos de procedimentos clinicos como:

abordagem aos pacientes, recolha de amostras para analise, melhorar o raciocinio no

diagnostico diferencial e na implementacao de diagnostico. A nivel da interagdo com a equipa

foi possivel aprender a distribuir tarefas, melhorar a comunicagao e interagdo com os colegas.

Nesta fase do estdgio, houve oportunidade de viver uma realidade da Medicina Veterinaria

completamente distinta daquela a qual me habituei, ao longo do curso, ndo so6 por ter a

oportunidade de estagiar num pais estrangeiro, onde naturalmente as coisas sdo feitas de um

modo diferente, mas também por estar integrado numa vivéncia hospitalar, havendo uma

abordagem clinica diferente. Na Tabela 2 encontram-se algumas das doengas observadas

durante o estagio curricular na FMVZ-UNESP
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Tabela 2. Doencas observadas durante o estagio curricular na FMVZ-UNESP

Raiva em diversos bovinos e equinos Epilepsia em equinos

Desnutri¢do em diversos bovinos Arritmia em caprino

Parasitose Gastrointestinal em ovinos Ulcera da cérnea em equinos e ovinos
Tripanossomiase em diversos bovinos de exploragdo | Catarata bilateral congénita em caprinos

leiteira Torg¢do uterina com peritonite secundaria em bovinos
Enterocolite por sablose em equinos gestantes

Sindrome metabdlico em Miniature Mediterranean | Pneumonia em suino, caprino e bovinos jovens
Donkey Catarata ¢ microftalmia congénita em equino recém-
Estenose prepucial em bovinos nascido.

Acidose ruminal em bovino de confinamento Mastite em bovinos leiteiros

HERDA Cegueira congénita bilateral em bovinos

Fratura de Membro Anterior Esquerdo em caprinos. Neoplasia ocular em bovinos

Prolapso uterino em equinos CCE ocular em equinos

Cdlica por torg¢do intestinal em equino Habronemose ¢ pitiose em equinos

Neuromiotonia em equino Tecido de granulag@o exuberante em equino
Maceracao fetal em equinos Atonia ruminal em bovinos

Prematuridade em bovinos recém-nascidos Sindrome da vaca caida em bovinos leiteiros
Urolitiase em caprinos Carbtinculo sintomatico em bovinos

Acidose metabdlica em caprinos Dermatofilose e dermatofitose em equinos

Diarreia cronica em equino Tétano em equino

Faringite em equino Prolapso retal em bovinos

Nanismo em diversos Miniature Horse Falha na transferéncia passiva de imunidade em
Doenga de desenvolvimento por deficiéncia mineral | bovino recém-nascido

em bovino Broncopneumonia Bacteriana em equinos
Pleuropneumonia bacteriana por Streptococcus equi | Coccidiose em bovino

em equino Peritonite em equinos

Paraplegia por trauma em bovino Colica por sablose e compactagdo em equino

Artrite séptica em bovino Sopro cardiaco e arritmias em equinos

2. Estagio com Serbuvet em Sanidade e Clinica de Grandes Animais

A segunda parte do estagio curricular teve a duragdo de trés meses, tendo inicio no dia
30 de Abril de 2018 e término no dia 30 de Junho de 2018. Este consistiu no acompanhamento
do Dr. Dario Alexandre Nunes de Sa Guerreiro, que incorpora a equipa da Serbuvet como
médico veterindrio de bovinos. A sua atividade estende-se também a pratica clinica de pequenos
ruminantes, a qual também foi acompanhada durante os referidos meses. Durante o estdgio, em
sistema de ambulatério, a maioria das exploragdes visitadas situaram-se na Peninsula de
Setubal, tendo sido também acompanhados outros casos em outras regides do pais.

Neste periodo foi possivel acompanhar procedimentos de diagnostico e terapéuticos em
diversas areas da pratica veterindria de pequenos e grandes ruminantes, nomeadamente a
realiza¢dao de protocolos de sanidade, incluindo desparasitacdes, vacinagdo preventiva para a
clostridiose, tuberculinizacao intradérmica pelo teste cervical comparativo, exame seroldgico
para o diagndstico de brucelose e vacinagao das fémeas negativas, sempre de acordo com o

protocolo recomendado pela Dire¢ao Geral de Alimentagdo e Veterinaria (DGAYV), por meio
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do programa de controlo e erradicagao da Brucelose e Tuberculose. Com menor frequéncia, foi
efetuado a vacinagdo para a Lingua Azul.

Relativamente ao sistema reprodutivo, foi possivel efetuar palpacao retal, acompanhar
ecografias retais em efetivos com aptidao leiteira e de carne, para diagnodstico de gestacao e
auxiliar em partos distocicos e cesarianas. Durante o estdgio houve ainda a possibilidade de
participar na terapéutica de prolapso uterino, observagdo de fratura peniana e tratamento de
mastite, esta tltima apds o diagnostico por meio do Teste Californiano de Mastites.

Na area de dermatologia, executei limpeza, tratamento topico e, quando necessario,
encerramento cirurgico de lesdes cutaneas ulcerativas por trauma, bem como drenagem de
abcessos. Por outro lado, as doengas que mais frequentemente observei foram sarna sarcética
em pequenos ruminantes ¢ dermatofitose em bovinos.

Dentro das desordens gastrointestinais, tive oportunidade de presenciar e proceder
adequadamente em casos de Deslocamento de abomaso, timpanismo espumoso € intussusce¢ao
intestinal.

Aplicou-se terap€utica adequada em casos de pneumonia em bovinos apos diagnostico
conclusivo.

No que toca as doencgas infeciosas, testes rapidos foram utilizados para diagndstico
conclusivo de diarreia neonatal bovina e respetivo tratamento e andlise laboratorial para
Neospora caninum de dois animais. Também houve oportunidade de realizar tratamento
bovinos com carbunculo sintomético e de casos de animais que apresentavam varios graus de
evolugdo de infecao por Moraxela bovis.

Adicionalmente, realizaram-se exames de estado geral em pequenos e grandes
ruminantes, recolha de amostras sanguineas, fluidoterapia sistémica e oral e colaborei em
procedimentos como colocagido de sonda oro-gastrica em caprinos. A parte dos ruminantes,
também procedeu a identificagdo e colocagcdo de micro-chip, vacinacdes e desparasitagdes

internas e externas de caes presentes nas exploracoes visitadas e em residéncias privadas.
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I1. DISSERTACAO DE MESTRADO
1. INTRODUCAO

1.1 Abortos em bovinos

Aborto em bovinos ¢ definido como o término da gestacdo entre os 42 ¢ 260 dias de
gestagao (Lopez-Gatiu ef al., 2004).

A ocorréncia de mortalidade embrionéria e abortos causam enormes prejuizos ao
efetivo bovino, aumentando os intervalos entre partos, a idade das primiparas ao primeiro parto,
e, por consequéncia, diminui direta e significativamente os indices de produtividade dos

efetivos (Pegoraro et al., 2009).
1.1.1 Causas

Os abortos em bovinos podem ter causas infeciosas e nao infeciosas. Dentro das nao
infeciosas, o aborto pode ocorrer por causas fisicas, nutricionais, toxicas ou genéticas. Quanto
as causas fisicas, uma vaca pode sofrer aborto por trauma, hipertermia ou ainda por
gemelaridade. As deficiéncias nutricionais como por exemplo de selénio, iodo, vitamina E,
vitamina A e f-caroteno podem levar a ocorréncia de aborto em bovinos. As causas toxicas
incluem o consumo de plantas toxicas como a cicuta, o cipreste e o zimbro, a ingestao excessiva
de agulhas do pinheiro, de Claviceps purpurea (fungo comum do centeio) ou de nitrato/nitrito
(proveniente de fertilizantes e algumas plantas). Nestes casos, outros sinais clinicos de
intoxica¢ao, como a dispneia grave, espasmos musculares € mucosas hiperémicas, estdo
geralmente presentes. Anomalias genéticas que resultem em malformagdes congénitas,
discondroplasia (bezerros bulldog) e anormalidades cromossomicas, podem também levar a
aborto em bovinos (Cabell, 2007).

Por outro lado, relativamente as causas infeciosas, alguns dos agentes patogénicos
agudos mais comuns causadores de abortos em vacas sdo Neospora caninum, Virus da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (Herpesvirus Tipo 1), Virus da Diarreia Viral Bovina, diversas
espécies de Leptospira e Brucella abortus (Baszler et al., 1999; Dubey et al., 2007).
Toxoplasma gondii e Sarcocystis cruzi sao outros dois protozoarios que devem ser considerados
no diagndstico diferencial do aborto por protozoarios em bovinos.

Para o diagnostico de aborto em bovinos, devem ser realizados exames de diagndstico
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que incluem histopatologia, cultura bacteriana, isolamento de virus e exame de soro materno
para pesquisa de anticorpos. Relativamente a Neospora caninum (N. caninum), a imuno-
histoquimica e a detecdo de acido desoxirribonucleico (DNA) do parasita por reacao da cadeia
da polimerase (PCR) podem ser Uteis na sua distingdo em relagao a outros agentes infeciosos
(Dubey, 2003). No entanto, ¢ importante notar que o calculo de até 20% dos abortos associados
a N. caninum em bovinos pode ser baseado na exclusdao de todas as outras causas de aborto e
na observacao de lesdes e parasitas, em fetos abortados, associados a este parasita (Dubey et

al., 2007).
1.1.2 Consequéncias economicas associadas

O aborto ¢ um grande problema para as exploracdes pecuarias em todo o Mundo.
Mesmo em laboratorios de diagndstico bem estabelecidos e bem equipados, as causas de mais
de 50% dos abortos permanecem sem diagnostico (Dubey et al., 2007).

Para os produtores de leite, o aborto ¢ provavelmente o mais importante distirbio
reprodutivo sendo que os seus efeitos sdo maiores se a perda da gestagao (aborto) ocorrer entre

0s 30 e 90 dias (Lopez-Gatiu et al., 2004).
1.2 Neosporose

1.2.1 Etiologia

Neospora caninum € um parasita protozoario intracelular obrigatorio, sendo o agente
causal da Neosporose em bovinos e bubalinos (Olmo et al., 2017). Este parasita pertence ao
Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida,
Familia Sarcocistidae (Cox, 1991; Ellis et al, 1994). Tem dois processos de reproducdo,
sexuada nos hospedeiros definitivos (HD) e assexuada nos hospedeiros intermediarios (HI)
(Gunn et al., 2012).

Acredita-se que existam pelo menos duas espécies no género Neospora: N. caninum €
N. hughesi (Atkinson et al., 2000).

N. caninum foi identificado pela primeira vez em caes em 1988 (Dubey et al., 1988).
Até 14 considera-se que deve ter sido erradamente diagnosticado como Toxoplasma gondii
(Urquhart et al., 1996; Olmo et al., 2017; Macedo et al., 2017). Mais tarde foi identificado em
bezerros com mieloencefalite (Parish e al., 1987; O'Toole & Jeffrey, 1987; Dubey et al., 2006).

Levantamentos realizados em vdrios paises identificaram a infe¢do por N. caninum como a
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principal causa de abortos em bovinos, (Anderson et al., 2000) particularmente em bovinos
leiteiros e responsavel por doenca clinica em caes (Dubey & Lindsay, 1996; Macedo et al.,
2017). Além disso, ja foi relatada Neosporose clinica em ovinos, caprinos, cervideos,
rinocerontes € equinos, € anticorpos contra N. caninum foram encontrados em soros de bufalos,

raposas, coiotes, camelos e felideos. (Dubey, 2003).
1.2.2 Ciclo de Vida

N. caninum tem um ciclo de vida (Figura 1) heteroxeno facultativo (Goodswen et al.,
2013; Marugan-Hernandez, 2017). Durante o seu ciclo de vida, este vai passar por dois
processos de reproducdo: reproducdo sexuada (gametogonia), no HD, e assexuada

(esquizogonia), no HI. (Goodswen et al., 2013).

Hospedeiro Intermediario
Infecdo
aguda Infecao

Via vertical .
persistente

»
o

Via horizon tal

e A7 AN 7 Y.

@ Infecio primiria ﬁ
Taquizoitos

Bezerro congenitam en te
infetado

Hospedeiro
Definitivo

- Transmissao Transmissao
exbgena endb gena
!
. } Recrudescéncia
\ - da infecao
Bradizoitos no Aborto
interior de -~ il
quistos tecid uais Reproducdo de vacas
persistenteme nte
infetadas

Figura 1: Ciclo de vida de Neospora caninum (Adaptado de (Guido et al., 2016))

Como HI de N. caninum estdo reportados animais domésticos e silvestres,
nomeadamente: canideos, felinos, bovinos, pequenos ruminantes, equinos, cervideos e
bubalinos (Dubey & Lindsay, 1996; Fortunado et al., 2010; Dubey & Schares, 2011; Mansilla
& Capozzo, 2017). Também ja& foram encontrados ratos e ratazanas seropositivos, o que sugere
que também podem ter um papel significativo como HI (Dubey, 2003).

Os HD de N. caninum mais reconhecidos sdo canideos, nomeadamente o cao (Canis

familiaris), o coiote (Canis latrans), o dingo (Canis lupus dingo) e, mais recentemente, o lobo

18



(Canis lupus) ( (Lindsay D. D., 1999) Gondim et al., 2004; King et al., 2010; Dubey et al.,
2011)).

Para além dos hospedeiros ja referidos acima, ja foram encontradas evidéncias
serologicas de infecdo por N. caninum em diversos mamiferos como por exemplo guaxinins.
Também foi sugerido que pdssaros possam atuar como hospedeiros reservatorio para M.
caninum, ndo tendo sido ainda provado (Haddad et al., 2005).

O ciclo de vida do N. caninum € composto por trés fases, de acordo com o seu estadio:
taquizoitos, bradizoitos (quistos tecidulares) e oocistos (Figura 2) (Dubey, 2003; Dubey et al.,
2006; Mansilla & Capozzo, 2017). Os bradizoitos ocorrem no HI, intracelularmente, em quistos
tecidulares. Estes sdo geralmente arredondados ou ovais, e sdo principalmente encontrados no
sistema nervoso central (cérebro e medula espinhal) dos HI, tendo também ja sido encontrados
no musculo esquelético e retina. (McAllister et al., 1998; Andreotti et al., 2003; Dubey et al.,
2006; Mansilla & Capozzo, 2017). Os quistos teciduais podem persistir num hospedeiro
infetado durante varios meses ou anos, de forma latente, sem causar manifestagdes clinicas
significativas, até que o sistema imunitario do hospedeiro seja suprimido, permitindo que ocorra

recrudescéncia (Haddad et al., 2005).

Figura 2: Ultraestruturas de taquizoito (A), bradizoito (B), quisto tecidular (C), oocisto ndo esporulado (D) e
oocisto esporulado (E). (Goodswen et al., 2013)

Depois de ingeridos, os quistos libertam os bradizoitos no intestino delgado. Estes
invadem as células intestinais, onde se multiplicam por esquizogonia, formando os chamados
esquizontes (Marugan-Hernandez, 2017). Apds varios ciclos de multiplicagdo assexuada,
(esquizogonia), segue-se uma fase de reprodugao sexuada, a gametogonia. A fusdao dos gametas

masculinos e femininos, d4 origem aos oocistos.(Marugan-Hernandez, 2017). O HD elimina os
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oocistos nao esporulados nas fezes durante 5 a 17 dias ap0s a ingestao dos quistos teciduais. Os
oocistos, medem aproximadamente 10-12 um e correspondem a forma de resisténcia do
parasita (McAllister et al., 1998; Dubey, 2003; Mansilla & Capozzo, 2017. Apresentam uma
parede robusta, resistente ao congelamento e a secagem, que permite que 0s €sporozoitos
sobrevivam num ambiente externo ao hospedeiro por longos periodos de tempo (Dubey ef al.,
2002). A esporulacao (pelo processo de esporogonia) ocorre fora do hospedeiro em apenas 24
horas (Dubey, 2003; Mansilla & Capozzo, 2017), originando oocistos com dois esporocistos,
cada um contendo quatro esporozoitos (Lindsay et al., 1999; Dubey et al., 2006).

Especificamente, pouco se sabe sobre a sobrevivéncia de oocistos de N. caninum no
meio ambiente, uma vez que sao poucos os estudos sobre a avaliagdo da mesma. Devido a sua
estreita relacdo com 7. gondii, assume-se que a resisténcia ambiental dos oocistos de M.
caninum seja semelhante a dos oocistos de 7. gondii (Mansilla & Capozzo, 2017). Sabe-se
ainda que os animais mais jovens libertam mais oocistos do que os adultos.

A ingestao de oocistos ¢ a Unica forma de transmissao horizontal demonstrada em
herbivoros (Dubey et al., 2007). O oocisto esporulado segue depois todo o trato gastrointestinal
do HI. Ao chegar ao intestino, este rompe-se € 0s esporozoitos migram para o epitélio intestinal,
penetrando as células e transformando-se em taquizoitos (Haddad et al., 2005). E nesse local
que residem em vacuolos parasitoforos intracelulares e se multiplicam assexuadamente pelo
processo de endodiogenia (duas células filhas desenvolvem-se internamente da célula
parasitaria mae), até destruirem as células em que se encontram, invadindo assim novas células
(Goodswen et al., 2013). Os taquizoitos, forma capaz de causar infecao aguda no HI, podem
infetar varios tipos de células, nomeadamente células neurais, endoteliais, vasculares, renais,
miocitos, hepatdcitos, macréfagos alveolares, fibroblastos e trofoblastos da placenta (Dubey et
al., 2006; Goodswen et al., 2013). Estes tém uma forma lunar com aproximadamente 2-6mm,
tém um nucleo central e, ao contrario dos bradizoitos, nao t€ém granulos de amilopectina (Dubey
et al., 2006). Estes podem também atravessar a barreira placentaria e causar infecao fetal. Fetos
congenitamente infetados podem morrer no tutero, ser reabsorvidos, mumificados, ou ocorrer o
nascimento de nados-mortos. Bezerros infetados nos tltimos meses da gestacdo, apos o inicio
do desenvolvimento do sistema imunologico fetal, tendem a sobreviver. Estes podem nascer
clinicamente normais, porém cronicamente infetados. As maes infetadas podem também
transmitir esta infe¢do numa gestagao subsequente (Thurmond & Hietala, 1997; Fioretti et al.,

2003).
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Os taquizoitos sdo disseminados pela corrente sanguinea e pelo sistema linfatico e
podem induzir uma resposta imune. Estes podem lisar células hospedeiras por multiplicagao
ativa, levando assim a morte celular. No estadio inicial da infe¢ao, os taquizoitos provavelmente
modulam as fungdes das células hospedeiras, proporcionando uma oportunidade para a
ocorréncia da doenca. Mais tarde na infe¢ao, no entanto, os taquizoitos sao alvo de destruigao
pelo hospedeiro e a sua capacidade de estabelecer ou prolongar a doenga ¢ diminuida (Innes e?
al., 2002; Goodswen et al., 2013). Os taquizoitos podem diferenciar-se em bradizoitos em
reacdo a uma resposta imune (Goodswen et al., 2013). Essa transformacao ocorre nas células
neurais (fase lenta de divisdo assexuada), quando uma forte resposta imunitaria ¢ montada
contra os protozoarios no organismo (Haddad et al., 2005).

Apesar de todas as caracteristicas apresentadas acima, algumas especificacdes do ciclo

de vida completo de N. caninum ainda nao foram totalmente explicadas (Olmo et al., 2017).
1.2.3. Transmissao

Os HD podem infetar-se através da ingestao de tecidos de animais infetados contendo
quistos (carne, placentas, carcacas de bezerros infetados congenitamente) ou de agua
contaminada com oocistos de N. caninum (transmissao horizontal), (Andreotti et al., 2003;
Marugan-Hernandez, 2017).

No HI, os dois mecanismos de infe¢ao por N. caninum sdo a transferéncia do parasita
da mae para o feto por via transplacentaria (transmissdo vertical ou infecdo congénita) e a
ingestdo de oocistos esporulados no meio ambiente, encontrados principalmente em agua e/ou
alimentos contaminados (transmissdao horizontal ou infecdo pos-natal) (Olmo et al., 2017,
Florencia et al.,2017). A ingestao de oocistos esporulados ¢ o unico modo de infe¢ao natural
demonstrado em bovinos apds o nascimento (de Marez et al., 1999).

A transmissao vertical ¢ a via de infecdo mais importante nos HI. Podendo ocorrer ao
longo de varias geragdes, € o principal mecanismo de manutengdo e expansao da infe¢ao na
exploracdo (Anderson et al., 1997; Dubey et al., 2007). Considera-se que seja a forma de
transmissao mais eficiente de parasitas em bovinos. A transmissao vertical parece predominar
em efetivos infetados endemicamente (Atkinson et al., 2000). Ha evidéncias de que a
transmissao horizontal ¢ predominante em casos de epidemias de aborto relacionadas com N.
caninum (Thurmond & Hietala, 1997). Apesar de a infe¢ao vertical continuar a ser o0 modo

predominante de transmissdo global, aparentemente, existem fatores desconhecidos que afetam
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o equilibrio entre a transmissdo vertical e horizontal e a expressao clinica de disturbios
relacionados com N. caninum (Hobson et al., 2005).

Uma forte evidéncia de transmissdo transplacentaria de N. caninum foi obtida pela
comparagao da seroprevaléncia em maes e seus descendentes. Em bovinos e outros ruminantes,
nao ha transferéncia de anticorpos da mae para o feto, nem mesmo através de uma placenta
danificada, devido ao seu tipo de placenta - sindesmocorial (Anderson et al., 1997; Dubey et
al.,2007). A imunidade passiva ¢ transferida da mae para o bezerro apds o nascimento, atraveés
do colostro (Anderson et al., 1997). Portanto, a detecdo de anticorpos especificos no soro pré-
colostral de bezerros indica a sintese in uitero de anticorpos pelo feto. No entanto, a auséncia de
anticorpos no feto nao ¢ conclusiva da auséncia de infe¢do, porque a sintese de anticorpos no
feto depende do estadio da gestacdo, do nivel de exposi¢do e do tempo entre a infe¢ao e o aborto
(Dubey, 2003). O resultado pode ser negativo principalmente se o feto tiver sido infetado no
final da gesta¢dao ou quando o sistema imune fetal ainda seja imaturo (Anderson et al., 1997,
Dubey et al., 2007). Nesse caso, apos o nascimento e apds a ingestao de colostro, os animais sO
devem ser testados apos os 6 meses de idade, a fim de evitar a presenca de anticorpos colostrais
e, consequentemente, falso-positivos (Alvarez-Garcia et al., 2013).

A transmissdo transplacentaria pode ser exogena, se as vacas forem infetadas (pela
ingestdo de oocistos esporulados no meio ambiente) durante a gestacao, ou endégena, se ocorrer
reativagdo (recrudescéncia) de bradizoitos existentes no organismo da vaca infetada, durante a
gestagdo. Em ambos os casos, os taquizoitos atravessam a barreira placentdria (Trees &
Wiliams, 2005). A transmissao vertical transplacentaria endogena pode levar ao aborto, porém,
na maioria dos casos nascem bezerros saudaveis, persistentemente infetados (Anderson et al.,
1997; Dubey et al., 2006).

Vacas persistentemente infetadas transmitem a infecdo por N. caninum aos seus
descendentes em gestacdes consecutivas ou de forma intermitente, variando de 50 a 95%
(Fioretti et al., 2003; Cabral et al., 2009). A taxa de infecdao transplacentaria enddégena pode
assim diminuir em gestacdes subsequentes, indicando o desenvolvimento de imunidade no
hospedeiro, impedindo assim esse tipo de transmissdo (Anderson et al., 1997, Marugan-
Hernandez, 2017). A idade da vaca, o numero de lactagdes e a historia de aborto geralmente
ndo afetam a taxa de infecdo congénita, porém existem relatos de que em bovinos
persistentemente infetados, a transmissao vertical ¢ mais eficiente em vacas mais jovens do que
em vacas mais velhas, verificando-se uma diminui¢dao da taxa de infe¢ado com o aumento da

paridade da mae (Dubey, 2003).
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Mesmo baixos niveis de transmissao horizontal podem ser importantes na manuten¢ao
da infecao dentro dos efetivos, porque a transmissao por infe¢do transplacentdria endogena ¢
inferior a 100% e, portanto, levaria a uma continua diminuicdo da prevaléncia de infe¢do nos
grupos infetados (Dubey et al., 2007). Existem cada vez mais evidéncias para a ocorréncia de
infecdo horizontal em bovinos, como o perfil de um dado surto de abortos associados a M.
caninum que sugere uma exposi¢ao de fonte pontual, a seropositividade crescente com a idade,
e a falta de uma associacdo entre a seropositividade de maes e filhas em efetivos infetados
(Dubey et al., 2006).

Os bezerros recém-nascidos podem ser infetados através da a ingestdo de leite
contaminado com taquizoitos (Dijkstra et al., 2001). Dubey & Schares (2006) consideram que
bovinos infetados por Neospora ndo podem ser utilizados para a ordenha. No entanto, ndo ha
ainda evidéncias conclusivas de que a transmissao lactogénica de N. caninum ocorra na
natureza (Dubey et al., 2007). N. caninum também pode ainda ser excretado nas descargas
uterinas de bovinos infetados, sendo a ingestdo de membranas fetais ou fluidos uterinos
(contendo taquizoitos) uma possivel fonte de infecao (Dubey et al., 2006).

Nascimentos de bezerros seronegativos apds inseminagoes artificiais indicam que nao
ocorre transmissao venérea (Dubey et al., 2007; Florencia et al.,2017). Nao foi reportada ainda
transmissao de bovino para bovino ou para humanos (Anderson et al., 1997; Dijkstra et al.,
2001; Dubey et al., 2007). E improvavel também que ocorra por transferéncia de embrides de
N. caninum em bovinos, e a transferéncia de embrides ¢ mesmo recomendada como um método

de controlo para prevenir a transmissao vertical de Neosporose (Dubey, 2003).
1.2.4 Patogenia

Pouco se sabe sobre a distribui¢cdo e persisténcia de N. caninum em tecidos bovinos
adultos infetados apds o nascimento (Dubey et al., 2007). Os principais fatores que influenciam
a patogénese da doenca estao relacionados a invasao, replicagao e estabelecimento do parasita
na c¢lula hospedeira e a habilidade do hospedeiro em montar uma resposta imune eficiente para
inibir a proliferagdo e a persisténcia do parasita (Marugan-Hernandez, 2017).

Quando N. caninum invade as células uterinas, multiplica-se e causa destruicdo dos
tecidos fetais e maternos na interface materno-fetal, iniciando uma resposta inflamatoria,
estendendo-se posteriormente para as membranas placentarias fetais (corioalantéide), entre os
cotilédones (Andreotti et al., 2003). Regidor-Cerrillo e colaboradores (2014) verificaram que,

em todas as novilhas infetadas, a infecdo ¢ acompanhada por uma resposta imunitaria
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consistente, a partir da segunda semana apos a infegdo, que se verifica pela produgdo precoce
de citocinas interferdao (IFN) - v / interleucina (IL) 4 sob estimulagdo especifica de leucécitos
mononucleares, uma resposta imunoglobulina (Ig) G especifica (aumento de 1gG2), aumento
de células T auxiliares Tipo 1 e uma sobreregulacdo dos niveis de acido ribonucleico
mensageiro (mRNA) de citocina na placenta materna. Essa ¢ uma indicacdo de que tanto a
imunidade humoral quanto a mediada por células respondem na tentativa de controlar a infegao.
Apos uma infecdo priméria, o IFN- y ativa uma resposta pré-inflamatoria de macrofagos e
outras c¢lulas mononucleares que supostamente induzem a diferenciacao de taquizoitos para
bradizoitos e a formagdo e manutencao de quistos teciduais. Essa interconversao entre os
estadios de bradizoito e taquizoito desempenha um papel crucial no recrudescimento € no
estabelecimento de infe¢des cronicas (Goodswen et al., 2013; Regidor-Cerrillo et al., 2014).

A competéncia imune fetal desenvolve-se progressivamente durante os cerca de 280
dias de gestagdo bovina, nao estando desenvolvida até que o primeiro ter¢o da gestacao esteja
completo e, consequentemente, o feto ¢ vulneravel nesse periodo inicial em que o timo, o bago
e os ganglios linfaticos periféricos sdo imaturos, sendo frequente a ocorréncia de morte fetal e
reabsor¢ao do mesmo nos casos de infe¢do/recrudescimento por N. caninum nesse periodo
(Marugan-Hernandez, 2017).

O aborto pode ocorrer como consequéncia de diferentes fatores que afetam o feto e/ou
placenta: (1) proliferagao do parasita danificando tecidos fetais essenciais ou a placenta; (2)
oxigenacao ou nutri¢ao insuficientes do feto devido a dano placentario; (3) libertacdo de
prostaglandinas maternas causadoras de luteolise e, consequentemente, aborto; (4) alteragao da
imunidade placentaria associada a libertacdo de citocinas pré-inflamatorias maternas, que
podem causar rejeicao do feto (Marugan-Hernandez, 2017).

Evidéncias indicam que em bovinos persistentemente infetados, o N. caninum esta

confinado ao Sistema Nervoso Central e ao musculo esquelético (Peters et al., 2001).
1.2.5 Sintomatologia

N. caninum foi identificado em casos de encefalomielite e miosite, resultando em
paralisia em cachorros e morte precoce dos mesmos (Bjerkas et al., 1984).

O quadro clinico sugestivo de Neosporose em bovinos jovens, manifesta-se,
raramente, em animais com menos de 2 meses de idade, e consiste maioritariamente na presenca
de sinais neurologicos (resultantes de encefalomielite) e polimiosite. Estes incluem caquexia,

paresia/paralisia, fraqueza muscular, disfuncdo dos membros anteriores e/ou posteriores (por
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exemplo fletidos ou em hiperextensao) e dificuldade em se levantar (Dubey, 2003; Uesaka et
al., 2018). Ao exame neuroldgico pode-se notar ainda, diminui¢do do reflexo patelar, ataxia e
perda de propriocecao consciente. Manifestacdes congénitas mais raras, também reportadas,
incluem exoftalmia, microencefalia, hidrocefalia, hipoplasia cerebelar e estenose do canal
medular e escoliose (Dubey, 2003).

Na maioria dos casos, o gado adulto infetado com Neospora caninum ndo exibe sinais
clinicos de doenca. Até 2013, o tinico sinal clinico ndo reprodutivo em adultos serologicamente
positivos ja descrito foi a perda de peso em bovinos de carne (Goodswen ef al., 2013). Porém,
(Regidor-Cerrillo et al., 2014) posteriormente verificou que vacas infetadas aumentam
gradualmente a temperatura rectal, ficando febris, com um pico da temperatura cinco dias apds
a infecao (Regidor-Cerrillo et al., 2014).

Em bovinos adultos, os sinais amplamente reconhecidos e sugestivos de infegao por
N. caninum sdo a ocorréncia de aborto e nados mortos em fémeas (Andreotti ef al., 2003). Esta
¢ considerada a manifestagdo clinica mais importante por ter um grande impacto econdémico
(Dubey et al., 2006).

Diversos estudos verificaram que vacas seropositivas se apresentavam clinicamente
normais, no entanto apresentavam abortos, bezerros doentes ou clinicamente saudaveis porém
congenitamente infetados (Haddad et al., 2005; Dubey et al., 2006; Alvarez-Garcia et al.,
2013). Apds a infegdo atingir a placenta e os tecidos fetais, ocorre morte fetal (Regidor-Cerrillo
et al., 2014). Como resultado da morte fetal pode ocorrer reabsor¢do, fetos mumificados,
autolisados ou nados-mortos (Dubey, 2003; Alvarez-Garcia et al., 2013).

A severidade e resultado da Neosporose aparenta estar relacionada com o momento de
infecdo. Em estadios iniciais da gestagdo, ocorre morte embrionaria precoce € os embrides sao
reabsorvidos. A morte embriondria precoce € provavel ser causada pela presenca de citocinas
pro-inflamatorias tipo T helper na interface materno-fetal (placenta) prejudicando a conexao
placentaria, pois o sistema imunitario materno desenvolve uma resposta contra o parasita (Innes
et al., 2002). Se a infe¢do ocorrer entre os 3-8 meses, devido a reduzida defesa imunoldgica da
vaca nessa fase, que predispde a um aumento na populagao de N. caninum e subsequente
invasdo da placenta e feto, pode haver morte fetal e consequente aborto de fetos autolisados
(Barr et al., 1991a; Innes et al., 2002; Alvarez-Garcia et al., 2013).

Para além da morte embrionaria/fetal e aborto, pode ocorrer ainda o nascimento de
nados-mortos, de bezerros deformados, ou o nascimento de descendéncia clinicamente normal,

porém infetada (Dubey, 1999). Estas ultimas, ocorrem principalmente se a infegdo ocorrer a
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partir do segundo trimestre de gestacdo, uma vez que os fetos sdo mais imunocompetentes
(Regidor-Cerrillo et al., 2014; Marugan-Hernandez, 2017). Dubey e colaboradores (2007)
afirmam que existe um maior risco de aborto e abortos recorrentes em vacas seropositivas (2-3
vezes superior segundo Nogareda e colaboradores (2007)) do que nas seronegativas. Vacas
infetadas que tenham sofrido aborto anteriormente tém um risco de aborto 5.6 vezes superior,
comparativamente a vacas infetadas congenitamente que nao tenham sofrido aborto (Thurmond
& Hietala, 1997). Considera-se que o modo de infe¢do também tenha influéncia, principalmente
a transmissdo vertical (que ¢ considerada a mais provavel de manter a infecdo em efetivos
bovinos) (Bildfell ef al., 1994; Wouda, 2000; Hall et al., 2005).

Lopez-Gatiu e colaboradores (2004) verificaram uma estreita associacdo entre a
seropositividade a N. caninum e o aborto em animais que abortam ap6s 90 dias de gestacao.
Além disso, a ocorréncia de aborto em animais seropositivos ¢ significativamente maior durante
o segundo trimestre de gestacdo e menor durante o terceiro.

Até 95% dos bezerros nascidos de vacas seropositivas permanecem clinicamente
normais apesar de estarem infetados (Dubey, 2003). Estes, aparentemente saudaveis, infetados
congenitamente, permanecem persistentemente infetados por toda a vida e podem sofrer
abortos em gestacdes subsequentes (Thurmond & Hietala, 1997; Fioretti et al., 2003). O motivo
para nem todos terem sintomatologia esta relacionado com o sistema imunitario, ou seja, na
presenca de animais imunocomprometidos desenvolve-se Neosporose grave. Por outro lado,
animais imunocompetentes geralmente nao apresentam sinais clinicos evidentes de infe¢ao
(Nishikawa, 2017). A existéncia de sinais clinicos também varia com a idade do feto no
momento de infe¢do, o estddio de desenvolvimento do seu sistema imunitario, do tempo de
exposicao ao parasita e da distribuicao das lesdes no sistema nervoso central (Anderson et al.,
1997). Embora a infe¢do por N. caninum possa causar lesdes em varios 6rgaos, o cérebro fetal
¢ o tecido mais consistentemente afetado (Dubey, 2004).

O aborto pode ocorrer a partir dos trés meses de gestagdo (maioritariamente entre 5-6
meses) de forma esporadica, endémica ou epidémica (Dubey, 2003; Cabral et al., 2009).
Acredita-se que os padrdes epidémicos de aborto sejam devidos a uma infe¢do primaria de maes
nao infetadas que estdo expostas a uma Unica fonte de infecdo quase ao mesmo tempo, como
os caes (Dubey et al., 2007). O desfecho mais dramatico do padrao epidémico € a “tempestade
de abortos” definida como mais de 10% das vacas em risco (ou seja, gestantes) que abortam
dentro de um periodo de 6-8 semanas (Dubey, 2003). O padrao endémico da infegdo ¢

caracterizado pela infecao crénica de longo prazo de um efetivo, onde o parasita pode ser
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encontrado em linhas familiares, como resultado da transmissdo transplacentaria recorrente,
podendo o aborto persistir num efetivo por varios meses ou anos (Hall et al., 2005). Por
defini¢do, casos de aborto esporadico, ocorrem apenas ocasionalmente dentro de um efetivo
(Goodswen et al., 2013).

Dubey e colaboradores (2007) ponderam se a presenca do parasita ou do DNA do
mesmo significa que N. caninum tenha causado o aborto, especialmente em animais
persistentemente infetados e, como tal, essa relacdo causa-efeito também tem sido objeto de

estudo.
1.2.6 Fatores de risco

Existem diversos estudos de fatores de risco que avaliam o risco de bovinos individuais
ou efetivos serem infetados com N. caninum ou sofrer abortos associados a essa infecao. Esses
riscos (risco de infe¢do e risco de aborto) estdo positivamente associados entre si, mas sao
influenciados de forma diferente (Dubey et al., 2007).

A proporcao relativa de transmissdo vertical versus transmissdo horizontal numa
exploracdo ou regido ¢ dependente da seroprevaléncia atual de infegdo na populagao bovina, da
distribuicao de caes infetados na regido e do seu acesso ao gado e a alimentagao destes (Haddad
et al., 2005). A presenca de caes aumenta a probabilidade de dete¢ao de anticorpos anti-V.
caninum em bovinos e exploracdes em 1,25 e 1,83 vezes, respetivamente (McAllister et al.,
1998; Goodswen et al., 2013). Porém, enquanto alguns autores verificaram essa associacao
positiva (Bartels et al., 1999; Wouda et al., 1999; Dijkstra et al., 2002), outros ndo obtiveram
associacao (Mainar-Jaime et al., 1999; Romero, 2002).

Silva e colaboradores (2008) descobriram também que em exploragdes com alta
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum existem animais cujo estado nutricional era baixo,
enquanto que a seroprevaléncia foi menor em exploragdes onde o estado nutricional dos animais
era normal.

Ould-Amrouche e colaboradores (1999) verificaram ainda uma associacao negativa da
infecdo com a presenca de gatos e a reparticdo dos periodos de parto.

A ingestdao de colostro pode ser também uma possivel fonte de infecdo, em que
Dijkstra e colaboradores (2002) referem que este nao € visto como fator de risco, enquanto que
Corbellini e colaboradores (2006) observaram que a ingestdo de colostro representa um fator
de risco para a infe¢do por N. caninum em bovinos. Na Tabela 3 encontram-se os diversos

fatores de risco para infe¢do por N. caninum em bovinos € a sua respetiva influencia.
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Tabela 3. Fatores que afetam o risco de infe¢do bovina por N. caninum (Adaptado de Goodswen et al. (2013) e

Dubey et al. (2007))

Fator de risco Forma como influencia o risco de infecio

influencia a probabilidade de transmissao
Idade dos animais horizontal/vertical, o abate seletivo € a taxa de
substitui¢do

Placenta - T risco de infe¢do
Ingestio de tecidos/fluidos
Fetos abortados — sem risco

Cies, roedores, coelhos, patos, coiotes, raposas - 0
risco de infe¢do
Presenca e niimero de outros animais )
o Gatos — fator de protecdo (predador de hospedeiros
(exploracdo ou proximidades) intermedidrios)

Aves - T risco de infecdo (vetor de oocistos)

Pastagem, forragem e dgua potavel contaminados —
possiveis fontes de infe¢ao

Pastoreio em pastagens no verao — fator de protegao
(menor sobrevivéncia de oocistos)

Manjedouras fixas de feno (local de preferéncia de

Alimento e 4gua partos - T niimero de HD e possivel contaminagio)

Recursos naturais de agua (principalmente agua
parada) — 7T risco de infegdo

Forragem ma qualidade — crescimento fungico e T
risco contaminagdo — ¥ imunidade - T risco infecdo

Grande stock de alimento - T risco de contaminagdo

Epoca de parto Menor época de parto — maior risco de infegao
Intensivo - T risco de infe¢do
Maneio
T densidade populacional - Trisco de infe¢io
Clima Temperatura amena e humidade - T esporulagdo - T
risco de infecdo e crescimento fungico
Densidade populacional humana T densidade populacional humana - T densidade
(proximidade com vila/cidade) populacional de cdes - T risco de infegio

Infegdes causam stress/imunossupressio - T risco

Agentes infeciosos . -
g ! ! de infecdo

Provenientes de exploragdes negativas - fator de
protecdo
Animais de substituicao
Criagdo de novilhas proprias de substituigdo - T
risco de infe¢do
Legenda: T - aumento; 4 - diminuigéo
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Os principais fatores de risco de aborto associado a Neosporose bovina estao referidos

na Tabela 4.

Tabela 4. Fatores que afetam o risco de aborto associado a N. caninum em bovinos (Adaptado de (Goodswen et

al., 2013))
Risco de Aborto

Numero de oocistos ingeridos
Estadio gestacional
Estado imunitario da mae

Vacas seropositivas com maior propensao para aborto que vacas seronegativas

Para além dos referidos acima, o risco de perda fetal precoce aumenta nas exploragdes
de maneio intensivo para produgdo leiteira, comparativamente a exploracdes de maneio
extensivo de carne (Lopez-Gatiu et al., 2004).

Um titulo de anticorpos mais alto e durante um longo periodo de tempo, podera indicar
um aumento no numero de parasitas, aumentando assim a probabilidade de infecao fetal e,
consequentemente, um maior risco de aborto (McAllister et al., 1996; Quintanilla-Gozalo et
al., 2000; Dubey et al., 2007; Almeria et al., 2009).

Hassig & Gottstein (2002) associaram positivamente a serologia positiva para Coxiella
burnetti, a proximidade a uma cidade/vila/moradia e a positividade do animal e da sua respetiva
mae, com o aumento do risco de abortos relacionados a N. caninum. Em contraste, a serologia
positiva do efetivo para virus da diarreia viral bovina (BVDV), espécies de Leptospira e
Chlamydia psittaci (presumivelmente devido a vacinacao), representa um risco diminuido para
aborto por N. caninum.

Existe uma associacao positiva significativa, embora pequena, entre a ocorréncia de
aborto por N. caninum e a seroprevaléncia de N. caninum: para cada aumento de 1% na
seroprevaléncia do efetivo para N. caninum, hd um aumento de 6% no risco de o efetivo ter
sofrido um aborto relacionado a N. caninum (Hobson et al., 2005). Segundo Haddad e
colaboradores (2005), em efetivos com prevaléncia de N. caninum < 5%, os abortos por
Neosporose podem ocorrer numa taxa igual ou inferior a 1 por cada 100 vacas por ano.

Os abortos induzidos por Neosporose ocorrem durante todo o ano (Dubey, 2003).

Recentemente, foi ainda demonstrado que a suplementagao de progesterona durante a
gestagdao diminui o risco de aborto em vacas leiteiras infetadas por Neospora com altos titulos

de anticorpos (Bech-Sabat et al., 2007).
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1.2.7 Diagnéstico

O diagnostico da infe¢ao por N. caninum ¢ dispendioso e por vez dificil. Este ¢
realizado pela associagdo entre o historico do efetivo, os sinais clinicos apresentados e diversos
achados caracteristicos da infe¢ao (Andreotti et al., 2003; Antoniassi et al., 2013). De um modo
geral, o diagnostico ¢ mais fidvel se varias zonas e testes forem utilizados (Dubey, 2003).
Atualmente, estdo disponiveis diversos exames complementares de diagndstico que sugerem
e/ou confirmam a presenga de Neosporose.

Os métodos diretos utilizados no diagnostico e pesquisa de N. caninum sao a
histopatologia, a imuno-histoquimica, o isolamento in vitro e in vivo, a dete¢do do DNA do
parasita por PCR e a observagao dos quistos nos tecidos a fresco (sem coloracao) (Andreotti et
al., 2003). Dubey (2003) refere que idealmente devera realizar-se teste seroldgico e histologia
fetal.

Por outro lado, os métodos indiretos utilizados no diagnostico e pesquisa de M.
caninum sao a imunofluorescéncia indireta e o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA).

O facto de a maioria dos casos de Neosporose em bovinos ser assintomatico ou com
sinais clinicos inespecificos, torna o diagnostico clinico da doenga mais dificil.
Consequentemente, o diagndstico laboratorial ¢ assim imprescindivel para confirmar a infe¢ao
por N. caninum (Andreotti et al., 2003).

Apesar de alguns métodos de diagndstico serem referidos como gold standard por
alguns autores, ndo existe um teste que sirva de diagndstico definitivo de forma individual para

Neosporose bovina.
1.2.7.1 Exame microscopico a fresco sem coloracdo

Através do exame microscopico direto sem coloracao, € possivel detetar até 20 quistos
de N. Caninum numa amostra com 2-3 mm de cérebro ou medula espinhal do animal suspeito.
Os quistos (Figura 3) geralmente sdo pequenos (~25 um), com parede delgada (< 1um) e

espessa (~1um) (Andreotti et al., 2003).
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Figura 3. Observag@o microscopica, sem coloracdo, de quisto de N. caninum presente no cérebro de um gerbilo

inoculado com amostras de cérebro de bezerro com Neosporose (aumento 1.000x) (Andreotti et al., 2003).

1.2.7.2 Histopatologia

Um dos exames gold standard para determinar o verdadeiro estado de infe¢cdo por N.
caninum ¢ a histopatologia (Baszler et al., 1999). A identificacdo do parasita pode ser feita
através da analise histologica de quistos tecidulares corados com hematoxilina-eosina (Dubey
& Schares, 2006).

Para avaliacao histopatologica, tal como no exame a fresco, devem ser analisados o
cérebro e a medula espinhal (Andreotti et al., 2003). Podem ainda ser avaliados o coragdo, o
figado e a placenta. Algumas das lesdes sugestivas de infecdo por Neospora caninum
observadas na histopatologia sdo: miosite focal ndo supurativa, epicardite e/ou miocardite nao
supurativa, pneumonia intersticial ndo supurativa associada a necrose celular focal,
meningoencefalite ndo supurativa necrosante multifocal e hepatite periportal ndo supurativa
(com necrose hepatica focal) (Andreotti ef al., 2003; Cabral ef al., 2009 ). As lesdes necrosantes
devem-se a multiplicacdo intracelular dos taquizoitos. Nos fetos abortados, as principais lesdes
encontradas sdo encefalomielite necrosante ndo supurativa multifocal e placentite multifocal
coalescente (Dubey et al., 2006; Regidor-Cerrillo ef al., 2014). Além das cole¢des proliferantes
de taquizoitos podem também estar presentes quistos com bradizoitos, com frequéncia em areas
sem necrose ou inflamagao significativa (Dubey et al., 2006).

Na maioria dos casos, os protozodrios sdo raramente observados nos cortes

histolégicos corados com hematoxilina-eosina, sendo necessaria a detecdo do parasita por
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imuno-histoquimica ou PCR (Andreotti et al., 2003; Cabral et al., 2009).

Todas as cartinculas e cotilédones maternos em vacas infetadas apresentam lesdes
difusas e um infiltrado inflamatdrio. Tendo em conta que as lesdes associadas aos parasitas
encontrados no feto sao geralmente escassas, supde-se que lesdes disseminadas em cotilédones
e carunculas denotem alto tropismo do parasita pela placenta e, de fato, isso pode ser um fator-
chave para a ocorréncia de aborto apds infecao primaria durante o inicio da gestacao. Para além
disso, o fato de a carga parasitaria ser muito maior nas amostras de cotilédones do que de
carinculas sugere que os parasitas se multiplicam ativamente no lado fetal da placenta, pois no
lado materno ¢ controlado pela resposta imunitaria da mae. Assim, a imunocompeténcia fetal
no momento da infe¢do pode desempenhar um papel fundamental na sobrevida fetal, limitando

as lesdes nos tecidos fetais (Regidor-Cerrillo et al., 2014).
1.2.7.3 Imuno-histoquimica

A 1muno-histoquimica € uma técnica que combina morfologia e anticorpos ligados ao
antigénio, marcados com um cromogénio (Cabral et al., 2009).

Andreotti e colaboradores (2003) e Cabral e colaboradores (2009) sugerem que,
quando o cérebro fetal se encontra autolisado, outras visceras fetais como o pulmao, rins,
coragao, figado, baco, timo, placenta e musculos esqueléticos podem ser utilizadas
adequadamente para o diagnostico presuntivo de Neosporose. Porém, mesmo autolisado, o
cérebro ¢ o 6rgao mais adequado para o diagnéstico por imuno-histoquimica de N. caninum.
Este método de diagndstico permite a detecdo de bradizoitos e taquizoitos de N. caninum
(Lindsay & Dubey, 1989; McAllister ef al., 1996).

A 1muno-histoquimica € um teste muito especifico, porém pouco sensivel (Antoniassi
et al.,2013). Segundo Baszler e colaboradores (1999) isto deve-se ao baixo nimero de parasitas
¢ a baixa qualidade do tecido fetal (pode estar autolisado, mumificado ou macerado). E
necessaria a coloragdo de varios cortes histologicos do sistema nervoso central para encontrar
alguns parasitas (Andreotti e al., 2003). A auséncia de taquizoitos ou quistos de N. caninum
em tecidos com lesdes caracteristicas de protozoarios nao descarta a possibilidade de o aborto
ter sido causado por esse agente, pois a sua distribui¢ao pode ser esporadica e dispersa nos
tecidos. Além disso, outras causas como a presenga de reagdes inflamatdrias, autdlise e
congelamento e/ou fixagdo com formalina das amostras podem afetar a morfologia e
antigenicidade do protozoario, além de influenciar na sua marca¢ao, podendo assim ocorrer

falso-negativos (Cabral ef al., 2009; Antoniassi ef al., 2013).
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O resultado positivo aparece como vactolos parasitoforos, antigénio particulado ou
marcacao citoplasmatica em células morfologicamente compativeis com macrofagos (Regidor-

Cerrillo et al., 2014).

1.2.7.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR ¢ uma das técnicas mais importantes da biologia molecular e consiste na
amplificacdo de segmentos especificos do DNA. O seu resultado ¢ analisado em gel de
eletroforese (Figura 4). A utilizagao de técnicas como a PCR aumenta a probabilidade de detetar
a infecdo por N. caninum nos fetos (Andreotti et al., 2003).

Baszler e colaboradores (1999) referem também que uma das principais desvantagens
da PCR ¢ a contaminacao por DNA exogeno, podendo levar a falso-positivos.

Diversos métodos baseados em PCR foram desenvolvidos, focados na regidao ITS1 e a
sequéncia Nc¢5, utilizando o par de primers Np4-Np7 (Baszler et al., 1999), especificos para N.
caninum, como PCR nested e hemi-nested, visando melhorar a sensibilidade e especificidade
do teste (Cabral ef al., 2009). As sensibilidades da PCR sdo de aproximadamente 100% para
tecido cerebral fixado em formalina e embebido em parafina e cerca de 77% para cérebro fresco.
As especificidades sao de cerca de 94% para tecido cerebral embebido em parafina fixado com
formalina e de aproximadamente 100% para cérebro fresco (Baszler ef al., 1999).

O DNA de N. caninum ¢ esporadicamente detetado nos tecidos (musculos e cérebro)
dos animais infetados. Porém, ¢ reportado como detetado em placentomas, carunculas e
cotilédones de todas as vacas infetadas. Em relagdo aos tecidos fetais (cérebro, figado, pulmdes,
coragao, musculo e fluidos fetais), estes sao positivos para o DNA de N. caninum em quase
todos os fetos infetados (Regidor-Cerrillo et al., 2014). Baszler e colaboradores (1999) referem
que o cérebro ¢ o tecido mais confidvel para a analise de PCR. A nao detecdo de DNA em
alguns orgaos fetais, demonstrados como positivos com a imuno-histoquimica, pode ser devida

a degradacao do DNA por autdlise (Cabral et al., 2009).
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Figura 4. Produtos da PCR obtidos com diferentes estirpes de Neospora caninum (Andreotti et al.,

2003).

1.2.7.5 Serologia — Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimadtica (ELISA)

A serologia para detecao de anticorpos IgG (IgG1 e 1gG2) contra N. caninum (Dubey
et al., 2007), no soro ou no liquido cefalorraquidiano (Uesaka et al., 2018), ¢ um dos métodos
de diagnostico mais utilizado, no entanto o seu resultado pode ser inconclusivo (Dubey &
Lindsay, 1996) e ndo ha nenhum teste de referéncia apropriado para definir um verdadeiro
positivo ou negativo (Ortega-Mora et al., 2006). Estdo disponiveis diversos testes ELISA
comerciais com ampla distribui¢io na Europa e América do Norte (Alvarez-Garcia et al., 2013).
Contudo, os elevados custos da sua aquisi¢do sao o principal obstaculo ao seu uso em muitos
paises e exploragdes bovinas (Campero et al., 2017). O ELISA apresenta algumas vantagens
em relacdao a imunofluorescéncia indireta (IFI), tais como a realizacdo de um maior nimero de
analises, automatizacao, rapidez, e registo das reacoes realizado de maneira objetiva (Andreotti
et al.,2003).

O valor de cut-off ¢ determinado com soros de referéncia (controlo positivo e
negativo). No ELISA, valores de absorvancia superiores aos do cut-off indicam resultados
positivos. A maioria dos testes de ELISA para N. caninum utiliza o produto que resulta da lise
dos taquizoitos, preparados por homogeneizagao ultrassonica (sonicagdo) ou por dissolugao
com detergentes, resultando numa mistura de varios antigénios de origem intracelular ou
citoplasmatica. Nos soros com baixos titulos de anticorpos, alguns antigénios podem nao ser

detetados.
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A serologia, como método de diagnoéstico, € mais indicada para avaliar a exposicao e
o risco de infe¢ao por Neospora num efetivo, do que para o diagnostico de aborto em bovinos,
uma vez que a presenca de anticorpos especificos no soro de uma vaca abortada ¢ apenas
indicativa de exposi¢do a N. caninum (Andreotti et al., 2003; Dubey, 2004). No caso de aborto,
o diagnostico ¢ feito geralmente pelos exames histopatologico € imuno-histoquimico dos
tecidos fetais (Andreotti et al., 2003).

As respostas serologicas diferem entre efetivos infetados endemicamente e
epidemicamente. Indices mais elevados de ELISA (IRPC) em vacas que abortam ou nio, sio
encontrados em maior numero em efetivos endémicos em comparagdo com efetivos
epidémicos. A transmissao vertical em efetivos endémicos pode ser refletida por indices mais
altos de ELISA, que estdo associados a uma infecdo latente ou cronica (isto ¢, libertacao ou
recrudescéncia de antigénios citoplasmaticos ou de bradizoitos) (Atkinson et al., 2000; Dubey,
2004).

A auséncia de anticorpos contra N. caninum em vacas que abortam, podera excluir a
Neosporose como causa do aborto. Contudo, recorrendo ao PCR e exames histopatolédgicos,
podem ser encontrados resultados positivos em fetos dessas maes. A razdo para este
acontecimento ainda nao foi encontrada, todavia o fato de alguns individuos ndo sintetizarem
anticorpos detetdveis contra o parasita, devido a imunotolerancia inata ou adquirida, podera
justificar estes resultados. A presenca de anticorpos especificos anti-N. caninum no soro fetal
ou soro de bezerros pré-colostral indica infe¢do congénita. Porém, o desenvolvimento da
resposta imune nos fetos bovinos ocorre entre o quatro € o quinto més de gestacdo. Assim, o
serodiagnostico deve ser utilizado principalmente nos fetos bovinos com seis meses ou mais de
idade gestacional. Acredita-se existir uma alta correlagao entre seropositividade e a presenga
persistente do parasita nos animais infetados. As variagdes nos titulos podem afetar a
sensibilidade do teste em diferenciar os bovinos falso-negativos dos verdadeiramente
negativos. Na maioria das vacas com infecao natural por N. caninum que abortam, os niveis de
anticorpos sao maximos ou proéximos do maximo, indicando que a sensibilidade de diagndstico
da maioria dos testes ¢ alta quando a amostra de soro € pds-aborto (Andreotti et al., 2003).

Andreotti e colaboradores (2003) referem ainda que os testes seroldgicos sao uteis para

identificar soros com niveis moderados a elevados de anticorpos contra Neospora como:

. Soros de vacas infetadas e com aumento gradual da infe¢ao durante a gestacao;
. Soros de vacas que abortaram devido a infe¢ao por N. caninum;
. Soros de vacas e de bezerros no periodo pds-parto.
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Porém, a analise serologica apresenta limitagdes nos casos de titulos baixos de
anticorpos como:

. Nas vacas com flutuacao ou queda de anticorpos apos o parto ou aborto;

o Nas vacas que seroconverteram recentemente;

. Nos bezerros, alguns meses apos o parto.

Embora N. caninum esteja intimamente relacionado a Toxoplasma gondii, algumas
espécies de Sarcocystis e outros parasitas do Filo Apicomplexa, a reatividade cruzada nao tem
sido um grande problema (Dubey, 2003). Pelo contrario, autores como Gondim e colaboradores
(2009) afirmam que a identificagdo de animais seropositivos para N. caninum pode ser
prejudicada devido a reatividade cruzada com outros protozoarios semelhantes, principalmente
N. hughesi e Hammondia heydorni. Outra limitagdo, até ao momento do estudo realizado por
Gondim e colaboradores (2009), ¢ o fato de ndo existir teste serologico capaz de distinguir
anticorpos anti-N. caninum de anticorpos anti-N. hughesi.

Caes com doenga clinica parecem apresentar niveis mais elevados de anticorpos anti-
Neospora do que caes subclinicos infetados, provavelmente refletindo o aumento da

estimulagdo antigénica como resultado da proliferagdo do parasita (Atkinson et al., 2000).
1.2.7.6 Serologia — Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A TFI foi o primeiro teste empregue no diagnodstico seroldgico da Neosporose, em
1988, sendo utilizado em vdrias espécies animais, como: caes, raposas, gatos, bovinos, ovinos,
caprinos, bufalos, equinos, roedores e primatas (Andreotti et al., 2003). A IFI, tal como o
ELISA, deteta a presencga de anticorpos anti-N. caninum (Alvarez-Garcia et al., 2013). Na IFI,
os taquizoitos inteiros sdo fixados nas laminas. O principio da IFI ¢ a detecao de anticorpos
direcionados aos antigénios da superficie celular dos taquizoitos, com o auxilio de um
microscopio de fluorescéncia. Um resultado positivo da IFI (Figura 5) ¢ indicado pela
fluorescéncia de todo o taquizoito, nos soros com titulos moderados a elevados. Uma
fluorescéncia reduzida ou apical ocorre nos soros com titulos baixos ou nas reagdes cruzadas
nao especificas causadas por infecdo com espécies relacionadas, como 7. gondii (Andreotti et

al., 2003).

36



Figura 5. Imunofluorescéncia indireta positiva para N. caninum em soro de c2o (aumento 400x).

(Andreotti et al., 2003)

Tal como a histopatologia, a reacao de IFI ¢ a metodologia de referéncia para pesquisa
de anticorpos anti-N. caninum, sendo considerada o método de diagndstico gold standard
(Andreotti et al., 2003).

A presenca dos anticorpos IgM ¢ indicativa de infecao aguda (pico as duas semanas e
diminuigdo as 4 semanas apos infe¢do), porém a cinética de produgao de IgM na Neosporose
ainda ¢ pouco conhecida em bovinos. A determinacao dos anticorpos IgG ¢ utilizada para o
diagnostico de Neosporose em bovinos. Um aumento progressivo do titulo de anticorpos IgG,
num dado periodo (apos 4 semanas de infegdo, durante 3-6 meses), geralmente ¢ indicativo de
infecao aguda (Moore et al., 2002; Dubey & Schares, 2006). A destruicao das imunoglobulinas
por autdlise, a morte do feto na fase aguda da infegdo, a detecdo de IgG ao invés de IgM e as
flutuagdes no nivel de anticorpos (que dependem do estado fisioloégico da mae e da atividade
do parasita) podem contribuir para o insucesso da serologia fetal (Andreotti ef al., 2003; Innes
et al., 2005).

Ao contrario do que acontece com o ELISA, a IFI apresenta maiores titulos em vacas
que abortam em efetivos epidémicos em comparagdao com efetivos endémicos. A transmissao
horizontal em efetivos epidémicos pode ser refletida por titulos mais elevados de IFI, que
resultam de uma infecdo recente, como a captagao de oocistos ou proliferagao de taquizoitos,
como resultado de um evento imunossupressor (Atkinson et al., 2000). A idade do animal
também pode afetar a selecdo de um determinado cut-off. Por exemplo, um titulo de IFI de
1:640 ou 1:200 ¢ considerado indicativo de infecdo por N. caninum em bovinos adultos,

enquanto valores mais baixos (1:80) sdo selecionados como cut-off para amostras de fetos
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bovinos. Até mesmo um baixo titulo de 1:25 deve ser considerado especifico para a infe¢ao por
N. caninum em fetos (Dubey, 2004).

A carga parasitaria média, medida a partir do nimero de taquizoitos por mg de tecido,
¢ significativamente maior nos cotilédones do que nas carunculas das vacas infetadas (Regidor-
Cerrillo et al., 2014).

Como limitagao, a [FI ¢ demorada e dispendiosa em comparagao com o ELISA, e por
1sso nado ¢ rotineiramente utilizado no rastreio de populagdes de bovinos para a Neosporose
(Haddad et al., 2005). Para além disso, os resultados serologicos de IFI e ELISA no diagnostico
de aborto por N. caninum devem ser confirmados, através da demonstracao do parasita ou do
seu DNA no feto, preferencialmente em associacdo com as lesdes caracteristicas da doenga

(Andreotti et al., 2003).
1.2.7.7 Serologia — Teste de Aglutinagcdo

Os testes de aglutinacdo também podem ser utilizados, detendo a vantagem de nao
requerer conjugados especificos e, portanto, serem adequados para espécies silvestres (Almeria,
2013). Por outro lado, ¢ um teste que apresenta diversos falso-positivos, (Ortega-Mora et al.,
2006; Moraveji ef al., 2012) nio sendo recomendado por alguns autores (Alvarez-Garcia et al.,
2013). O resultado positivo ¢ representado pela presenga de um precipitado de taquizoitos

aglutinados (Lopez-Gatiu ef al., 2004).
1.2.7.8 Serologia — Western blot / Imunoblot

O Western blot ¢ outra técnica altamente sensivel e especifica, util na dete¢ao de
anticorpos especificos contra N. caninum, melhorando bastante o seu diagnostico (Dubey,
2003; Campero et al., 2015). Porém, requer técnicos especializados e os resultados sdo
demorados. Por isso, ¢ geralmente apenas utilizado como teste confirmatorio para resultados

duvidosos (Campero et al., 2015).
1.2.7.9 Teste de Avidez de Imunoglobulinas

Para determinar o valor da avidez dos anticorpos (forca de ligacdo dos mesmos aos
antigénios), devem ser obtidas amostras imediatamente apds o aborto de vacas seropositivas
(Dubey et al., 2007). Os testes de avidez de IgG provaram ser valiosos na discriminagdo entre
infecdes agudas e cronicas em bovinos (Dubey, 2004; Goodswen et al., 2013) e parecem

promissores para distinguir aborto endémico e epidémico (Dubey, 2003). A ligacao de IgG
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aumenta com o tempo apos a infe¢ao, consequentemente, valores de avidez baixos (<50) e altos
(>50) indicam infecao recente e cronica, respetivamente.

A concentracdo e o tipo de anticorpos presentes no soro de animais cronicamente
infetados podem diferir em comparagdo com infe¢des agudas e, portanto, podem ser detetados
de forma diferente por certos antigénios (Bjorkman et al., 1999).

Em exploragdes com um padrao endémico de aborto e anticorpos de alta avidez em
vacas abortadas, a transmissao vertical deve ser considerada a principal via de transmissao. Em
contraste, a presenga de anticorpos de baixa avidez, com padrao de aborto epidémico deve ser

indicativa de exposi¢ao recente a N. caninum pela via horizontal (Dubey et al., 2007).

1.2.7.10 Coprologia

No exame coprologico para pesquisa de oocistos de N. caninum em canideos, ¢
utilizado o método de centrifugo-flutuacdo, com utilizacdo de uma solugdo saturada de agucar.
Os oocistos nao esporulados de N. caninum sao esféricos a subesféricos, medem 10a 11 um de
diametro e contém um esporonte central. Os oocistos esporulados contém dois esporocistos,
cada um com quatro esporozoitos. Os oocistos de N. caninum sao semelhantes aos de 7. gondii,
Hammondia hammondi e H. heydorni. A observagdo de oocistos nas fezes de caes ¢ dificil,
dada a curta duragdo da excrecdo dos mesmos nas fezes dos HI, indicando que provavelmente

0 exame coprologico apresenta valor reduzido na dete¢do da doenga (Andreotti et al., 2003).
1.2.7.11 Isolamento in vitro / in vivo de N. caninum

No isolamento de N. caninum, os tecidos infetados sdo inoculados em cultivo celular
e/ou em murganhos, imunodeprimidos ou imunodeficientes. O isolamento e cultivo de M.
caninum permite a identificacdo do parasita, a produgdo de taquizoitos para testes serologicos,
a avaliacao dos taquizoitos aos diferentes farmacos, pesquisas do ciclo de vida, biologia e
patogenia do parasita e pesquisas de manipulacdo genética do mesmo. As diferentes estirpes
isoladas também permitem estudos de diversidade genética do parasita. O cérebro e a medula
espinhal de bovinos, bezerros e fetos, sao as principais amostras utilizadas para o isolamento
de N. caninum em cultura celular (Andreotti ez al., 2003). O isolamento de Neospora em cultura
celular raramente € possivel, uma vez que a maioria dos organismos morre quando as células
do hospedeiro se tornam autolisadas (Dubey, 2004).

Na leitura dos frascos de cultura in vitro, a monocamada de células deve ser observada

quanto a sua integridade, a presenca de efeitos citopaticos como orificios e destrui¢do das
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c¢lulas hospedeiras infetadas e o aparecimento dos parasitas dentro das células ou livres no
meio de cultura. Os taquizoitos sdo observados em pares ou em grupos nas cé¢lulas hospedeiras
proximas as areas de rutura da monocamada. Os protozoarios localizam-se no citoplasma e,
ap6s romperem as células, aparecem em grupos de quatro a oito parasitas, ligados pela por¢ao
posterior. A reproducdo de N. caninum em cultura celular ocorre por divisdo binaria. Apds a
inoculagdo das amostras de bovinos, os primeiros taquizoitos podem ser observados em
diferentes periodos (apds 15 dias, entre 29 a 34 dias, de 40 a 49 dias e 56 a 60 dias). Na cultura
in vivo, primeiramente, as amostras de cérebro podem ser inoculadas nos gerbils, e apos trés a
quatro meses, 0s seus cérebros, obtidos aquando da sua eutanasia, sdo processados e inoculados

em cultura celular (Andreotti et al., 2003).
1.2.8 Tratamento

Até ao momento, ainda nao existem farmacos efetivos no tratamento de Neosporose
bovina (Andreotti et al., 2003).

Investigacdes em quimioterapia mostraram que o Toltrazuril pode retardar a
disseminagdo de taquizoitos experimentalmente induzidos em murganhos e bezerros, mas
requer o apoio da imunidade de células T para controlar a infecdo. Investigagdes até ao
momento sugerem que o tratamento com Toltrazuril tem um efeito parasitostatico e nao
parasiticida, e ndo ha evidéncias de que os bradizoitos sejam afetados pelo tratamento. O
apicoplasto ¢ um organelo essencial da maioria dos parasitas Apicomplexa, incluindo o M.
caninum, que foi proposto como um alvo terapéutico potencial. Sabe-se que antibidticos
antibacterianos, como o Cloranfenicol, a Clindamicina e a Azitromicina, atuam contra parasitas
como o Plasmodium e o Toxoplasma. Esses tarmacos inibem a sintese proteica de ribossomas
procaridticos em vez de eucarioticos. Os apicoplastos possuem vias biologicas
consideravelmente diferentes dos vertebrados. Isso significa que farmacos podem ser
desenvolvidos para matar especificamente o apicoplasto, a fim de matar o parasita, sem efeitos
colaterais para o hospedeiro (Goodswen et al., 2013).

O tratamento quimico apresenta limitacdes como o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos pelo parasita, os riscos para a saide humana através do consumo de carne e/ou leite

com esses residuos e a possibilidade de contaminacao ambiental (Andreotti ef al., 2003).
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1.2.9 Prevencio e controlo

Canada e colaboradores (2004) sugerem que a alta percentagem de fetos abortados
positivos a Neosporose, bem como a alta percentagem de seropositividade em vacas, ndo apenas
de efetivos leiteiros onde ocorreram surtos de aborto, mas também na populacdo geral,
verificadas em diversos estudos em diferentes paises, incluindo Portugal, indicam claramente
que o diagnostico diferencial de Neosporose deve ser sempre considerado em casos de abortos
esporadicos ou epidémicos, em exploragdes leiteiras portuguesas. Além disso, sdo necessarias
modificagdes no controlo da doenca do gado comercializado e nas técnicas de transferéncia de
embrides aplicadas em vacas leiteiras em Portugal, para que a prevaléncia possa diminuir no
nosso pais.

Em exploragdes livres de Neospora, a prevencao da introducao do parasita através de
medidas de biosseguranga gerais, como por exemplo o controlo de vetores, a quarentena e
rastreio de novos animais na exploragao e a limpeza e desinfe¢ao dos espacos, comedouros e
bebedouros, ¢ o foco principal no programa de prevengao de Neosporose (Haddad et al., 2005).

Varias estratégias diferentes para o controlo de infe¢dao e aborto por N. caninum em
bovinos tém sido estudadas, como a nao aplicagdo de qualquer alteracdo, a implementagao de
uma abordagem de teste e descarte para gado seropositivo, o tratamento com um parasiticida
ou coccidiostatico, o tratamento com outros farmacos (por exemplo, Toltrazuril) e a vacinagao
(Goodswen et al., 2013).

Dubey (2003) confirmou que os procedimentos de transferéncia de embrides impedem
a transmissao de N. caninum de vacas seropositivas para recetoras seronegativas e que embrides
bovinos pré-implantados sao resistentes a invasao de N. caninum. No entanto, a sua aplicagao
¢ restrita a bovinos de elevado mérito genético, nos quais o valor do futuro bezerro justificaria
os elevados custos deste procedimento (Landmann et al., 2002).

Os programas de controlo devem ter em conta a epidemiologia regional da Neosporose
bovina e devem também incorporar o calculo de custo-beneficio, comparando as despesas de
testes ¢ medidas de controlo com o beneficio da reducdao das perdas econdmicas devido a
infecdo e aborto por N. caninum (Reichel & Ellis, 2006).

Apesar de ndo prevenir a transmissao endogena de N. caninum ao feto, o uso de sémen
bovino (preferencialmente de raga Limousin segundo Almeria et al. (2009)) para inseminar
vacas seropositivas para N. caninum, reduz o risco de aborto. Isto pode ocorrer devido ao efeito
favoravel do cruzamento de ragcas de carne com ragas de leite, na saude fetal e na funcao

placentaria. Além disso, esta técnica garante que as substitui¢des de reprodutores de bovinos
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infetados deixem de ocorrer, pois as fémeas resultantes de cruzamentos de bovinos de carne e
bovinos de leite, ndo sdo normalmente retidas para a producao de leite (Almeria et al., 2009).

Como referido anteriormente, N. caninum é eficientemente transmitido verticalmente
em bovinos, por varias geracdes. Portanto, atualmente, a combinac¢ao do abate ou refugo de
animais positivos, a reposi¢ao do efetivo com animais seronegativos ¢ a aplicagao de testes de
diagnostico aos animais da exploragdo e aos animais em periodo de quarentena anterior a sua
entrada na exploragdo, ¢ a Unica forma atual de impedir, por motivos econdémicos, essa
transmissao de maes para filhas (Dubey et al., 2007). Como os animais de reposi¢ao
representam um risco de reintroducdo da doenga na exploragdo, estes animais devem ser
adquiridos de efetivos livres de N. caninum, com excelente desempenho reprodutivo e testados
serologicamente na exploracdo de origem. Exigir também o teste das maes cujas filhas sdo
potenciais compras, pode ajudar na identificacdo de individuos falso-negativos e evitar
sistematicamente os animais de linhagens familiares nas quais o N. caninum ¢ passivel de ser
transmitido verticalmente (Guido et al., 2016).

No caso da existéncia de caes na exploracao, algumas medidas praticas de controlo da
infecdo incluem a prevencao/limitacao do acesso dos mesmos a areas de pastagem, alimentagao
e abeberamento (Atkinson et al., 2000; Dubey et al., 2007). Também deve ser implementado o
controlo regular de roedores, de modo a reduzir o risco potencial de infe¢ao (Bartels et al.,
1999).

Testes serologicos podem ajudar no controlo da Neosporose no comércio internacional
de animais, uma vez que animais infetados podem introduzir o parasita em exploragdes livres
de doenga, em areas onde a doenga nao existe ou a sua prevaléncia ¢ muito baixa (Dubey et al.,
2007).

Idealmente, a abordagem com melhor relagdo causa-efeito para controlo de
Neosporose ¢ a vacinagdao. Foi desenvolvida uma vacina comercial inativada, chamada
NeoGuardTM, que foi apenas moderadamente bem-sucedida em testes de campo e foi
posteriormente retirada do mercado. A vacina perfeita proporcionaria protecao contra a infegao,
doenga clinica e aborto, e isso implica que esta possa induzir uma resposta mediada por células
nao-fetopaticas, e permite discriminar entre animais infetados e vacinados. Vacinas vivas,
baseadas em estirpes avirulentas de N. caninum isoladas de bovinos naturalmente infetados,
mostraram-se promissoras nessa area. Um dos principais impedimentos para o registo dessas
vacinas ¢ o potencial dos parasitas em persistir no gado vacinado, levando a novas preocupacgdes

sobre a reversdo a viruléncia. Além disso, ndo ¢é facil distribuir uma vacina de N. caninum viva
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por meio de cadeias frias que ndo utilizam nitrogénio liquido para o armazenamento da vacina.
Consequentemente, o desenvolvimento de outras abordagens vacinais torna-se agora
imperativo, e uma area em que pouco esforco recente foi feito ¢ o uso de vetores virais vivos
para apresentar antigénios recombinantes. Foram identificados varios antigénios-alvo que
podem ser dignos de avaliagdo para apresentagdo viral ao sistema imune do gado (Goodswen
etal.,2013).

Como ¢ referido por Marugan-Hernandez (2017), a comunidade cientifica necessita
de explorar a biologia de Neospora caninum para poder identificar novos potenciais
imunogenos vacinais. Tendo em conta a relagdo parasita-hospedeiro em vacas gestantes, a
vacinacao deve ser efetuada antes da gestacdo para controlo da Neosporose (Nishikawa, 2017).

Para além disso, uma das principais formas de prevencao de infecao por N. caninum
(maioritariamente em exploragdes em que a transmissao horizontal predomina) ¢ o controlo dos
fatores de risco. Alguns fatores que podem alterar o equilibrio da imunidade durante a gestacao,

como o stress e desequilibrios alimentares sdo dificeis de controlar (Bartels ef al., 1999).

1.2.10 Impacto econémico

A Neosporose ¢ uma doenga protozodria de efetivos bovinos e outros ruminantes, com
distribuicao a nivel mundial, que tem impacto na industria mundial de gado, sendo associada a
abortos endémicos e epidémicos, refugo involuntario de animais e diminuigao da produgao de
leite em casos de efetivos leiteiros, causando assim enormes perdas econdmicas e ineficiéncia
de producao (Canada et al., 2004; Reichel et al., 2013; Amdouni et al., 2017).

Segundo Thurmond & Hietala (1996), em vacas seropositivas, a taxa de refugo/abate
pode ser 1,43 a 1,7 vezes superior a das vacas seronegativas e dentro das positivas, as vacas
que abortam tém ainda um risco 1,2 superior ao das que ndo abortam. Thurmond & Hietala
(1997) verificaram também que vacas positivas a Neospora produzem aproximadamente 1 Kg
a menos de leite que as negativas. Hernandez e colaboradores (2001) verificaram que a
exposicao a N. caninum causa um declinio de 3-4% na produgdo de leite, causando uma perda
de 128 dolares por vaca por lactagdao. Pelo contrario, Hobson e colaboradores (2002) nao
verificaram qualquer associagdo entre a producao de leite e a seropositividade a Neospora.

Nao existem dados firmes sobre as perdas econdmicas devidas a Neosporose na
industria pecuaria em qualquer parte do Mundo, pois os estudos ja efetuados utilizam apenas
dados de algumas exploragdes como amostra. Porém as perdas sdo estimadas em milhdes de

doélares (Dubey, 2003).
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Em todo o Mundo, esses abortos, nados-mortos e casos de doenca neuroldgica por M.
caninum sdo das principais causas de perdas econdmicas para as industrias de laticinios e de
carne bovina. A perda econdmica na maioria das exploragdes ¢ estimada em 2-5% por ano,
mas, ocasionalmente, a perda pode ser de 20% por ano em algumas explora¢des. Na Australia,
a perda anual ¢ estimada em 100 milhdes de dolares (Goodswen et al., 2013).

Dubey (2003) refere que até 42% das vacas podem abortar devido a Neosporose e que
o impacto econdmico dependera do custo direto e do valor dos fetos perdidos. Os custos
indiretos incluem ajuda profissional e custos associados ao estabelecimento de diagnostico,
rebreeding, possivel perda de producgao de leite e custos de substituicdo de vacas que abortaram
e sdo refugadas/abatidas (Thurmond & Hietala, 1997). Globalmente, as perdas medianas
estimadas devidas a abortos induzidos por N. caninum foram avaliadas em 1.298,3 milhdes de
dolares por ano, afetando tanto as industrias de leite como de carne bovinos (Reichel et al.,
2013). Estima-se que, na Califérnia, cerca de 40.000 abortos podem ser causados por
Neosporose, proporcionando uma perda estimada de 35 milhdes de dodlares por ano (Barr ef al.,
1998). Na Australia e na Nova Zelandia, acredita-se que os prejuizos sejam de mais de 100
milhoes de dolares australianos, por ano (Reichel, 2000). Na Sui¢a, uma vez que a Neosporose
¢ considerada uma doenca de notificagdo obrigatoria desde 2001, as perdas econdmicas em
bovinos leiteiros foram estimadas em 9,7 milhdes de euros por ano (Hésler et al., 2006). No
Canada, a perda anual total foi estimada em 2.304 dolares por cada 50 vacas leiteiras (Chi et
al., 2002). Na Holanda, 76% dos rebanhos positivos a Neospora (sem aborto) ndo tiveram
perdas economicas, enquanto que nos restantes 24%, as perdas econdmicas representam 2.000
euros por ano (Bartels et al., 2006). No Brasil, as perdas economicas anuais na produgao leiteira
foram estimadas, em média, em 51,3 milhdes de dolares. Na producdo de carne bovina foram
estimadas, em média, em 101 milhdes de dolares (Schmidt ez al., 2018). Até a data, ndo existem
estudos anteriores com referéncia a valores de impacto econémico da Neosporose bovina em
Portugal.

Embora a perda de bezerros devida ao aborto por N. caninum seja de importancia
econdmica, o numero real de abortos em relacao ao numero de bezerros nascidos clinicamente
normais (mas seropositivos) ¢ pequeno. A questdo dbvia que surge € o porqué de os abortos sO
ocorrem algumas vezes, se o parasita passa prontamente ao feto. Os motivos atuais propostos
sao a maturidade imunologica do feto quando infetados e a viruléncia da estirpe infetante

(Dubey et al., 2006).
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Barling e colaboradores (2000) encontraram uma associagao positiva entre o status de
anticorpos anti-N. caninum dos vitelos e o ganho de peso, e projetaram uma perda de 15,62
dolares por bezerro.

As referéncias descritas acima, reforgam o impacto econémico global que a infecao

por Neospora caninum em bovinos representa em todo o Mundo.
1.3 Objetivos

Dubey (2005) demonstrou que, aquando do diagndstico de abortos associados a M.
caninum em bovinos leiteiros em todo o Mundo, 12 a 45% dos fetos abortados sao infetados
por este parasita protozoario, sendo relevante o seu impacto para as exploragdes. Varios estudos
jéa realizados em Portugal tém demonstrado a presenca deste parasita em diversas exploracoes.
Tendo isto em conta, este estudo tem importancia para a identificagdo, estudo da propagacao e
criacdo de protocolos de prevencao desta doenga em Portugal.

Os principais objetivos deste estudo sao:

1  identificar a prevaléncia de Neospora caninum na exploragao Casal de Quintanelas;

2 verificar se a entrada ou saida de animais positivos para o tanque de leite se traduz em
alguma alteragdo no nivel de anticorpos anti-Neospora caninum no tanque de leite;

3 verificar se os animais apresentam diferentes valores nos anticorpos em diferentes fases
de producgao (parto, secagem e lactagdo);

4  verificar se ha uma correlagao de positividade entre maes e filhas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e local experimental

O estudo realizou-se de 16 de Junho de 2018 a 06 de Novembro de 2018, numa
exploragdo de bovinos leiteiros, denominada Casal de Quintanelas, situada em Péro Pinheiro,
Portugal. Esta exploragcdo encontra-se dividida em duas areas. Durante o periodo do estudo, a
area da exploragao em estudo tinha um efetivo de cerca de 330 bovinos adultos de raca Holstein
Friesian, lactantes e ndo lactantes. Este nimero variou de 333 animais em Junho de 2018 a 327
animais em Novembro de 2018, tendo-se verificado a entrada de novos animais (por gestagao)
e saida de outros (por morte natural ou refugo/venda) nesse periodo. A outra area da exploragao
¢ referente a fémeas jovens nuliparas.

Para este estudo foram incluidos todos os bovinos fémeas, com aptidao leiteira,
presentes na exploragao referida acima. Estes foram divididos consoante o seu estado de
producao (lactagao, secagem e parto).

Quanto a histodria clinica pregressa dos animais avaliados, foram registados os seus
partos normais, abortos e nados mortos, ocorridos até a data final do estudo, uma vez que os
dois ultimos acontecimentos sdo as consequéncias mais ocorridas e consideradas mais graves
em bovinos adultos aquando da infecdo por N. caninum. Por fim, foram registados também os

numeros das respetivas maes de cada vaca analisada.
2.2 Delineamento experimental

No primeiro dia de visita a exploracao, foram recolhidas amostras de sangue a vacas
que se encontravam secas ¢ amostras de leite as que se encontravam em lactagdo e ao tanque
de leite. A cada 7 dias, foi feita uma nova visita a exploracdo em estudo e recolhidas amostras
de leite de vacas que tenham entrado ou que iriam sair da fase de lactacdo. Nestes dias, também

foram recolhidas novas amostras do tanque do leite.

2.3. Recolha das amostras

O sangue foi colhido da veia coccigea, com auxilio de uma agulha 18 Gauge para tubos
secos devidamente identificados com o nimero da respetiva vaca. Posteriormente, estas
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 15 minutos, de modo a retirar-se o soro

sanguineo e por fim este foi refrigerado. Relativamente as amostras de leite, recolheram-se
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durante a ordenha para tubos secos. Estes também foram devidamente identificados com o
respetivo numero de cada vaca e refrigerados. Quanto as amostras do tanque de leite, estas
foram recolhidas, semanalmente, do mesmo, para um tubo seco. Igualmente aos anteriores,

estes foram devidamente identificados e posteriormente refrigerados.

2.4. Analise das amostras

Todas as amostras foram analisadas com recurso a um teste comercial de ELISA, no
laboratorio de parasitologia do Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria
(INIAV), que se localiza em Oeiras, gentilmente cedido.

A preparagao das amostras e reagentes, bem como o procedimento do teste, foram
realizados de acordo com as instru¢des do kit utilizado (CIVTEST® BOVIS NEOSPORA —
HIPRA). Para cada placa de amostras para o teste de ELISA, segundo indicagdes do fabricante,
eram necessarias duas amostras de controlo positivo e duas de controlo negativo (igualmente
fornecidos pelo fabricante). Como produto final do teste, obteve-se um valor de densidade 6tica
(DO) para cada amostra analisada, com auxilio de um espectrofotometro. Para identificagao de
seropositividade/seronegatividade das amostras, foi aplicada a seguinte formula a cada valor de

densidade 6tica, de modo a obter um valor de IRPC (indice Relativo x 100):

DO0,psamostra - média DO,,5 controlo negativo
IRPC = — — — - ]XIOO
média DO,y5 controlo positivo — média DO,,5 controlo negativo

A interpretacao dos valores de IRPC foi feita como indicado no teste ELISA utilizado

(Tabela 5).

Tabela 5. Interpretacdo dos resultados do teste de ELISA. (Adaptado de CIVTEST® BOVIS NEOSPORA —
HIPRA)

AMOSTRA DE SORO DO SANGUE

AMOSTRA DE LEITE INDIVIDUAL

INDIVIDUAL
Valor IRPC Estado 1mum?ar10 contra Valor IRPC Estado 1mun1¥ar10 contra
N. caninum N. caninum
Menor ou igual a 6,0 Negativo Menor ou igual a 4,74 Negativo
Maior de 6,0 e inferior .
ioual a 10.0 Suspeito . N
Ou 1gua 2 Maior de 4,74 Positivo
Maior de 10,0 Positivo
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AMOSTRA DE TANQUE DE LEITE

Valor IRPC PreYalepcla de antl.corpos contra N. caninum nos
animais que contribuem para o tanque de leite
Menor ou igual a 3,0 Inferior a 5 — 10%
Maior de 3,0 Superior a 10%

E importante referir que para que o teste seja considerado valido, foi necessario que se
verificassem os seguintes critérios de validagao:

. A média da DO dos controlos positivos ser superior a 0,9;

. A média da DO dos controlos positivos a dividir pela média da DO dos controlos

negativos ser superior a 5,0.
2.3 Analise estatistica

Para o armazenamento dos dados recolhidos foi utilizado o software Microsoft Excel
2016 e para a analise estatistica recorreu-se ao software SPSS v20 (Statistical Package for the
Social Sciences).

Recorreu-se ao teste Shapiro-Wilk por forma a verificar a normalidade da amostra.

De forma a averiguar a existéncia de diferengas entre as fases de producao foi realizado
o Teste de Friedman. Posteriormente, com o intuito de detetar a correspondéncia dessas
diferencas, utilizou-se o Teste post hoc de Wilcoxon, com correcdo de Bonferroni para
comparagoes multiplas. Neste teste, a varidvel IRPC foi utilizada como variavel continua.

Com a finalidade de verificar a existéncia de diferencas entre a percentagem de
animais positivos nas fases de produgao utilizou-se o teste nao paramétrico Q de Cochran. Essas
diferencas entre grupos foram encontradas através do Teste post hoc de Dunn com corregao de
Bonferroni para comparagdes multiplas. Neste teste, a variavel IRPC foi utilizada como
variavel dicotomica (positivo, negativo).

Na andlise de correlagao entre o valor de IRPC e a proporcao de animais positivos em
cada tanque utilizou-se a correlagao de Spearman.

Para verificar a correlagdo entre a seropositividade das maes e respetivas filhas,
utilizou-se o Teste de McNemar. Quanto a correlagdo da idade com a seropositividade a
Neospora caninum, foi utilizado o Teste U de Mann Whitney. Por ultimo, para observar a
correlagdo entre a seropositividade a Neospora caninum e a ocorréncia de aborto utlizou-se o

Teste Chi-quadrado de independéncia.
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3. RESULTADOS

3.1 Parametros demograficos

A amostra deste estudo incluiu 461 bovinos fémeas, com aptidao leiteira, de raga

Holstein Friesian. Estas foram divididas consoante o seu estado de produgdo, como

descriminado na Tabela 6.

No primeiro dia do estudo, foram recolhidas 98 amostras de sangue, 333 amostras de

leite individuais e duas amostras do tanque de leite. No total, foram recolhidas 743 amostras.

Tabela 6. Frequéncia absoluta e relativa de amostras de diferentes animais em cada fase de producao

TOTAL Lactacao Secagem Parto
697 N 332 240 125
amostras % 47,63 34,43 17,94

Para além das amostras referidas na Tabela 6, 22 correspondem a amostras do tanque

de leite e as restantes 24 amostras correspondem a repetigoes de teste de ELISA que foram

realizadas durante o estudo.

Segundo o teste Shapiro-Wilk, nao se verificou uma distribui¢gdo normal da amostra

em estudo.

3.2 Diferencas no IRPC em diferentes fases de producio

Foi recolhida mais do que uma amostra, em diferentes fases de producao, a 181 dos

461 animais envolvidos no estudo. Foram detetadas diferengas significativas nos niveis de
IRPC entre as fases de producdo y*(2) = 28,500, p <,001, em particular entre as fases de lacta¢io

e parto, p < 0,001 e entre as fases secagem e parto, p = 0,004. Na Tabela 7 apresentam-se alguns

parametros estatisticos relativos ao valor de IRPC.

Tabela 7. Analise estatistica do valor de IRPC para cada fase de produgio

Mediana Desvio Padrio Minimo Maximo
Lactacio -0,903 22,59 -7,731 85,185
Secagem 0,168 23,50 -7,297 91,233
Parto 7,697 21,48 -8,976 85,631
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3.3 Diferencas na frequéncia relativa de animais positivos nas fases de

producao

No total, dos 461 bovinos avaliados, 125 (27,1%) tiveram resultado positivo ao teste
de ELISA para anticorpos contra N. caninum.

Foram detetadas diferencgas significativas na percentagem de animais positivos a M.
caninum nas diferentes fases de produgdo ¥*(2) = 24,261, p <,001, em particular entre as fases
de lactacdo e parto, p < 0,001 e entre as fases secagem e parto, p > 0,001. Na Tabela 8

apresentam-se alguns parametros estatisticos relativos ao nimero de animais positivos.

Tabela 8. Analise estatistica dos animais positivos para cada fase de produgao

Frequéncia relativa Frequéncia absoluta
Lactacao 23,4% 34
Secagem 27,7 % 48
Parto 62,5% 60

3.4 Correlacao de maes e filhas

Na Tabela 9 pode observar-se a frequéncia absoluta e relativa do resultado dos testes
das maes e suas respetivas filhas. Nao foram encontradas diferengas significativas na proporg¢ao

de animais positivos e negativos a N. caninum, entre mées e filhas x*(1) = 0,205, p = 0,651.

Tabela 9. Analise estatistica da correlagdo de seropositividade de maes e filhas

TESTE MAE
Negativo Positivo Total
Row Column Row Column Row N  Column
Count N % N% |Count N % N % | Count %o N %
TESTE Negativo 122 85,9%  83,6% 20 14,1%  41,7% 142 100,0%  73,2%
FILHA Positivo 24 46,1%  16,4% 28 53,9%  58,3% 52 100,0%  26,8%
Total 146 75,3% 100,0% 48 24,7% 100,0% 194 100,0% 100,0%

3.5 Teste ao tanque de leite

Para cada amostra de tanque de leite semanal, foram recolhidos os respetivos valores
de IRPC, resultados do teste de ELISA e frequéncias relativas de animais positivos que

contribuiram para o mesmo (Tabela 10).
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Tendo em conta os valores presentes na Tabela 10, verifica-se que sempre que um
tanque de leite € testado e se obtém um valor indicativo de que >10% do efetivo se encontra
infetado com Neospora caninum, frequéncias relativas de animais positivos superiores a 10%

foram sempre obtidas nas testagens individuais.

Tabela 10. Dados relativos as amostras semanais do tanque de leite

N2 TANQUE RESULTADO TESTE VALORIRPC PERCENTAGEM VACAS POSITIVAS TANQUE

1 >10% 34,16 19,40%
2 >10% 25,75 18,18%
3 >10% 25,59 17,70%
4 >10% 31,38 18,37%
5 >10% 31,18 17,77%
6 >10% 29,47 17,43%
7 >10% 26,63 18,40%
8 >10% 30,39 18,32%
9 >10% 26,76 18,07%
10 >10% 27,99 17,46%
11 >10% 29,64 16,12%
12 >10% 33,71 17,20%
13 >10% 27,18 17,87%
14 >10% 27,12 19,38%
15 >10% 23,11 17,63%
16 >10% 13,88 17,57%
17 >10% 20,82 20,42%
18 >10% 21 16,36%
19 >10% 20 18,73%
20 >10% 16,46 18,73%
21 >10% 20,61 15,92%
22 >10% 15,28 15,87%

3.6 Associacao entre o valor IRPC e a proporc¢io de animais positivos no

tanque de leite

Verificou-se uma alteracao nos valores de IRPC nas amostras semanais do tanque de
leite. Esta variou de 34,16 na primeira recolha, do dia 14/06/2018, a 15,28, na ultima recolha,
do dia 06/11/2018. Quanto a percentagem de vacas positivas a contribuir para o tanque, este

variou de 19,4% a 15,87% nas datas referidas acima.
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Nao foi detetada uma associagao estatisticamente significativa entre o valor de IRPC

e a proporcao de animais positivos a N. caninum, rs(20) = 0,103, p = 0,649.

3.7 Correlacio da seropositividade com a idade dos animais

Os 461 bovinos fémeas deste estudo tinham uma média de idades de cerca de 4 anos,

variando de 1 a 10 anos. No Grafico 1 € possivel observar a distribui¢do de animais positivos e

negativos a N. caninum de acordo com a sua idade. Verificou-se que nao existe diferenca

estatisticamente significativa entre as idades de animais negativos (mediana = 46 meses) ¢

positivos (mediana = 48 meses) ao teste de ELISA para anticorpos contra N. caninum, U =

21736,5,z2=0,312, p=0,755.

Independent-Samples Mann-Whitney U Test
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Grafico 1. Distribuicdo de animais positivos e negativos a N. caninum de acordo com a sua idade

3.8 Correlacio da seropositividade com a ocorréncia de aborto

A histéria clinica pregressa dos animais avaliados, nomeadamente os seus partos

normais, abortos e nados mortos estao registados na Tabela 11.

Tabela 11. Frequéncia absoluta de vacas de acordo com pardmetros relativos a sua histdria clinica pregressa

TOTAL

461
vacas

Partos Normais Abortos | Nados Mortos

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 0 1 2

N 63 123 98 78 46 | 34 12 6 1 449 | 12 | 433 | 21 | 7
% | 13,77 | 26,7 | 21,3 | 169 | 99 | 74 | 2,6 | 1,3 | 0,2 | 97,4 | 2,6 | 93,9 | 4,6 | 1,5
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Dentro dos abortos, dos 12 animais que apresentaram esta consequéncia reprodutiva,
7 (58%) sdo positivos a Neospora caninum. Relativamente aos nados mortos, dos 28 animais
que apresentaram esta condicdo, 10 (35%) sdo positivos a Neospora caninum.

Dos 461 animais avaliados, 125 foram considerados positivos a N. caninum (27,1%).

Destes, 107 ndo tinham historia de abortos ou nados mortos (85,6%) (Grafico 2).

Existe uma associacao estatisticamente significativa entre a existéncia de anticorpos
contra N. caninum e a ocorréncia de aborto, y2(1) = 4,479, p = 0,034, sendo esta associagao

muito fraca, ¢ = 0.098, p = 0,039.

Bar Chart
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Grifico 2. Frequéncia de abortos e nados mortos em animais positivos e negativos a N. caninum
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4. DISCUSSAO

4.1 Prevaléncia de Neosporose bovina

Na Tabela 12 encontram-se as prevaléncias de infecdo por N. caninum estudadas em
alguns paises do Mundo, variando estas de 2,8% (bovinos de carne em Espanha) a 55,9%
(bovinos de leite no México). Neste estudo, a prevaléncia de animais positivos a Neospora
caninum, foi de 27,1%, estando dentro do intervalo referido acima.

Tabela 12. Prevaléncia média de N. caninum em bovinos de carne e de leite em alguns paises. (Adaptado de

(Reichel et al., 2013)

Pais Seroprevaléncia (%) - média

Leite 22,2 (26,6-64,5)
Argentina

Carne 11,2 (4,7-20,3)
Leit 109 (3,823,7)

Carne 8,7 (2,5-14,9)

Brasil
Leite 16,1 (14,1-34,8)
Carne 15,1 (9,5-16,7)
Canada

Leite 12,0 (5,5-22,5)
Carne 11,3 (5,9-81,3)
Leite 55,9 (42,0-59,0)

Carne 11,6 (11,6-11,6)

Holanda
Leite 10,4 (9,9-10,8)
Nova Zelandia Leite 30,4 (6,8-73,0)

Carne 2,8 (2,8-2,8)

Espanha
Leite 19,1 (15,7-35,9)
Carne 15,8 (7,4-25,1)

Reino Unido

Leite 15,0 (6,0-37,7)
Leite 49,2 (16,1-89,2)
Carne 13,0 (7,5-81,7)

México

Estados Unidos da América

A Neosporose bovina foi diagnosticada pela primeira vez em Portugal em 2001
(Canada et al., 2004). Canada e colaboradores (2004) verificaram uma prevaléncia de 28% e
de 46% em dois grupos estudados, sem e com historia de abortos, respetivamente, em animais
provenientes de exploracdes das regides norte e centro de Portugal. O valor obtido de 27,1%
encontra-se proximo do intervalo ente as duas prevaléncias estudadas no nosso pais.

Recentemente, Barbosa e colaboradoras (2019) verificaram a nivel individual uma
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prevaléncia de 16,3% de animais seropositivos em exploragcdes pecudrias portuguesas.
Contudo, a prevaléncia de animais seropositivos numa exploracdo, variou de 0% a 60,2%.
Assim, o valor obtido no nosso estudo, volta a entrar-se dentro do intervalo ja estudado.

Pode verificar-se que as prevaléncias sao geralmente superiores em exploragdes
leiteiras, quando comparadas com as de exploragdes de carne. Isto pode ser explicado pelo facto
de o maneio intensivo ser um fator de risco para infe¢ao por N. caninum.

Barbosa e colaboradores (2019) confirmaram ainda a dissemina¢cdo da Neosporose
entre as exploracdes leiteiras portuguesas, especialmente no norte do pais, com a maioria das
exploragdes infetadas (87,3%).

Contudo, comparagdes com outros estudos de prevaléncia de anticorpos anti-N.
caninum devem ser feitos com precaucdo, considerando-se o uso de diferentes técnicas
serologicas, idade ao abate, tamanho da amostra e tipo de populagdo animal (Dubey et al.,

2007).

4.2Protocolo utilizado

Segundo Dubey e colaboradores (2007) a dete¢ao de anticorpos no soro € em amostras
de leite individuais ou do tanque de leite por técnicas como o teste de imunofluorescéncia
indireta ¢ ELISA, sdo 6timos para a identificagao de efetivos infetados por N. caninum. Estes
autores, tal como Schares et al., (2004), Bartels et al. (2005) e Guido ef al. (2016) referem que
em vacas leiteiras, o teste do soro, plasma ou leite individual de todo o efetivo e do tanque de
leite devera ser usado como uma ferramenta de baixo custo para monitorizar a seroprevaléncia.
Posto isto, escolheu-se como tipo de amostra soro sanguineo e leite, e o ELISA como teste
diagnostico a utilizar.

Porém, no leite, os anticorpos aparecem mais tarde € numa concentragdo mais baixa
(cerca de 30 vezes menor) do que no soro (Dubey et al., 2007). Neste estudo, foram recolhidas
maioritariamente amostras individuais de leite e em menor quantidade amostras de soro
sanguineo, uma vez que para a obtencao destas ultimas, o procedimento em causa ¢ mais
invasivo e stressante para os animais.

Dubey (2003) refere que embora o soro sanguineo ou qualquer fluido corporal do feto
possa ser usado para o diagnoéstico serologico, o liquido peritoneal ¢ melhor do que outros
fluidos corporais. Contudo, ndo se optou por este tipo de amostra, visto que, mais uma vez, a
obtengdo destas ¢ mais invasiva e também porque o kit de ELISA CIVTEST® BOVIS
NEOSPORA — HIPRA apenas ¢ valido para soro sanguineo e leite. O teste de diagnostico
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escolhido, dentro dos ELISA disponiveis comercialmente, ¢ um dos mais utilizados, uma vez
que apresenta valores de sensibilidade e especificidade superiores a 95% (Barbosa ef al., 2019).

Estudos anteriores mostraram que o congelamento de amostras seroldgicas nao tem
uma influéncia aprecidvel nos niveis de anticorpos, embora os ciclos frequentes de
congelamento e descongelamento possam diminuir os titulos de anticorpos no soro (Brey et al.,
1994). Os testes de ELISA realizaram-se com a maior brevidade possivel apos a recolha das
amostras, de modo a que o seu resultado fosse o mais fidvel possivel. A maioria das amostras
nao sofreu qualquer tipo de processo de congelamento. Apenas algumas amostras sofreram um
ciclo de congelamento, de forma a ser possivel analisar todas as amostras do estudo com os

reagentes e controlos disponiveis.
4.3Titulacdo de anticorpos

Foram comparados os valores de IRPC de diferentes amostras (em diferentes fases de
produgio) para o mesmo animal, uma vez que Alvarez-Garcia et al., (2013) referem que
ocorrem variagdes nos niveis de anticorpos durante a gestacdo nos bovinos fémeas, o que pode
influenciar o desempenho dos kits de ELISA. Neste estudo, também se verificaram variagdes
no valor de IRPC em diferentes amostras para o mesmo animal, conforme descrito acima nos
resultados.

Como ja descrito anteriormente por Atkinson et al. (2000) e Andreotti et al. (2003),
os bovinos naturalmente infetados podem sofrer uma variacdo consideravel no titulo de
anticorpos. Mazuz e colaboradores (2014) descobriram que vacas com baixo titulo de
anticorpos (1: 200) durante a gestacdo podem tornar-se seronegativas, € podem tornar-se
seropositivas no final da gestacdo, o que significa que em efetivos endémicos esse titulo
representa um estado seroldgico instavel, variavel e nao conclusivo. Neste estudo verificou-se,
tal como na bibliografia referida acima, que a titulagdo de anticorpos aumenta no final da
gestagdo (parto), como se pode verificar na Tabela 7. Os valores de IRPC das fases de lactagao
(-0,903) e secagem (0,168) correspondem a um resultado negativo para Neospora caninum,
enquanto que o valor correspondente ao parto (7,697) equivale a um resultado positivo. O
mesmo se pode verificar pela percentagem de animais positivos em cada fase, em que na fase
de secagem (27,7%) e de lactacdo (23,4%) ¢ inferior a do parto (62,5%). Isto, em conjunto com
a observacao detalhada dos dados obtidos, leva-nos a concluir que um grande nimero de vacas
(21%), das 181 em que foram recolhidas amostras nas diferentes fases de produgao,

seroconverteram, tornando-se positivas no final da gestacao, confirmando a hipdtese de Mazuz
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e colaboradores (2014). Essas eleva¢des marcadas nos titulos de anticorpos estao associadas a
transmissao vertical, que leva ao agravamento de uma infecao persistente, em que os bradizoitos
se convertem em taquizoitos e se espalham pelo organismo do hospedeiro, aumentando as suas
respostas imunes (Par¢ et al., 1997).

Pelo contrario, houve dois casos (1,1%) em que se verificou seroconversao contraria
(de positiva para negativa) nesse mesmo periodo. Esta pode explicar-se pela possibilidade de
que em certos estadios da gestacdo os parasitas estejam escondidos € nao sejam expostos a
vigilancia imunoldgica e, consequentemente, nenhuma resposta de anticorpos seja induzida, de
modo a que animais serologicamente positivos anteriormente possam apresentar-se
seronegativos (Paré et al., 1997).

Para os casos em que ¢ feita mais do que uma analise a um animal, o gold standard
para o resultado de uma amostra, definido por von Blumrdder e colaboradores (2004), ¢ baseado
na decisdo da maioria dos testes. Se nao existir maioria, ou seja, se houver um numero igual de
testes positivos e negativos, a amostra deve ser considerada positiva (von Blumrdder et al.,
2004). Porém, alguns autores como Ortega-Mora e colaboradores (2006) indicam que devido
as flutuacdes nos titulos de anticorpos em animais infetados, com a possibilidade de resultados
falso-negativos, ¢ aconselhavel a repeticao dos testes apos um periodo de 4 a 6 semanas. Assim,
nos bovinos em que se obteve pelo menos uma amostra positiva € uma outra negativa, deve
aplicar-se esta repeti¢do. Dos 56 animais em que se verificou esta situacdo, em 48 nao se
realizou essa nova repeti¢ao, enquanto que em apenas 8 foi efetuada, por motivos logisticos da
exploracdo em estudo. Idealmente, nos 48 animais referidos deveria ter sido realizada essa
repeticdo para confirmacao do resultado.

Segundo Haddad e colaboradores (2005), tirar conclusdes sobre o estado serologico
efetivo de animais individuais com base numa tnica amostra pode levar a conclusdes incorretas,
podendo nao refletir o seu estado de infecdo, dada a potencial ocorréncia de resultados falso-
negativos, principalmente em exploragdes sem histérico de abortos por N. caninum. Estes
referem que se deve entdo repetir a analise em gestagdes subsequentes para confirmar o
resultado. Assim, também aos animais em que apenas se retirou uma amostra € que esta
apresentou resultado negativo (228 dos 461 bovinos avaliados), deveria idealmente ter sido
feita uma repeti¢ao do teste de ELISA. Porém, Andreotti e colaboradores (2003) afirmam que
a avaliacao serologica de todo o rebanho, juntamente com a avaliagdo da idade e pedigree, ¢
valida para interpretar o estado serologico dos animais de forma individual e perceber qual o

modo de transmissdo de N. caninum na exploracao.
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Na observagao detalhada dos resultados, verifica-se que, apesar das medianas referidas
anteriormente, obtiveram-se valores de IRPC bastante elevados quando comparados com estas.
O valor de IRPC mais alto obtido foi de 91,233. Segundo Andreotti e colaboradores (2003) a
presenca de titulos elevados de anticorpos nos bovinos sugere uma infe¢do recente por N.
caninum.

Dubey e colaboradores (2007) afirmam que os niveis de anticorpos podem diminuir
abaixo do cut-off ap6s o aborto. Porém, segundo McAllister (2016) os bovinos podem
apresentar altos niveis de anticorpos especificos anti-N. caninum apos o aborto. Neste estudo,
foram apenas presenciados dois casos de aborto, em que num deles, se verificou diminuigao do
valor de IRPC e no outro se verificou um aumento do mesmo, ndo sendo possivel tirar

conclusdes sobre 0s mesmos.
4.4Neospora caninum no tanque de leite

A recolha semanal de amostras do tanque de leite teve como objetivo verificar a
possivel existéncia de variacao no valor de IRPC, tentando concluir se, com a entrada ou saida
de animais para o tanque de leite ocorria alteragdo significativa do valor de anticorpos neste.

Em exploragdes leiteiras, a detegdo de anticorpos contra N. caninum no tanque de leite
¢ uma ferramenta util para fazer uma estimativa da seroprevaléncia dentro do efetivo (Bartels
et al., 2005).

A interpretagdo dos resultados obtidos para todas as amostras de tanque de leite foi
que a prevaléncia de anticorpos contra N. caninum nos animais que contribuem para o tanque
de leite foi superior a 10%. Confirmou-se esse resultado através da avaliacdo da frequéncia
relativa real de animais positivos em cada tanque de leite.

Neste estudo, apesar de existir alteragao no valor de IRPC com a entrada ou saida de
animais para o tanque de leite, ndo foi detetada uma associacao estatisticamente significativa
entre o valor de IRPC e a proporcao de animais positivos em cada tanque. Segundo o fabricante
do kit de ELISA utilizado, dado que o volume de leite que contribui cada vaca para o tanque, o
valor do resultado do teste de ELISA para o tanque € varidvel, e o valor da prevaléncia a partir
da amostra de tanque de leite deve considerar-se apenas como estimativa. Também Guido e
colaboradores (2016) referem que as concentragdes de anticorpos no tanque de leite dependem,
nao s6 do numero de animais sorologicamente positivos num efetivo, mas também da fase da

lactagdo e da produgdo de leite. Embora varios testes de ELISA tenham sido adaptados para
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amostras de tanque de leite, a sua sensibilidade ¢ limitada, devendo estes ser aplicados apenas

para fins de controlo e vigilancia.
4.5Correlacao de maes e filhas

Similarmente a Dubey e colaboradores (2007), Mazuz e colaboradores (2014)
descobriram que cerca de 10% dos bezerros nascidos de maes seronegativas foram
considerados seropositivos. Esse fendmeno pode estar associado a flutuagdes dos niveis de
anticorpos abaixo do limite de detecdo durante a gestacdo (gerando falso-negativos), mas
também pode ser resultado de transmissao horizontal. Neste estudo, obtendo um valor de 16,4%
de filhas seropositivas de maes seronegativas, podemos concluir o mesmo referido
anteriormente. Pode ainda justificar-se com a ocorréncia de falso-positivos nas amostras das
filhas.

Quanto as maes positivas, como se pode verificar acima na Tabela 9, 41,7% das suas
filhas sdo negativas a N. caninum. Existem relatos de que em bovinos persistentemente
infetados, a transmissao vertical ¢ mais eficiente em vacas mais jovens do que em vacas mais
velhas, verificando-se uma diminuicao da taxa de infecdo com o aumento da paridade da mae
(Dubey, 2003). Essas maes positivas, em que as filhas foram negativas a N. caninum, tinham
idades entre os 42 meses (3,5 anos) e os 88 meses (aproximadamente 7 anos). Assim, esta
ocorréncia pode entdo ter duas justificacdes:

e tal como ocorre na situagdo contraria referida acima, podem existir falso-
positivos nas amostras das maes ou falso-negativos nas amostras das filhas;

e as maes podem ter sido infetadas apos o parto das filhas avaliadas, sendo
negativas aquando da respetiva gestacdo € no momento da analise serem
positivas a N. caninum.

A diferenca entre filhas positivas e negativas de maes positivas, apesar de nao ser
estatisticamente significativa, € clinicamente importante, uma vez que nos alerta para o facto
da possivel existéncia de um agente externo de infecao como fator de risco para a Neosporose
bovina na exploragdo e para uma provavel data aproximada para essa ocorréncia.

Tal como ocorre na exploracdo estudada, a falta de uma associagdo entre a
seropositividade de maes e filhas em efetivos infetados evidencia a ocorréncia de infecao
horizontal. (Dubey et al., 2006).

Uma das limitagdes deste estudo foi o facto de algumas das maes de animais que

entraram para o estudo ja ndo se encontrarem na exploracao e nao ter sido realizada qualquer
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analise para diagnodstico de Neosporose bovina nas mesmas anteriormente, o que nos deixou

sem conhecimento sobre a sua seropositividade.

4.6Via de transmissao

Numa exploragdo, se a transmissdao for predominantemente vertical, verifica-se o
seguinte:

e asmaes e as suas crias, bem como os bezerros pré-colostrais, sdo seropositivas;
e hauma distribuicao uniforme de animais seropositivos entre os grupos etarios;
e 0s abortos t€ém um padrao endémico (Dubey et al., 2007).

Neste estudo, podemos verificar que a transmissao ¢ maioritariamente vertical, pois
58,3% das maes positivas tém filhas positivas (Tabela 9), e que ha uma distribui¢do uniforme
de animais seropositivos entre os grupos etarios, pois ndo se verificou uma diferenca
estatisticamente significativa de idades entre os animais positivos e negativos a N. caninum.

Por outro lado, em casos de transmissao horizontal, os animais seropositivos estao em
aglomerados etarios, ndo ha associagao entre o estado serologico das maes e dos seus filhos, e
os abortos t€ém um padrao epidémico. Agrupamentos etarios de bovinos seropositivos para M.
caninum podem ter maes seronegativas ou descendentes seronegativos. A analise do historico
de alojamento e alimentacao de grupos infetados pode ajudar a definir o periodo mais provavel
de infe¢do pos-natal (Dubey ef al., 2007).

Na exploracao estudada, ¢ necessario considerar também a existéncia de transmissao
horizontal, uma vez que 46,1% das filhas positivas tinham mae negativa (Tabela 9). Tendo em
conta as causas mais comuns da origem da infecdo nos casos de transmissdo horizontal,
questionou-se os proprietarios da exploragdo sobre a existéncia canideos, os quais negaram a
sua existéncia. Pensa-se entdo que haja ou tenha havido o aparecimento de um cao erratico
positivo a N. caninum na exploracao. Para além deste fator, ¢ importante a monitorizagao de
todos os fatores de risco para a infecdo por N. caninum referidos na Tabela 3 para que se consiga

minimizar ao maximo a ocorréncia de transmissao horizontal.

4.71dade dos animais

Os resultados descritos acima, juntamente com o Grafico 1, indicam-nos que nao
existe uma faixa etdria em que predominem animais positivos ou negativos, existindo assim

uma distribui¢do uniforme de animais seropositivos entre os grupos etarios.
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Apesar da ocorréncia de infe¢ao horizontal em bovinos estar relacionada com a
seropositividade crescente com a idade segundo Dubey e colaboradores (2006), esta ndo se

verificou neste estudo.
4.8Aborto por N. caninum

Incidéncias de abortos entre 1 e 2% sdo consideradas normais em bovinos (Pegoraro
et al., 2009). Na exploracdo em estudo, apesar de pouco distante do intervalo referido, a
frequéncia relativa de abortos foi de 2,6%, a qual j4 ndo se encontra dentro do intervalo referido
acima, ndo sendo considerada normal. Assim, apesar de ser uma frequéncia relativa baixa, esta
consequéncia reprodutiva deve ser considerada importante para o efetivo em estudo e devem

ser tomadas medidas para a reduzir.

Das vacas que sofreram aborto, 58% sdo positivas a Neospora caninum e daquelas em
que ocorreu o nascimento de nados mortos, 35% sdo positivas a Neospora caninum. Nestes
casos, existe a possibilidade destes acontecimentos terem sido causados pela infecdo em estudo.
Contudo, essa associacao nao pode ser feita com certeza pois ndo foram realizados testes de
diagnosticos aos fetos abortados e nados mortos para confirmacao da infegao nestes. Para além
disso, o aborto por Neosporose ¢ considerado como multifatorial. Enquanto a infe¢do com o
protozodrio ¢ necessaria para N. caninum induzir aborto, a infe¢do por si s6 ndo ¢ suficiente
para causar aborto. Fatores como os niveis de anticorpos maternais durante a gestagao, infegcdes
virais, efeitos imunossupressores ou hereditarios parecem contribuir para o risco de aborto em
animais infetados com N. caninum (Paré et al., 1997; Bartels et al., 1999). Os restantes casos

de aborto podem dever-se a variadas causas, como ja descrito anteriormente.

Neste estudo, 85,6% dos animais positivos a N. caninum nao tinham qualquer registo
de abortos ou nados mortos. Tal como descrito por Paré et al. (1997) e Bartels et al. (1999),
nao ¢ claro o motivo pelo qual bovinos fémeas identificados como positivos a N. caninum antes

da gestacao nao abortam.

A associagdo entre seropositividade e aborto e, consequentemente, o risco relativo,
podem variar em relagdo ao teste serologico e ao valor de cut-off utilizados (Dubey et al., 2007).
Como ja referido anteriormente, diversos estudos observaram uma associagdo entre a
seroprevaléncia e o risco aumentado de aborto no efetivo. No entanto, nem todos os efetivos
com alta seroprevaléncia sofrem de aborto associado a N. caninum (Paré et al., 1998; Schares

et al., 2004). Neste estudo, tal como descrito na bibliografia referida, existe uma associagao
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estatisticamente significativa entre a existéncia de anticorpos contra N. caninum € a ocorréncia

de aborto, apesar de esta associagao ser muito fraca.
4.9Controlo da infecao

Se N. caninum estiver presente num efetivo, pode esperar-se que a infe¢do seja mantida
por geracdes sucessivas, no caso de existir transmissao vertical, tal como € o caso deste estudo.
Nesse caso, devem ser aplicadas estratégias seletivas de refugo/abate de animais infetados,
podendo ser impraticavel em efetivos com altos niveis de infe¢do, por ser economicamente
inviavel (Atkinson et al., 2000). De igual forma, na exploragao em estudo, a prevaléncia de
animais positivos a N. caninum ¢ elevada e em termos econdmicos ¢ impraticavel a eliminagao
de todos os bovinos infetados. A estratégia “teste e descarte” inclui as seguintes opcoes: testar
e eliminar vacas seropositivas abortivas e ndo abortivas; testar e inseminar a descendéncia de
maes seropositivas com sémen de bovinos de carne; testar e excluir da reproducdo a
descendéncia de maes seropositivas.

O teste de todo o efetivo da exploragdo e a exclusdo de crias de maes seropositivas
como potenciais substitutos proporcionaram o melhor retorno econémico, em exploragdes com
transmissao vertical predominantemente enddégena. Também os animais excluidos devem ser
apenas substituidos por animais seronegativos (Hall et al., 2005). Comparada ao refugo, a
reposicao do efetivo com animais seronegativos representa uma alternativa de menor custo para
a eliminacdo da infecdo em médio prazo (Andreotti et al., 2003). A fim de reduzir ou prevenir
a transmissao vertical, no caso da exploracao estudada, foi aconselhada, sempre que possivel,
a eliminacdao de animais positivos, preferencialmente aqueles que apresentavam valores de
IRPC mais elevados. Por questdes econdmicas, essa eliminacao tera que ser gradual e nao
repentina como seria ideal. Advertiu-se ainda para a nao utiliza¢ao, sempre que possivel, de
animais positivos para reprodugdo ou para substituicao de outros.

Quanto a transmissao horizontal, esta ocorre pela ingestdo de oocistos esporulados
libertados no meio ambiente, encontrados principalmente em 4agua e/ou alimentos
contaminados (Florencia et al.,2017; Olmo et al., 2017). Assim, ¢ de notar a importancia da
aplicacdo de um bom plano de maneio, biosseguranga e vigilancia, com a finalidade de evitar
essa contaminacao. Essa importancia ¢ refor¢cada pelo facto de mesmo baixos niveis de
transmissao horizontal contribuirem para a manuteng¢ao da infecao dentro dos efetivos, uma vez

que a transmissao transplacentdria endogena ¢ inferior a 100% e, portanto, sem outro tipo de
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transmissao levaria a uma continua diminui¢ao da prevaléncia de infecao no efetivo (Dubey et
al., 2007).

Visto que N. caninum ja foi encontrado em ratos e ratazanas segundo (Dubey J.P.,
2003), provavelmente uma das profilaxias da doenca seria também a aplicagdo de um programa
de desratizacao, de forma a diminuir a propaga¢ao da doenga.

Dado que existem diversos fatores de risco externos que influenciam o aparecimento
e desenvolvimento da infe¢ao por N. caninum numa exploragao, ja referenciados acima neste
estudo, advertiu-se os proprietarios para a possivel existéncia dos mesmos e para a aplicagao
de medidas preventivas especificas para cada um destes, igualmente de modo a evitar a
contaminagdo dos animais presentes. Como exemplos, refere-se o controlo de vetores, a
limitagdao do acesso de animais alheios a exploracao a pastagens e comedouros/bebedouros e a
limpeza e desinfe¢do frequente e adequada destes ultimos.

Barbosa e observadores (2019) observaram ainda que exploragdes com um menor
nimero de animais tém prevaléncias baixas (0-3,1%) em comparacdo com exploragdes com um
maior nimero de animais (7,5-60,2%). Assim, podemos presumir que com uma menor
prevaléncia (menor numero de animais) o controlo da Neosporose na exploragdo sera mais
rapido e mais facil, comparativamente a exploragdes com um elevado niimero de bovinos
Seropositivos.

E importante ter em atengdo que existem diferengas no risco de infegdo entre diferentes
regides, dentro de uma determinada regido e entre diferentes sistemas de maneio. Para além
disso, existem diferengas nas técnicas seroldgicas utilizadas, no desenho do estudo e no
tamanho da amostra utilizada. Portanto, deve ter-se cuidado ao comparar os resultados de uma
analise de fator de risco com outra em que algumas variaveis sao diferentes. A identificagdo
repetida do mesmo risco ou fator de protecdo em varios estudos, aumenta a evidéncia de que
esse fator ¢ um “verdadeiro” risco/fator de protecdo para a infe¢ao/doenga em questao (Dubey
etal.,2007).

Os programas de controlo da Neosporose bovina baseiam-se no serodiagndstico € no
maneio do efetivo. Todos os animais devem ser monitorizados anualmente através do teste
ELISA, principalmente os animais comprados, recém-nascidos e animais abortados, de forma
a reduzir a prevaléncia no efetivo e detetar uma nova entrada do protozoario na exploragao
(Barbosa et al., 2019). Também este programa de monitorizacdo foi aconselhado aos
responsaveis da exploragdo em estudo. Idealmente, com este programa, a semelhanca de

Barbosa e colaboradores (2019), ¢ possivel verificar se as medidas de prevencao e controlo da
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infecdo estdo a ser efetuadas correta e eficazmente, e se necessario alterar as medidas a aplicar

de acordo com os resultados obtidos.
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5. CONCLUSAO

A detecdo de anticorpos no soro sanguineo e leite individual ou no tanque de leite
através do teste de ELISA, nomeadamente o kit comercial ELISA CIVTEST® BOVIS
NEOSPORA — HIPRA, foi o método mais adequado para a identificacao de efetivos infetados
por N. caninum. A prevaléncia de Neosporose bovina na exploracao Casal de Quintanelas foi
de 27,1%, valor que se encontra préximo ou dentro dos intervalos ja estudados anteriormente
no nosso pais. Verificaram-se variacdes no valor de IRPC em diferentes amostras para o
mesmo animal, nomeadamente um aumento no final da gestacdo. Os valores de IRPC das fases
de lactacdo e secagem corresponderam a um resultado negativo para N. caninum, enquanto que
no parto equivaleu a um resultado positivo. O mesmo se verificou na percentagem de animais
positivos em cada fase. Concluiu-se assim que um grande nimero de vacas seroconverteram,
tornando-se positivas no final da gestacdo. Nas andlises realizadas ao tanque de leite, a
prevaléncia de anticorpos contra N. caninum nos animais que contribuem para o mesmo foi
superior a 10%. Apesar de existir alteracao no valor de IRPC com a entrada ou saida de animais
para o tanque de leite, ndo foi detetada uma associacao estatisticamente significativa entre este
e a propor¢ao de animais positivos em cada tanque. Verificou-se a existéncia de transmissao
horizontal na exploragdo estudada pela falta de associagdo entre a seropositividade de maes e
filhas e pela existéncia de filhas positivas de maes negativas. Verificou-se ainda que
maioritariamente a transmissdo ¢ vertical pois mais de 50% das maes positivas tiveram filhas
positivas. Observou-se ainda uma distribui¢do uniforme de animais seropositivos entre os
grupos etarios. A frequéncia relativa de abortos nao foi considerada normal, mas apesar de ser
um valor baixo, esta consequéncia reprodutiva deve ser considerada importante para o efetivo
em estudo e devem ser tomadas medidas para a reduzir, tal como a adocao de medidas de
prevengao da infecao.

As principais limitagdes deste estudo foram a ndo repeticdo de analises a animais com
apenas uma amostra recolhida e o ndo conhecimento sobre o estado seroldgico para N. caninum
de algumas maes de filhas estudadas. Contudo, os objetivos do estudo foram alcangados. De

modo a dar continuidade, aconselha-se a reavaliagao anual de todo o efetivo da exploragao.
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