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RESUMO

Neosporose € a principal causa infecciosa de abortamentos em bovino em todo mundo. O objetivo
deste trabalho é descrever a ocorréncia de abortamentos bovinos causados por Neospora caninum
no estado de Santa Catarina, através da caracterizacdo anatomopatoldgica e a analise molecular,
associando ao perfil sorolégico das propriedades. Relata-se ainda neosporose como causa de
abortamento em bovinos em uma propriedade acompanhada ao longo de quatro anos. Fetos bovinos
abortados foram necropsiados, amostras de todos os 6rgaos foram fixadas em formalina tamponada
a 10% e processados para avaliagdo histopatoldgica. Fragmentos de encéfalo foram submetidos a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para N. caninum. Foi realizado inquérito epidemioldgico e
coleta de sangue dos bovinos para sorologia por reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
pesquisa de IgG anti N. caninum. Entre junho de 2015 e junho de 2020, foram realizadas necropsias
de 85 fetos bovinos, obtendo um indice de diagndstico conclusivo em 61,17% (52/85). O
diagnostico de abortamento por N. caninum foi estabelecido em 53,84% (28/52) dos casos. Na
avaliacdo histopatologica, havia lesdo em 75% (21/28), observando encefalite necrotizante
mononuclear (71,42%-15/21), miocardite mononuclear (66,66%-14/21) e miosite mononuclear
(61,90%-13/21). Na PCR o agente foi detectado em 20 casos (71,42%-20/28). Das 18 propriedades
com diagnostico de neosporose, foi possivel realizar avaliacdo epidemiologica em 61,11%,
sorologia em 33,33% e em 38,88% avaliacdo das estratégias de controle. A soroprevaléncia foi de
26,71% (74/277), sendo que 39,18% (29/74) apresentavam disturbios reprodutivos. Por avaliacéo
epidemioldgica, a grande maioria das propriedades tinham cdes com acessos as pastagens e
instalagdes dos bovinos, assim como a maioria descartava restos fetais e placentarios de maneira
incorreta. Como resultado das estratégias de controle, foi observado que houve reducdo de casos
de abortamentos e das taxas de retorno ao cio. Algumas propriedades obtiveram a eliminacao
completa dos caes e houve descarte de vacas soropositivas. No segundo estudo, dez fetos bovinos
abortados foram avaliados entre 2015 e 2019. No ano de 2015 foi enviado um feto, 2016 foram
trés, em 2017, dois fetos e em 2019 quatro fetos, todos originados de uma propriedade leiteira na
regido sul de Santa Catarina com sistema semi-confinado e ordenha tipo mecénica canalizada.
Desde 0 ano de 2014 houve um aumento significativo do retorno ao cio e no nimero de abortos,
com taxas de abortamento chegando a 28,6% no rebanho. Tanto vacas primiparas quanto
multiparas apresentavam distarbios reprodutivos. Foi realizado inquérito epidemiologico e
sorologia por RIFI e por ensaio imunoenzimatico (ELISA) para pesquisa de IgG anti N. caninum.
Histologicamente havia encefalite necrotizante, miosite e miocardite mononuclear em sete fetos.
Na PCR, N. caninum foi detectado em cinco. Por RIFI de 26 vacas, 50,0% foram soropositivas,
dessas 61,5% apresentavam disturbios reprodutivos, ja& o ELISA de todo rebanho apresentou
positividade de 26,54% (43/162), sendo que 39,5% apresentavam distlrbios reprodutivos, houve
relacdo de distdrbios reprodutivos apresentados por mée e filha. Quanto as estratégias de controle,
houve descarte de animais com disturbios reprodutivos, apenas reposi¢do propria dos animais da
propriedade, restos placentarios e fetais sdo enterrados ou incinerados, além da eliminacdo dos
caes. Conclui-se que N. caninum € o principal agente etiol6gico associado a causas de abortamento
em bovinos neste estudo. A soroprevaléncia das propriedades com diagndstico etiologico definitivo
de neosporose avaliadas é elevada. Destaca-se a importancia do diagndstico de neosporose em fetos
bovinos abortados para a efetivacdo de medidas de controle nas propriedades, diminuindo as perdas
reprodutivas e econdmicas.

Palavras-chave: protozoario, perda reprodutiva, doenca infecciosa, patologia.






ABSTRACT

Neosporosis is the most important abortion cause in cattle worldwide. This study aims to
investigate the occurrence of bovine abortions due to Neospora caninum in Santa Catarina state,
Brazil, with anatomopathological and molecular characterization, and serological description of the
affected farms. This study also reports neosporosis as bovine abortion cause in a farm monitored
over four years in the Southern of the state. Fetuses were necropsied, samples of all organs were
fixed in 10% buffered formalin and processed for histopathological evaluation. Brain samples were
analyzed using polymerase chain reaction (PCR) for N. caninum. Epidemiological research was
made, and serum samples collection of bovines were analyzed by Indirect Immunofluorescence
(RIFI) reaction for IgG anti-N. caninum. From June 2015 to June 2020, 85 bovine fetuses were
necropsied, 61.17% (52/85) of the diagnosis were conclusive, and 53.84% (28/52) were aborted
due to N. caninum infection. In the histopathological evaluation, there were lesions in 21 (75%),
with mononuclear necrotizing encephalitis (71.42%-15/21), mononuclear myocarditis (66.66% -
14/21) and mononuclear myositis (61.90% -13 / 21). The agent was detected in 20 cases (71.42%-
20/28) at PCR. Of the 18 farms diagnosed with neosporosis, it was possible to perform an
epidemiological evaluation in 61.11%, serology in 33.33%, and evaluation of control strategies in
38.88%. The seroprevalence was 26.71% (74/277), with reproductive disorders in 39.18% (29/74).
In epidemiological evaluation, a large majority of the farms had dogs with access to pasture and
cattle installations, and the majority discarded fetal and placental tissues incorrectly. As a result of
the control strategies, there was a reduction in cases of abortion and reduction in repeat breeding.
Some farms obtained complete elimination of dogs and discarded some seropositive cattle. In the
second study, ten aborted bovine fetuses were analyzed from 2015 to 2019, from a dairy farm in
the southern region of Santa Catarina. In 2015 one aborted bovine fetus was analyzed, while in
2016 were three, in 2017 were two fetuses and in 2019 four fetuses were analyzed. The system of
production was semi-confined, and the milking system was mechanical type. Since 2014, there has
been a significant increase in abortions cases and repeat breeding, with abortion rates reaching
28.6% in the herd. Both primiparous or multiparous cows had reproductive disorders.
Epidemiological research and serology by RIFI and immunoenzymatic assay (ELISA) for 1gG anti-
N. caninum detection were performed. Histologically, there were necrotizing encephalitis, myositis
and mononuclear myocarditis in seven fetuses. In PCR, N. caninum was detected in five. By RIFI
of 26 cows, 50% were seropositive, 61.5% had reproductive disorders. In ELISA of all herd 26.54%
(43/162) were seropositive, with 39.5% showing reproductive disorders, including a relationship
of reproductive disorders presented in some cows and its daughters. In the analysis of strategies
control, the animals with reproductive disorders were removed from the farm, in addition, now only
replacement of owned animals, placental and fetal tissues are discarded, incinerating or burying
and the elimination of dogs. In conclusion, N. caninum is the main etiological agent associated with
abortion causes in cattle in Santa Catarina. The seroprevalence of affected farms is high. The
importance of diagnosing neosporosis in aborted bovine fetuses is highlighted for the effectiveness
of control measures on farmas, reducing reproductive and economic losses.

Keywords: protozoan, reproductive loss, infectious disease, pathology.
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INTRODUCAO

A neosporose é uma enfermidade parasitéria caracterizada como a principal causa infecciosa de
abortamentos na espécie bovina na maior parte do mundo. O agente etiolégico é o protozoario Neospora
caninum, um parasita intracelular obrigatorio, cosmopolita, de ciclo heteréxeno facultativo, pertencente
ao filo Apicomplexa (DUBEY et al., 1988a). Este protozoario infecta uma grande variedade de espécies,
incluindo animais domesticos e selvagens (KOYAMA et al., 2001; DUBEY, 2003; DONAHOE et al.,
2015). O desencadeamento desta enfermidade acarreta grandes perdas produtivas e econdmicas
mundialmente, principalmente relacionadas a perdas reprodutivas em rebanhos bovinos, gerando grande
impacto na cadeia de producéo leiteira e no setor de bovinocultura de corte (REICHEL et al., 2013).

Para desenvolver seu ciclo, este protozoario necessita de mais de um hospedeiro (DUBEY e
SCHARES, 2011). Como hospedeiro definitivo, a principal relacdo é definida pelos canideos, sendo
domeésticos ou selvagens, ja os hospedeiros intermediarios sdo principalmente bovideos e ovinos
(DUBEY & LINDSAY, 1996). A transmissdao por N. caninum ocorre pelas vias vertical e pela
horizontal; a primeira é caracterizada pela transmissao transplacentaria, onde vias infectantes do agente
acometem os tecidos do feto, ja a segunda ocorre atraves da ingestéo de oocistos esporulados ou de cistos
teciduais por carnivoros (McCALLISTER et al., 1998). A via transplacentaria é considerada a mais
impactante por contribuir para a persisténcia da infec¢do no rebanho, visto que vacas soropositivas para
N. caninum possuem maiores chances de gerarem proles soropositivas ou abortamentos (ANDERSON
et al., 2000; MCALLISTER, 2016).

A patogenia deste disturbio & desencadeada por uma parasitemia materna persistente ou
gestacional e as lesdes induzidas por N. caninum sdo causadas, principalmente, pela multiplicacdo de
taquizoitos, que atingem as células alvo pelas vias sanguinea e linfatica, podendo danificar tanto os anexos
placentarios como os tecidos fetais, com isso 0s sinais clinicos descritos em animais afetados séo
principalmente o abortamento e retorno ao cio (BUXTON et al., 2002; DUBEY et al., 2006; FARIAS,
2007). Raramente ha descricdo de sinais clinicos ndo relacionados ao sistema reprodutor; porém este
agente pode provocar lesdes neuroldgicas e gastrointestinais em animais adultos (MALAGUTI et al.,
2012; DONAHOE et al., 2015; MCALLISTER etal., 2016).

Por ter um ciclo de vida heteroxeno, o protozoario utiliza de vérios fatores epidemioldgicos que
facilitam a proliferacdo e a sua manutencdo no rebanho, sendo considerados como fatores de risco aos
animais e requerem uma detalhada analise epidemioldgica para evidenciar tais caracteristicas no rebanho
ou na propriedade. Um dos principais fatores de risco observados é a presenca de caes e animais silvestres
nas propriedades. Quanto ao clima, temperaturas mais altas favorecem uma esporulacdo mais rapida de

oocistos em forragens ou pastagens onde os bovinos circulam (DUBEY et al., 2007). A alta umidade nas
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pastagens e periodos de chuva prolongados também favorecem a esporulagéo e sobrevivéncia de oocistos
no ambiente (BARTELS et al., 1999; LOPEZ-GATIUS et al., 2005).

O diagndstico da neosporose é baseada na avaliagdo anatomopatoldgica de tecidos fetais e
placentarios, investigando lesbes compativeis com a infec¢do causada pelo protozoario, além disso, se faz
necessaria a associagdo com técnicas para a detec¢cdo do agente, como analises moleculares ou imuno-
histoquimicas (DUBEY et al., 2007). Além disso, a avaliagdo soroldgica é uma forma de triagem do
rebanho essencial para complementar o diagndstico, sendo realizada pelo teste de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) ou ensaio imunoenzimético (ELISA) (DUBEY & SCHARES 2011). A avaliagdo
epidemioldgica é uma ferramenta essencial para a investigacdo, possibilitando a evidenciacdo de fatores
de risco para a infeccdo por este protozoario no rebanho ou nas propriedades (GUIDO et al., 2016;
MCALLISTER, 2016).

A bovinocultura no estado de Santa Catarina € uma importante atividade econdmica, representando
importante papel na produgédo nacional. O estado possui a maior produtividade média de rebanho leiteiro
do pais, sendo considerado um dos principais estados na producéo leiteira nacional (SANTOS et al., 2006;
IBGE 2017). O leite é a atividade agropecuaria que mais cresce em Santa Catarina, e vem aumentado
muito nos ultimos anos, ampliando em 82% a sua capacidade produtiva nos ultimos dez anos (IBGE
2017). Apesar da grande representatividade do estado na producéo nacional, ha poucos estudos referentes
a neosporose em rebanhos catarinenses no cenario nacional (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017), os
estudos sdo principalmente regionais e relacionados a soroprevaléncia para N. caninum, como na regido
Oeste (LORENZETT et al., 2016) e Serra Catarinense (PADILHA et al., 2017).

Portanto, descrever a ocorréncia de abortamentos bovinos causados por N. caninum no estado de
Santa Catarina, através da caracterizacdo anatomopatologica e a analise molecular, associando com a

soroprevaléncia e evidenciacdo de possiveis fatores associados a infeccdo é de fundamental importancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo sobre o abortamento causado por Neospora caninum em bovinos no Estado
de Santa Catarina, determinando a frequéncia deste diagndstico e descrevendo as caracteristicas
anatomopatoldgicas da doenca, associando com a deteccdo do agente por analise molecular, assim
como determinar o perfil soroldgico de propriedades positivas e avaliar os fatores epidemiolégicos

das propriedades afetadas.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Caracterizar as alteracfes anatomopatoldgicas da neosporose, a partir da necropsia e

avaliacdo histopatoldgica de fetos bovinos abortados;

b) Empregar a técnica de PCR para a deteccdo de N. caninum em todos 0s casos de fetos

bovinos abortados;

c) Determinar a ocorréncia de N. caninum em vacas provenientes de propriedades com

diagnostico de neosporose;

d) Por meio de questionario, investigar as condi¢cdes epidemioldgicas da neosporose nas

propriedades acometidas e acompanhar as medidas de controle da doenca.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ETIOLOGIA E HISTORICO DA NEOSPOROSE

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatorio, cosmopolita e de ciclo heteréxeno,
pertencente ao filo Apicomplexa (DUBEY et al., 1988a). A sua primeira descri¢do foi no ano de 1984 em
caes (BJERKAS et al., 1984) e depois em bovinos com sinais neuroldgicos (PARISH et al., 1987), porém,
0 agente ainda ndo havia sido isolado, identificado e classificado até 1988 (DUBEY et al.,1988a,b). Este
protozoario possui semelhangas estruturais, bioldgicas e filogenéticas com o protozoario Toxoplasma
gondii, e em virtude destas semelhancas, muitos quadros de neosporose foram identificados inicialmente
como casos de toxoplasmose, que na época tratava-se de uma enfermidade ja descrita em cdes (DUBEY
et al., 1988b).

Este protozoario ja foi isolado em uma vasta diversidade de espécies, e por mais que seja
principalmente descrita em bovinos e cées, a infecgdo ja foi observada em ovinos, felinos, bafalos, suinos,
equinos, raposas, lobos, veados, psitacideos, entre outros. A infeccdo experimental ja foi realizada em
primatas ndo humanos, porem ainda faltam evidéncias de infec¢ao por N. caninum em humanos, portanto
ndo e considerada uma zoonose (KOYAMA et al., 2001; DUBEY, 2003; RODRIGUES et al., 2004;
GONDIM et al., 2001; DONAHOE et al., 2015).

3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DA NEOSPOROSE

Globalmente, as perdas medianas estimadas devido aos abortamentos induzidos por N. caninum
foram estimadas em mais de US$ 1.298,3 milhdes, com perdas anuais mais acentuadas na América do
Norte (US$852.4 milhdes [65,7%]), seguida pela América do Sul (US$ 239,7 milhGes [18,5%]) e Oceania
(US$137.5 milhdes [10,6%]). As perdas por neosporose na Europa, representaram 5,3% das perdas
globais ou cerca de US$ 68,7 milhdes (REICHEL et al., 2013). Na California 40.000 abortamentos
causados por N. caninum foram estimados, o que levou a uma perda de US$ 35 milhGes por ano
(LINDSAY; DUBEY; BARR, 1998). Na Australia e Nova Zelandia, as perdas estimadas foram mais de
US$100 milhdes por ano (REICHEL, 2000). Nos Estados Unidos da América, aproximadamente dois
tercos das perdas séo incorridas em bovinos de leite e um terco em bovinos de corte (REICHEL et al.,
2013).

A neosporose, por constituir uma importante causa de aborto em bovinos no Brasil, apresenta
grande importancia econdmica, devido principalmente aos custos associados ao valor dos fetos abortados,
custos indiretos com auxilio profissional, custo de técnicas diagnosticas, aumento do tempo de lactagédo
com possivel diminui¢do da producéo de leite, aumento do descarte e reposi¢do dos animais e reducdo da
vida produtiva (ANDREOTT]I, 2003; FARIAS, 2007). Sao raros o0s estudos que determinam a perda
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reprodutiva por valores econdémicos em relacdo a neosporose no pais. Em um estudo no estado do Mato
Grosso do Sul, foi observado uma soroprevaléncia da doenga de 14,88%, sendo associada a uma perda
econdmica de 27,34% ao produtor na receita total na venda de bezerros (BARROS et al., 2010). Em um
rebanho de 1000 novilhas, a presenca deste protozoario foi relacionada a reducdo na rentabilidade de
R$66.372,39, sendo considerado um fator importante como barreira sanitaria para o desenvolvimento
produtivo e reprodutivo para os rebanhos neste estado (BARROS et al., 2010). Em um estudo associando
0 status soroldgico para N. caninum com medidas de ganho de peso e carcaca no periodo pds-desmame
em bezerros, houve perda de US$ 15,62 por bezerro (BARLING et al., 2000). Uma anélise internacional
estima que produtores de leite brasileiros somam perdas aproximadas de US$ 51,3 milhdes anuais,
enquanto as perdas na industria de bovinos de corte atingem uma média de US$ 101,0 milhdes (REICHEL
etal., 2013).

3.3 CICLO BIOLOGICO DO Neospora caninum

Neospora caninum € um protozoario heteroxeno facultativo, ou seja, seu ciclo necessita de ao
menos dois hospedeiros (DUBEY e SCHARES, 2011). Alguns canideos sdo investigados como possiveis
hospedeiros definitivos. Algumas espécies de animais domésticos e selvagens ja foram identificados e
relatados como hospedeiros intermediarios, dentre eles, bovinos, ovinos, caprinos, equinos e cervideos
(DUBEY & LINDSAY, 1996), nos quais pode causar abortamentos e infeccdes neonatais (DUBEY,
1999). Os bovinos sdo os principais hospedeiros intermediarios, pois uma vez infectados pelo parasito
permanecem portadores durante toda a vida (INNES et al., 2002).

O ciclo de vida possui trés principais fases, na qual a morfologia se distingue nos diferentes
estagios, sendo representado por taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (GOODSWEN et al., 2013).
Oocistos ndo esporulados s@o eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos. O oocisto esporulado
possui dois esporocistos e cada um possui quatro esporozoitos (DUBEY et al., 2007). Ha a ingestdo dos
oocistos esporulados pelos hospedeiros intermedidrios, liberando esporozoitos no trato gastrointestinal,
esses se transformam em taquizoitos e multiplicam-se, espalhando-se por todo o organismo do hospedeiro
(GOODSWEN et al., 2013).

Os taquizoitos sdo de formato arredondado a oval, invadem o citoplasma das células como
macréfagos, endotélio vascular, hepatdcitos, células musculares, células neurais e fibroblastos, e se
replicam de forma assexuada (DUBEY, 2003). Esta forma infectante é a mais importante e é a principal
responsavel por causar lesdes, seguida de resposta inflamatéria, desencadeando 0s principais sinais
clinicos (GOODSWEN et al., 2013). Os bradizoitos sdo envoltos por uma capsula de tecido conjuntivo,

geralmente de formato circular. Esses sdo encontrados, principalmente, no sistema nervoso central e na
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musculatura dos hospedeiros intermediérios, e depois de encistado pode persistir por meses a anos sem
causar manifestacdes clinicas (DUBEY et al., 2007; GOODSWEN et al., 2013).

A infeccdo por N. caninum ocorre pelas vias vertical ou congénita e pela horizontal (Figura 1),
através da ingestdo de oocistos esporulados ou de cistos teciduais por carnivoros (McCALLISTER et al.,
1998). O ciclo normalmente se inicia com a ingestdo de cistos teciduais ou formas encistadas do
protozoario em musculatura esquelética ou outros 6rgdos de hospedeiros intermediarios (via horizontal)
que contenham essas formas. Com a ingestdo, os bradizoitos sdo liberados no intestino delgado do
hospedeiro definitivo, invadem as células epiteliais e iniciam a fase sexuada do ciclo tendo a formacéo de
oocistos ndo esporulados, que sdo eliminados nas fezes, podendo contaminar as pastagens e serem
ingeridos pelos hospedeiros definitivos (DIJKSTRA et al., 2002). Outra importante fonte de infeccdo é a
ingestdo pelos hospedeiros definitivos de restos placentarios ou fetos de ruminantes abortados
provenientes de maes soropositivas para N. caninum (ANDERSON et al., 2000; DUBEY et al., 2007).

A principal via de transmissdo em bovinos € a vertical, pois contribui para a persisténcia da
infeccdo no rebanho (ANDERSON et al., 2000). Cerca de 95% das vacas soropositivas para N. caninum
geram abortos ou bezerros soropositivos, destacando a importancia desta forma de transmissao no ciclo
do agente nos rebanhos (MCALLISTER, 2016). A transmissdo horizontal para bovinos ocorre pela
presenca dos hospedeiros definitivos (DUBEY, 2003). Os oocistos eliminados nas fezes dos cées podem
contaminar agua, alimentos, pastagens e utensilios utilizados no manejo e alimentacao dos bovinos, que
uma vez infectados mantém a infecgcdo por meio da transmissao vertical entre as geraces (DUBEY, 2003;
DUBEY et al., 2007).
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Figura 1 - Representacdo do ciclo de vida heteroxeno do protozoario Neospora caninum.
Fonte: Adaptado de GUIDO et al. (2016).
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3.4 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO A INFECCAO POR Neospora caninum

A reacdo imune contra a infeccdo por N. caninum é extremamente importante para desencadear
mecanismos de defesa contra o agente, impedindo a proliferacdo do mesmo, que pode causar morte celular
devido a liberagdo de citocinas (INNES et al., 2005). Estudos realizados em bovinos apresentaram
diferentes funcdes e intensidades nos fatores determinantes para o desenvolvimento de resposta imune
dependendo das condigdes do hospedeiro e periodo de infeccdo (ALMERIA e LOPEZ-GATIUS, 2013;
DUBEY et al., 2017).

As respostas imunes materna e fetal podem variar nos diferentes estagios de gestacdo (WILLIAMS
et al., 2000). Vacas infectadas naturalmente podem abortar a partir dos trés meses de gestacdo até a fase
final de gestacdo, porém, a maioria dos abortamentos causados por N. caninum diagnosticados ocorrem
aos cinco meses de gestacdo (DUBEY et al., 2017). A infeccdo crénica por N. caninum antes da gestagédo
pode ndo causar abortamento, podendo gerar bezerros soronegativos, sem evidenciacdo de infeccdo pelo
protozoario. Porém a infecgédo apos 90 dias de gestacdo representa efeito abortivo significativo (DUBEY
etal., 2017). Em infeccgdes realizadas experimentalmente em vacas prenhes no 70° dia de gestacdo foram
evidenciados niveis elevados de IFN-g e maior proliferacdo de linfocitos (BARTLEY et al., 2012).

A capacidade do feto de montar uma resposta imune a um patdgeno invasor aumenta
progressivamente com o tempo a medida que o sistema imunologico se desenvolve. Em experimentos
realizados em diferentes fases da gestacdo de bovinos apresentaram distintas respostas especificas de
anticorpos e respostas celulares do feto contra o protozoario. A infec¢do no terco inicial da gravidez esta
associada a disseminacdo do parasita podendo gerar lesdes necréticas caracteristicas que induzirdo a
expulsdo do feto com o passar do tempo, mas sdo raras as reacdes inflamatorias descritas em fetos
abortados nesta fase. Em fetos infectados entre o terco médio e final de gestacao, se observam lesGes mais
discretas e reducdo da multiplicacdo do parasita (DUBEY et al., 2011). Respostas especificas de
anticorpos e respostas celulares do feto contra N. caninum foram detectados a partir do centésimo dia de
gestacdo (BARTLEY ., et al 2012). Expressdo significativa de citocinas foi observada em fetos de novilhas
infectadas experimentalmente aos 110 dias de gestacdo (ALMERIA et al., 2003). Além disso, quando
vacas foram infectadas no dia 210° de gestacdo, aborto e les6es ndo foram observadas nos fetos, sugerindo
um controle da infeccdo pelo sistema imunol6gico materno e pela resposta imune fetal, mesmo que, nesta

etapa da gestacdo uma alta taxa de transmissdo seja observada (BENAVIDES et al., 2012).

3.5 PATOGENIA DA NEOSPOROSE
A neosporose bovina é, principalmente, uma doenca patogénica a placenta e ao feto, desencadeada

primeiramente por uma parasitemia materna persistente ou gestacional (DUBEY et al., 2006). Outros
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quadros além do reprodutivo, ocorrem em canideos adultos, quando assumem a funcéo de hospedeiro
definitivo no ciclo, os sinais sdo gastrointestinais, normalmente apresentando diarreia, ja quando se
apresentam como hospedeiros intermedidrios podem apresentar um quadro neuromuscular pela
multiplicacdo do protozoario no sistema nervoso ou muscular (LINDSAY et al., 1999; DONAHOE et al.,
2015).

As lesbes induzidas por N. caninum sdo causadas, principalmente, pela multiplicagdo dos
taquizoitos, que atingem as células alvo pelas vias sanguinea e linfatica. O parasita precisa reconhecer a
célula hospedeira para estabelecer a infec¢do, invadindo a célula por meio do fechamento das membranas
até ser completamente englobado para o interior através do vacuolo parasitoforo (HEMPHILL et al.,
1996).

No fim do desenvolvimento intracelular, o vactolo parasitéforo se desintegra antes da lise da
célula hospedeira e os taquizoitos vao infectar células adjacentes, se transformam em bradizoitos que sdo
capazes de formar cistos teciduais e persistem em seu interior por varios anos sem provocar sinais clinicos
(FUCHS et al., 1998). Porém, antes de ser encistado, em parasitemia, pode levar a uma necrose celular e
tecidual, acarretando uma doenca neuromuscular nos hospedeiros intermediarios, devido a destruicéo de
um numero grande de células (BUXTON et al., 2002).

Durante a parasitemia, o protozoario tem grande facilidade de ser transmitido por via
transplacentaria. Quando a infeccdo pelo protozoario transcorreu na mae antes da gestagéo, a transmisséo
pela placenta se inicia por reativacdo de uma infeccdo desencadeada pela baixa regulacdo da imunidade
mediada por células, que ocorre por volta da metade da gestacdo (INNES et al., 2002). Para que o
abortamento ocorra, a placenta ou o feto devem estar danificados a um ponto em que os tecidos ja ndo
sejam mais viaveis, processo este complexo, e desencadeado por varios fatores (BUXTON et al., 2002;
INNES et al., 2002). O dano placentario pode comprometer diretamente o feto ou induzir a liberacdo de
prostaglandinas maternas, causando lutedlise e aborto, ja os danos fetais podem ser primarios (leséo
causada pela multiplicacdo do protozoario nos tecidos) ou secundaria (insuficiéncia de oxigénio ou pouca
nutricdo ocasionada pelo dano placentario). O aborto também pode estar associado com a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias e a resposta imune tipo Th1 na interface materno-fetal (CANTON et al., 2014;
MCALLISTER, 2016). Ainda, a expulsdo fetal pode ocorrer sem que haja dano placentario ou fetal,
quando ha liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias na placenta (ENTRICAN 2002).

O abortamento depende também do periodo gestacional em que o feto é infectado pelo
protozoario, o fator determinante é o seu sistema imunoldgico que se desenvolve progressivamente
(BUXTON et al., 2002; DUBEY et al., 2006). Portanto, o feto no terco inicial de gestacdo € considerado
vulneravel, neste periodo os tecidos linfoides estdo em formacgdo e comegam a reconhecer 0s micro-

organismos, por isso, no inicio da gestacdo, a infecgdo normalmente é fatal (DUBEY et al., 2006). Ja no
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terco médio da gravidez, o feto é capaz de desencadear uma resposta imune rudimentar, que ainda pode
ndo ser suficiente para salva-lo, pois é nesta fase em que a maioria dos abortamentos por este protozodrio
sdo relatados. No terceiro trimestre, a resposta imune contra o patdgeno é mais competente, e normalmente
o feto consegue se desenvolver por completo e nascer saudavel, ou fraco e com sinais neuroldgicos
(BUXTON et al., 2002).

3.5 SINAIS CLINICOS DA NEOSPOROSE

Em bovinos infectados por N. caninum ndo ha apresentacdo de sinais clinicos especificos
(FARIAS, 2007). A principal manifestagdo da neosporose nesta espécie é caracterizada pelo abortamento,
geralmente entre o quinto e o0 sexto més de gestacdo, podendo ocorrer a partir do terceiro més até o término
da gestacdo (DUBEY, 1999; FARIAS, 2007), podendo ainda, nascerem bezerros fracos que vém a 6bito
logo ap0s o0 nascimento ou normais congenitamente infectados.

Ha poucos trabalhos descrevendo os sinais clinicos de animais adultos com neosporose. No Brasil,
em um estudo avaliando 302 amostras de bovinos com sinais neuroldgicos, negativos para raiva, foi
diagnosticado um bovino de 20 meses com N. caninum. Bovino apresentava sialorreia, incoordenacao,
decubito e opistétono, evoluindo para o 6bito em quatro dias (MALAGUTI et al., 2012). Em terneiros
jovens infectados pelo protozoario, o0 comprometimento neuroldgico € descrito como incapacidade de se
manter em estacdo por desequilibrio, principalmente, de membros pélvicos, subdesenvolvimento e déficit
proprioceptivo, apresentando apoio de casco com deslocamento dorsal (MCALLISTER et al., 2016).

Em caninos, ha poucos relatos sobre o quadro clinico da neosporose, a maioria desses séo
assintomaticos. Os sinais normalmente séo neuroldgicos, os animais apresentam incoordenacéo e paralisia
dos membros pélvicos devido a encefalomielite (LINDSAY et al., 1999; GONDIM et al., 2001;
DONAHOE et al., 2015). Ha também um caso relatado de neosporose cutanea nesta espécie, apresentando

dermatite nodular, ulcerativa e granulomatosa (MANN et al., 2016).

3.6 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO DA NEOSPOROSE

A avaliacdo epidemioldgica, associada a estudos transversais e estudos caso-controle séo
essenciais para a identificacdo e levantamento de informac6es associadas a fatores que facilitem a infeccéo
do protozoario aos rebanhos (DUBEY et al., 2007; MCALLISTER 2016). Essas informacdes podem
minimizar as perdas reprodutivas pelo fornecimento de informacGes que podem contribuir para a
prevencdo e controle da doenca (HEIN et al., 2012).

Um dos principais fatores associados observados é a presenca de cées e animais silvestres nas

propriedades. A presenca destes animais tem relagdo direta com a infeccéo pelo protozoério, pois 0s cdes
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sdo considerados os principais hospedeiros definitivos no ciclo do agente etioldgico (DIJKSTRA et al.,
2002). Além de aumentar as chances de soropositividade hd maior probabilidade da ocorréncia de
abortamento nos bovinos afetados por N. caninum (BARTELS et al., 1999). Lorenzett e colaboradores
(2016) observaram que a auséncia ou o numero reduzido de cdes presentes na propriedade diminuiu em
0,52 vezes a chance da propriedade ser positiva. A circulacdo de animais selvagens, como canideos,
também é de extrema importancia na epidemiologia do protozoario, visto que estes animais também
podem desempenhar papel de hospedeiros definitivos no ciclo, podendo disseminar oocistos nas pastagens
e em outros ambientes habitados por bovinos (DONAHOE et al., 2015; MCALLISTER, 2016).

A idade dos bovinos também é considerada um importante fator. Animais mais velhos sao
frequentemente descritos como 0s animais de maior soroprevaléncia nos rebanhos, esses dados séo
explicados pela maior exposicdo aos oocistos e outras formas infectantes do protozoario conforme o
passar dos anos na propriedade (GUIMARAES et al., 2004; LORENZETT et al., 2016; MASATANI et
al., 2018). Quanto ao clima, temperaturas mais altas favorecem uma esporulacdo mais rapida de oocistos
em forragens ou pastagens onde os bovinos circulam (DUBEY et al., 2007). A alta umidade nas pastagens
e periodos de chuva prolongados também favorecem a esporulacdo e sobrevivéncia de oocistos no
ambiente, podendo aumentar o risco de infeccdo por causar estresses diretos e indiretos ao rebanho bovino
devido a diferencas de temperaturas, qualidade alimentar prejudicada e higiene diminuida (BARTELS et
al., 1999; LOPEZ-GATIUS et al., 2005).

A realizacdo da sorologia para N. caninum é importante, visto que animais Soropositivos
apresentam um risco 7,21 vezes maior de abortamento em relacdo aos soronegativos (FAVERO et al.
2017). Além dessas caracteristicas, € importante a analise de mais variaveis que possam ter associacdo
com a infeccdo pelo hospedeiro intermediario. Alguns estudos referentes a epidemiologia da neosporose
avaliam mais variaveis através de questionarios juntamente com o veterinario ou proprietario do rebanho,
abordando caracteristicas gerais da propriedade, assim como aspectos do manejo reprodutivo,
biosseguridade, manejo geral e instalacfes, condi¢cdes sanitarias e controle de residuos utilizados na
propriedade (DUBEY et al., 2007; HEIN et al., 2012).

Como caracteristicas gerais da propriedade, é importante levantar qual o plantel total de bovinos,
a quantidade de vacas secas e em lactacdo, quais sdo primiparas, multiparas, bezerras e novilhas para
reposicdo, e qual o tipo de ordenha. Quanto as caracteristicas relacionadas ao manejo, deve-se investigar
se hé a presenca de piquetes maternidade, se ha a separacdo dos terneiros apds o parto, qual a origem dos
animais, se realiza periodo de quarentena na aquisi¢cdo de animais e se ha participacdo dos animais em
feiras e exposi¢cdes. Em relacdo ao manejo reprodutivo, investigar se ha realizacdo de inseminagédo
artificial ou monta natural, e, nos casos de monta natural, se a origem do touro é conhecida e segura. Em

relacdo a0 manejo sanitario, se é realizada palpacéo retal, e, se sim, se ha reutilizacdo da luva de palpacao
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entre 0s animais, bem como reutilizacdo de agulhas para procedimentos, se existe banco de colostro na
propriedade e se hé contato fisico com bovinos de outras propriedades através de cercas entre piquetes.
Para investigacdo de diagnosticos diferenciais, solicitar se sdo realizadas vacinas reprodutivas e quais 0s
protocolos. Além disso, se ha vacina para outras doencas ndo reprodutivas, como clostridioses e raiva
(DUBEY et al., 2007; HEIN et al., 2012).

3.7 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO Neospora caninum

Neospora caninum é um protozoario cosmopolita, ja foi relatado como a principal causa infecciosa
de abortamento em todos os continentes do mundo, além de ser descrito como um agente de potencial
impacto econdmico no mundo inteiro (DUBEY et al., 2007; REICHEL et al., 2013). No Brasil, ja foi
notificada na grande maioria dos estados (ANDREOTTI, 2003). Embora o parasito apresente ampla
distribuicdo em muitas regides geograficas do Brasil, os levantamentos sorologicos para N. caninum
apresentam acentuadas divergéncias, as analises realizadas em rebanhos leiteiros tém demonstrado uma
soroprevaléncia muito variavel, entre 0 e 91,2% (ANDREOTTI, 2003; DUBEY et al., 2007). Essa
amplitude pode variar de acordo com as condi¢des ambientais e os fatores de risco para a infecgéo pelo
protozoario, como: umidade, presenca de hospedeiro definitivo na propriedade e idade dos animais
(GOODSWEN et al., 2013).

No Brasil e no mundo, a neosporose € distribuida em todos os rebanhos e afeta todos os tipos de
industria relacionadas a bovinocultura, principalmente a industria de laticinios. A maioria das pesquisas
com abortamentos causados por N. caninum € relacionada a bovinocultura leiteira (REICHEL et al., 2013)
e pouco se sabe sobre causas de abortamento em bovinos de corte, esse fato € justificado pela dificuldade
de monitoramento de perdas reprodutivas e a dificuldade de se encontrar fetos abortados a campo
(DUBEY, SCHARES e ORTEGA-MORA, 2007). Além disso, fazendas de corte sdo administradas com
menor intensidade, e geralmente o contato proximo entre as excre¢cdes de cées e a criacdo de bovinos é
menor que na bovinocultura leiteira (BARLING et al., 2000).

A maioria dos estudos nas diferentes regides do Brasil sdo baseados em analises soroldgicas, 0s
relatos desse protozoario como causa direta de abortamento sdo confirmados em menor quantidade de
estados visto que ha dificuldade no diagndstico definitivo desse disturbio. Portanto ha poucos estudos
caracterizando essa doenca associando as lesbes anatomopatoldgicas (SANTOS et al., 2005;
CORBELLINI et al., 2006; PESCADOR et al., 2007).

Na regido Sul do Brasil, ha também alta variacdo nos indices de soroprevaléncia, no Parana a
soroprevaléncia variou de 12 a 34,8% (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001; OGAWA et al., 2005), no
Rio Grande do Sul de 11,4 a 31,1% (VOGEL et al., 2006; GINDRI et al., 2018) e em Santa Catarina de
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7,7 a 43,8% (LORENZETT et al., 2016; KLAUCK et al., 2016). Outros estados do Brasil demonstram
grande variabilidade nos indices de soroprevaléncia, no Mato Grosso do Sul ha variacdo de 9,1 a 43%
(ANDREOTTI et al., 2004; MELLO et al., 2008), porém, o estado que observou maior variacdo na
titulacdo soroldgica foi o estado de Minas Gerais, onde os dados sdo de 11,1 a 97,2% (RAGOZO et al.
2003; GUEDES et al., 2008).

Santa Catarina é pouco representado em pesquisas referentes a N. caninum em rebanhos bovinos
no cenério nacional (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). Em um estudo de soroprevaléncia para N.
caninum em vacas leiteiras na regido Oeste observou-se uma ocorréncia de 7,7% (23/299) com 51,9%
(14/27) das propriedades amostradas com pelo menos um animal positivo (LORENZETT et al., 2016).
Em outro estudo em vacas leiteiras do municipio de Lages encontrou-se 23,1% (86/373) dos animais
positivos, com as 19 propriedades amostradas com ao menos um animal positivo (MOURA et al., 2012).
Ja em bovinos de corte, foi conduzido uma pesquisa em 16 municipios da regido serrana, com prevaléncia
de 13,81% (70/507), com animais positivos em 13 dos municipios estudados (PADILHA et al., 2017).

Alguns estudos sorologicos no estado ja foram apresentados, porém como enfermidade causadora
de abortamento ou distdrbio reprodutivo, de acordo com a literatura consultada, existia apenas um relato
da enfermidade, sendo diagnosticado na avaliacdo anatomopatologica, sem descricdo de analise molecular
ou outra avaliacdo complementar (CORBELLINI et al., 2001). Recentemente, a neosporose foi descrita
em bovinos no municipio de Presidente Getulio em Santa Catarina como causa de abortamento em
bovinos de leite (MACEDO et al., 2017).

3.8 DIAGNOSTICO DE NEOSPOROSE

O diagnostico de neosporose é extremamente importante no controle do mesmo, haja visto que é
a principal causa protozoaria de abortamento em bovinos na maior parte do mundo e, por ser de dificil
controle, se faz necessaria a utilizacdo de métodos de diagnoésticos eficazes e praticos para que se possa
efetivar o seu controle, visando diminuir perdas produtivas e reprodutivas (GUIDO et al., 2016). E
essencial o papel do médico veterinario na observacdo de cada propriedade, realizando avaliacdo
epidemioldgica juntamente ao produtor/proprietério, possibilitando a evidenciacdo de fatores para a
infeccdo por este protozoario (DUBEY et al., 2007; GUIDO et al., 2016). Para o diagnostico desta
enfermidade, a epidemiologia € essencial para auxiliar tanto no diagnostico, quanto no controle, associado
a avaliacdo histopatoldgica e exames complementares (DUBEY et al., 2007)

No Brasil, poucas informacdes sdo disponiveis sobre causas de abortamento em ruminantes. Em
estudo realizado por Corbellini et al. (2006) no Rio Grande do Sul, o diagnostico etiologico foi obtido em

51,5% dos fetos analisados e a principal causa de abortamento foi a neosporose. Outro estudo realizado
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no mesmo estado obteve diagnostico em 46,7% dos casos e N. caninum também foi a principal causa
infecciosa (ANTONIASSI et al., 2013). Em um estudo realizado em Minas Gerais, foram diagnosticados
19 abortos causados por N. caninum, demonstrando diferentes formas de diagnostico além da
histopatoldgica, corroborando resultados de imuno-histoquimica (IHQ) e Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), 9/15 apresentaram IHQ positiva e 9/10 PCR positiva, mas em quatro a PCR foi positiva e a IHQ
negativa e em um ocorreu o inverso, demonstrando a importancia da associagdo de diferentes métodos de
diagndstico (ORLANDO et al., 2013).

3.8.1 Necropsia e Histopatologia

Para o diagndstico de abortamento por N. caninum vérias técnicas podem ser utilizadas, porém,
para definir a causa, o exame necroscopico dos fetos e placenta seguidos pelo exame histopatoldgico,
associando a outras técnicas complementares € indispensavel. Macroscopicamente ndo sao observadas
lesGes significativas (CORBELLINI et al., 2006; ANTONIASSI et al., 2013).

Durante a necropsia de fetos bovinos, primeiramente a medida da articulacdo atlanto-occipital até
a insercdo da cauda é aferida, possibilitando avaliar em que idade gestacional ocorreu o abortamento.
Apods, é realizada a avaliagdo externa, analisando mucosas e coletando fragmento de péalpebra em
formalina para histopatologia. As cavidades abdominal e toracica sdo abertas para avaliagdo
macroscopicas de todos 0s 6rgéos para posterior coleta. Para investigacdo de neosporose, € imprescindivel
a coleta de orgdos especificos que sdo determinantes na patogenia do protozoario, como o sistema nervoso
central e musculatura (ORLANDO et al., 2013). Fragmentos de encéfalo sdo congelados para PCR para
N. caninum, mas a analise molecular também pode ser realizada tendo como 6rgéos o coracdo, musculo
esquelético ou placenta (SNAK et al., 2018). Para histologia, todos esses 6rgaos citados anteriormente sdo
necessarios para investigacao de lesdes histopatologicas, além de rins e pulmdes que sdo frequentemente
descritos em casos de neosporose DUBEY, 2003; ORLANDO et al., 2013; MCALLISTER, 2016).

Para investigacdo de agentes etioldgicos diferenciais sdo coletados fragmentos de tecidos em
embalagens plasticas estéreis para isolamento bacteriano, os 6rgaos mais utilizados para tal analise sdo
figado, pulméo, placenta e contetdo de abomaso, tais tecidos, podem ser acondicionados em refrigeracéo
ou congelamento. Baco e timo sdo congelados para PCR de Virus da diarreia viral bovina (BVDV). Além
de outros 6rgaos congelados para PCR de Leptospira sp. ou Herpesvirus, como figado ou rins. Amostras
de todos os 6rgaos serdo coletadas e acondicionadas em formalina tamponada a 10%, incluidas em blocos
de parafina e processados rotineiramente pela técnica de hematoxilina e eosina (HE) para visualizacao
dos tecidos em microscopia optica (DUBEY, 2003; PESCADOR et al., 2007; ORLANDO et al., 2013;
MCALLISTER, 2016).
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As principais lesfes histologicas observadas sdo encefalite necrotizante ndo supurativa, miosite,
miocardite, placentite e pneumonia monunuclear. O sistema nervoso central é o tecido mais importante
para avaliagdo histopatoldgica em fetos bovinos abortados por N. caninum (MALAGUTI et al., 2012),
sendo que as lesdes diferem na localizacdo e intensidade (PESCADOR et al., 2007; CABRAL et al.,
2009).

No entanto, essas lesdes ndo sdo patognomodnicas e muitas vezes as estruturas parasitarias
(taquizoitos ou bradizoitos) ndo estdo visiveis. Portanto, para confirmar o diagndstico se faz necesséaria a
utilizagao de técnicas, como a IHQ ou PCR (PARE et al., 1998; DUBEY, 2003; FARIAS, 2007; SANTOS
et al., 2011). LesBes ndo supurativas em casos de abortamento por N. caninum séo descritas com menor
intensidade em figado e rins (PESCADOR et al., 2007).

Para a aumentar o indice de diagnosticos definitivos de causas de abortamento é imprescindivel a
coleta e envio da placenta para avaliagdo anatomopatoldgica detalhada e exames complementares, como
PCR e IHQ (BERGERON et al., 2001; DUBEY & SCHARES, 2011; MESQUITA et al., 2018).
Alteracdes histopatologicas na placenta podem ser caracteristicas da infeccdo pelo protozoario, como
infiltrado mononuclear predominantemente linfocitico presente em intersticio e base de carunculas,
associado a areas multifocais de necrose de celulas mesenquimais e trofoblastos (GIBNEY et al., 2008;
CASPE et al., 2012; MESQUITA et al., 2018). Alem disso, os cotilédones correspondem ao segmento
placentario em que a maioria dos agentes causadores de lesdes podem ser encontrados (MCALLISTER,
2016). Alguns agentes etiologicos possuem, em sua patogenia, fatores potenciais para lesionar a placenta,
podendo haver o estresse e liberacdo do concepto sem causar lesdes no feto, por isso, diagnosticos
etiologicos definitivos dependem muitas vezes da placenta para sua determinacdo (BUXTON et al., 2002;
DUBEY & SCHARES, 2011).

3.8.2 Imuno-histoquimica para Neospora caninum

A IHC é importante na rotina diagnostica de abortamentos por N. caninum, visto que este
protozoario é morfologicamente semelhante ao Toxoplasma gondii, além disso, as manifestac@es clinicas
induzidas por estes agentes sdo semelhantes, visto que ambos pertencem ao Filo Apicomplexa,
justificando suas semelhancas estruturais, bioldgicas e filogenéticas. Por essas semelhancas, esta técnica
tem grande desvantagem pois apresenta marcacdo cruzada entre os dois agentes (DUBEY, 2003;
SANTOS et al., 2011; MCALLISTER, 2016). Os tecidos mais indicados para IHQ para identificacdo
deste agente sdo o encéfalo e pulméo, podendo variar na sensibilidade diagnostica dependendo da autélise
do tecido (PESCADOR et al., 2007).
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3.8.3 Analise molecular para Neospora caninum

A técnica de PCR ¢ considerada eficaz por apresentar alta sensibilidade e especificidade, podendo
variar de acordo com o primer utilizado, geralmente apresenta maior especificidade e maior sensibilidade,
comparando-a com a histopatologia e a IHQ. Snak e colaboradores (2018) realizaram a técnica de PCR
em 17 fetos avaliando N. caninum em cérebro e coracdo, tendo 52,9% e 29,4% de positividade,
respectivamente. A extracdo de DNA pode ser realizada a partir de varios tecidos, como encéfalo, placenta
e soro sanguineo, sendo que o sistema nervoso central é o tecido mais afetado pelo parasito, por isso é o
tecido de escolha (MULLER et al., 1996; SANTOS et al., 2011; ORLANDO et al., 2013). Apesar de ser
considerado uma técnica de diagndstico direto, o resultado dessa analise deve ser associado a avaliacdo
epidemioldgica da propriedade e a lesdes histopatoldgicas compativeis com a infeccdo pelo protozoario,
e se possivel correlacionar com avaliacdo soroldgica dos animais do rebanho, visto que tal parasito €
cosmopolita e ja foi identificado em varios animais portadores sem causar sinais clinicos significativos
(DUBEY & SCHARES, 2011; MCALLISTER, 2016; SNAK et al., 2018).

3.8.4 Sorologia para Neospora caninum

O diagnostico soroldgico de N. caninum é uma forma de auxiliar a avaliacdo epidemioldgica,
sendo considerado um método, principalmente, de triagem e rastreamento da doenca na propriedade
(DUBEY, 2003). A avaliacdo soroldgica pode ser realizada por diferentes técnicas, diferindo em sua
especificidade, sensibilidade e praticidade (GUIDO et al., 2016).

A técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI), detecta anticorpos fluorescentes indicativos da
infeccdo pelo parasito, é considerado o método de referéncia para o diagnostico soroldgico de neosporose
(PARE et al., 1998), juntamente com o ensaio imunoenzimatico (ELISA) representa as duas técnicas mais
utilizadas em pesquisas sorolégicas no Brasil como triagem diagnostica (FARIAS, 2007; GUIDO et al.,
2016).

Outras técnicas soroldgicas também sdo utilizadas, como por exemplo o Teste de Aglutinacdo de
Neospora (NAT) que tem boa especificidade e execucdo simples, porém é complexa (ROMAND et al.,
1998). Ja o Teste de aglutinacdo em Latex (LAT) possui a mesma sensibilidade e especificidade do NAT,
porém com mais facilidade na padronizacdo (MORAVEIJI et al. 2012).

A técnica de Imunotransferéncia de antigeno completo (Immunoblotting) € uma técnica demorada
e ndo aplicada como técnica de triagem, é recomendada para auxilio na confirmacdo de resultados
sorolégicos incertos (BJERKAS et al.,, 1994). O Teste Imunocromatografico Rapido (RIT) utiliza
antigenos recombinantes, € de execucdo simples e rapida, indicada para aplicacdo em condi¢des de campo
(L1AO et al. 2005).
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Essas técnicas variam muito de acordo com a sensibilidade e especificidade, por isso, ndo deve ser
considerado um método de diagndstico, e deve-se sempre associar a outras técnicas de diagndstico
definitivo (PARE et al., 1998; GUIDO et al., 2016).

3.10 AGENTES ASSOCIADOS A NEOSPOROSE

E importante salientar a importancia de se investigar outros patogenos mesmo em casos que ja se
tenha o diagnoéstico de neosporose, visto que varios autores reportam a coinfec¢do deste protozoario com
outros agentes, sendo principalmente bacterianos e virais. Corbellini et al, (2006) detectaram a coinfec¢éo
de Neospora caninum com Leptospira spp. em seis fetos bovinos abortados oriundos de cinco
propriedades leiteiras, diagnosticados com IHQ e avaliagdo sorolégica dos animais por RIFI. Os principais
sorotipos de Leptospira spp. envolvidos nestes casos foram L. hardjo, L. bratislava e L. pomona. Coxiella
burnetii é também uma bactéria descrita associada em casos de neosporose. No estado de Minas Gerais
foi relatado um caso de associacdo da Coxiella sp. com N. caninum e Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV), e esta bactéria associada ao protozoario tambem foi descrita em fetos bovinos abortados no
estado de S&o Paulo, Goias e Mato Grosso do Sul. A analise sorologica de ELISA, foi o teste diagnostico
utilizado nesses casos de identificacdo de agentes em casos de abortamento (ZANATTO et al., 2019).

O envolvimento de agentes virais também foi descrito por outros autores que relataram o
protozoario associado ao BVDV e Herpesvirus Bovino Tipo 4 (BHV-4) (DUBEY et al., 1990;
NIETFIELD et al., 1992). Uma cepa ndo-citopatogénica foi isolada em cultivo celular de tecido hepético
em um feto bovino abortado com diagnostico de neosporose, na qual a lesdo descrita consistia em necrose
do parénquima hepatico. A infeccdo pelo virus, neste caso, pode ter aumentado a susceptibilidade a
infeccdo por Neospora caninum, porém, nao foi determinada como a causa etiolégica definitiva, visto que
a cepa ndo era patogénica e o animal teve lesdes compativeis com neosporose em outros 6rgdos (DUBEY
et al., 1990). A associacdo com o Herpesvirus foi descrita em um feto bovino abortado aos 6,5 meses com
diagnostico definitivo de neosporose, o BHV-4 foi isolado da placenta, tecido esse que havia lesdo
microscopica, porém, ndo descrita especificamente (NIETFIELD et al., 1992)

Uma prevaléncia de 10% (30/301) para Neospora caninum associado ao Cryptosporidium parvum
em bovinos foi detectada no sul do Egito, sendo considerado um fator limitante para o desenvolvimento
da industria pecuaria na regido (FEREIG et al., 2016). Tais agentes possuem alguns fatores de risco
semelhantes para infeccdo, como por exemplo a umidade do solo, facilitando o desenvolvimento do
parasito (MASATANI et al., 2018). Esses dois protozoarios pertencem ao Filo Apicomplexa, causam
imunossupressao e sao importantes agentes a serem controlados em rebanhos bovinos, principalmente em

animais jovens (ANDERSON, 1998; DUBEY et al., 2007), programas de controle e prevengdo contra
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esses dois parasitos estdo sendo desenvolvidos, por ja serem detectados com prevaléncia significativa,
principalmente no Japéo e Egito (UGA et al., 2000; FEREIG et al., 2016; MASATANI et al., 2018).

Portanto, ressalta-se a importancia de maior investigacdo dos diagndsticos diferenciais ou da
consorciacao de agentes que possam estar associados, além da realizacdo de mais de um tipo de técnica
diagnostica. A infecgéo pelo protozoario afeta diretamente o complexo imune do hospedeiro (ALMERIA
et al., 2017), podendo aumentar a susceptibilidade para a infeccdo por outros agentes infecciosos, tais
agentes podem ser zoon6ticos ou serem importantes para 0s demais animais do rebanho, acarretando em
maior perda do controle sanitario (INNES et al., 2005; DUBEY et al., 2007).

3.11 TRATAMENTO DE NEOSPOROSE

Atualmente, vérias pesquisas experimentais in vivo e in vitro sdo realizadas para reduzir as taxas
de infeccdo ou combater as formas infectantes nos hospedeiros na tentativa de controlar a neosporose nos
rebanhos, porém até hoje nenhum medicamento disponivel é considerado seguro e eficaz para o
tratamento de neosporose em ruminantes (SANCHEZ et al., 2018). As triazinonas administradas em
bezerros recém-nascidos infectados modulam a resposta imune humoral e reduzem os sinais clinicos
(HAERDI et al., 2006; SYED-HUSSAIN et al., 2015). Além disso, em bovinos adultos podem reduzir o
abortamento causado pelo protozoario (CUTERI et al., 2005). A monensina parece reduzir a resposta
imune humoral em bovinos ndo prenhes, além de reduzir as chances de infec¢do por este parasito quando
adicionada como aditivo na alimentacdo, porém, € importante avaliar as doses para que nao se torne toxica
aos bovinos (VANLEEUWEN et al., 2010; SANCHEZ et al., 2018).

3.11 CONTROLE DA NEOSPOROSE

As estratégias de controle a serem elaboradas podem gerar custo e esfor¢o das pessoas envolvidas,
além de ser algo que deve ser planejado a longo prazo, visto que o ciclo de vida do agente é complexo e
afeta varias questdes econdmicas da propriedade (GUIDO et al., 2016). Para planejar as primeiras agdes
de controle, um inquérito epidemioldgico completo deve ser efetuado juntamente ao produtor levantando
dados sobre manejo reprodutivo, biosseguridade, manejo/ instalacdes, condicBes sanitarias e controle de
residuos utilizados na propriedade. Tais detalhes sdo necessarios para moldar estratégias e agir de acordo
com a situacdo especifica encontrada que pode variar substancialmente entre as propriedades (DUBEY et
al., 2006; GUIDO et al., 2016).

As técnicas soroldgicas sdo consideradas ferramentas Uteis na abordagem do controle deste
protozoario em bovinos, porém € ideal somente para a avaliacdo do perfil sorologico individual de cada

animal ou da soroprevaléncia na propriedade, pois s esta técnica € insuficiente para determinar a causa
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do abortamento (GUIDO et al., 2016). A eliminacdo das vacas soropositivas pode ser a medida mais
adequada se a soroprevaléncia for baixa, porém se for elevada, as a¢cdes a serem tomadas ndo devem ser
tdo dréasticas. Nos animais soropositivos podem ser encontrados diferentes tipos de manifestacdes, que
influirdo na decis&o a ser tomada (MCALLISTER, 2016).

Vacas que abortaram uma ou mais vezes devem ser priorizadas para descarte. VVacas soropositivas
sem antecedentes de aborto, porém podem atuar como portadoras da infeccdo, devendo-se, portanto, evitar
a utilizacdo de sua descendéncia para reposicdo (MCALLISTER, 2016). Garantir um bom estado
nutricional das vacas prenhes vai ajudar a reduzir os riscos de aborto entre 0s animais contaminados por
esse parasito (ANDREOTTI, 2001).

A sorologia deve estar empregada na propriedade até mesmo depois das estratégias de controle ja
serem definidas ou até mesmo depois do perfil soroldgico ter sido avaliado. O monitoramento sorolégico
deve continuar a ser realizado periodicamente em um namero representativo de animais de forma
individual ou pelo leite a granel. Outra utilidade desta técnica é na reposigdo de animais de outras
propriedades pois, estes animais representam um importante fator de risco de reintrodugé@o da doenca, ou
da manutencao do protozoario pela transmissao vertical, portanto, é indicado a avaliagdo sorologica dos
animais comprados na propriedade de origem e introduzir os animais em periodo de quarentena antes de
ingressarem na propriedade (GUIDO et al., 2016).

Algumas praticas de manejo relacionadas a interrupcao do ciclo de transmissdo do N. caninum séo
recomendadas, como evitar a interacdo de cdes com o rebanho, a fim de prevenir a contaminacéo fecal de
agua, pastagem e instalacdes, além do isolamento dos galpdes de armazenagem de sal mineral, racdo e/ou
silagem. Estabelecer na propriedade um piquete maternidade, onde as vacas fiqguem do periodo pré ao
poOs-parto, evitando assim a contaminacao da pastagem de toda a propriedade com conteudo placentario
que possa ter formas infectantes do protozoario (OLIMPIO et al., 2011; MCALLISTER, 2016).

Além disso, é importante também a remocao de restos de placentas, fetos abortados e terneiros
mortos para evitar a ingestdo dos mesmos pelos cées e canideos silvestres. Deve-se evitar transitar com
instrumentos e vestimentas que tenham contato com secre¢des de caninos para areas que 0s bovinos
tenham acesso (DUBEY, 2007; MCALLISTER, 2016).

Na Suica, a neosporose ¢ uma doenca de notificacao obrigatdria, quando o diagnostico da infeccao
é determinado nos fetos, todo o rebanho é avaliado sorologicamente (HASLER et al., 2006). Na Holanda,
varios produtores de leite participam de um programa nacional de controle que consiste em triagem
soroldgica de leite, investigacdo sorologica dos animais que abortam e abate progressivo de vacas
soropositivas (GUIDO et al., 2016). Na Espanha programas de controle sdo desenvolvidos a nivel regional
voluntario para a neosporose bovina, realizando andlise soroldgica para monitorar a situacdo

epidemioldgica nas diferentes areas geograficas, e fornecendo treinamento para veterinarios e
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agricultores. Associacdes e agrupamentos de defesa sanitaria do pais disponibilizam subsidios para reduzir
0s custos de testes de laboratdrio e apoiam o recrutamento de veterinarios para o gerenciamento de

programas de controle da neosporose (GUIDO et al., 2016).
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4 Diagnostico anatomopatoldgico, molecular e caracterizacgéo sorolégica de abortamentos causados
por Neospora caninum em bovinos do Estado de Santa Catarina, Brasil

Anatomopathological and molecular diagnosis and serological characterization in bovine abortion due
Neospora caninum in Santa Catarina state, Brazil

RESUMO

A neosporose ¢ uma enfermidade infecciosa cosmopolita, causada pelo protozoario Neospora
caninum, que representa a principal causa infeciosa parasitaria de abortamento em bovinos no
mundo inteiro. Tendo em vista a importancia econémica desse protozoario para a pecuaria, este
trabalho tem por objetivo avaliar a ocorréncia de abortamentos causados por N. caninum em bovinos
no estado de Santa Catarina. Fetos abortados de bovinos foram necropsiados, amostras de todos 0s
6rgdos foram coletadas e acondicionadas em formalina tamponada a 10% e processados para
avaliacdo histopatoldgica. Fragmentos de encéfalo foram analisados por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para N. caninum utilizando como alvo as sequéncias Nc5-Np21plus/Np6plus.
Realizou-se inquérito epidemioldgico, avaliacdo das estratégias de controle e sorologia por Reagéo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para pesquisa de IgG contra N. caninum. Para avaliar o nivel
de concordéancia entre histopatologia e PCR foi utilizado o método de Kappa Cohen. Entre julho de
2015 e julho de 2020, foram remetidos 85 fetos bovinos, obtendo um indice de diagnostico
conclusivo em 61,17% (52/85). O diagnostico de abortamento por N. caninum foi estabelecido em
53,84% (28/52) dos casos. Na avaliacdo histopatologica, havia lesdo em 21 (75%) que era
caracterizada por encefalite necrotizante mononuclear (71,42% - 15/21), miocardite mononuclear
(66,66% - 14/21), miosite mononuclear (61,90% - 13/21), placentite mista (14,28% - 3/21) e
pneumonia mononuclear (4,76% - 1/21). Na PCR N. caninum foi detectado em 20 casos (71,42%).
O indice de Kappa Cohen demonstrou concordancia moderada (0,42). Das 18 propriedades com
diagnostico de neosporose, foi possivel realizar avaliacdo epidemiolégica em 61,11% (11/18),
sorologia em 33,33% (6/18) e em 38,88% (7/18) avaliacdo das estratégias de controle. A
soroprevaléncia foi de 26,71% (74/277), sendo que 39,18% (29/74) apresentavam distdrbios
reprodutivos. A grande maioria das propriedades tinham cdes com acessos as pastagens e
instalac@es, assim como a maioria descartava restos fetais e placentarios de maneira incorreta. Como
estratégias de controle, foi observado que algumas propriedades obtiveram a eliminacdo completa
dos cées da propriedade e houve descarte de animais soropositivos, como resultados dessas
estratégias, houve reducdo de casos de abortamentos e reducdo das taxas de retorno ao cio.
Neospora caninum foi o principal agente etioldgico associado a causas de abortamento em bovinos
no presente estudo. Os tecidos mais frequentemente observados com lesGes compativeis foram
encéfalo e coracdo. A soroprevaléncia de propriedades com diagnoéstico etiologico definitivo de
neosporose no estado de Santa Catarina foi elevada. Medidas de controle foram parcialmente
efetivadas nas propriedades avaliadas, havendo diminuicdo dos abortamentos e retorno ao cio dos
rebanhos, o que destaca a importancia do diagnéstico de neosporose em fetos bovinos abortados
para a efetivacdo de medidas de controle nas propriedades, diminuindo as perdas reprodutivas e
econdmicas.

Palavras-chave: protozoario, perdas reprodutivas, doenca infecciosa, patologia.
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ABSTRACT

Neosporosis is a cosmopolitan infectious disease, caused by the protozoan Neospora caninum,
which represents the main infectious cause of cattle abortion worldwide. This study aims to evaluate
the occurrence of abortions caused by N. caninum in cattle in the state of Santa Catarina, Brazil.
Bovine aborted fetuses were necropsied, samples of all organs were fixed in 10% buffered formalin
and processed for histopathological evaluation. Brain samples were analyzed by polymerase chain
reaction (PCR) for N. caninum using the Nc5-Np21plus/Np6plus primers sequences.
Epidemiological and control strategies survey, and serology by Indirect Immunofluorescence
Reaction (RIFI) for IgG anti- N. caninum were performed. To evaluate the level of agreement
between histopathology and PCR, the Kappa Cohen method was used. From July 2015 to July 2020,
85 bovine fetuses were necropsied, 61.17% (52/85) of the diagnosis were conclusive, and 53.84%
(28/52) were aborted due to N. caninum infection. In the histopathological evaluation, there were
lesions in 21 (75%), characterized by mononuclear necrotizing encephalitis (71.42% - 15/21),
mononuclear myocarditis (66.66% - 14/21), mononuclear myositis (61.90% - 13/21), mixed
placentitis (14.28% - 3/21) and mononuclear pneumonia (4.76% - 1/21). Neospora caninum was
detected in 20 cases (71.42%) by PCR. The Kappa Cohen test showed moderate agreement (0.42).
Of the 18 properties diagnosed with neosporosis, it was possible to perform an epidemiological
evaluation in 61.11%, serology in 33.33%, and evaluation of control strategies in 38.88%. The
seroprevalence was 26.71% (74/277), with 39.18% (29/74) demonstrating reproductive disorders.
The majority of farms had dogs with access to pastures and cattle installations, and the majority
discarded fetal and placental tissues incorrectly. As a result of the control strategies, there was a
reduction in cases of abortion and reduction in repeat breeding. Some farms obtained complete
elimination of dogs and discarded some seropositive cattle. Neospora caninum was the main
etiological agent associated with causes of abortion in this study. The tissues most frequently
analyzed with compatible lesions were brain and heart. The seroprevalence of farms with definitive
etiological diagnosis of neosporosis in the state of Santa Catarina is high. Control measures were
partly effective on the evaluated farms, with decrease in the rates of abortions and repeat breeding
of the herds, which emphasizing the importance of the diagnosis of neosporosis in aborted fetuses
for effective control measures in the affected farms, decreasing reproductive and economic losses.

Keywords: protozoan, reproductive loss, infectious disease, pathology.
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4.1 INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario intracelular obrigatorio, cosmopolita, pertencente ao filo
Apicomplexa (DUBEY et al., 1988). E frequentemente relatado como a principal causa de abortamento
em bovinos no mundo inteiro (DUBEY & SCHARES, 2011). A espécie bovina é diretamente afetada por
desempenhar papel de hospedeiro intermediario no ciclo do N. caninum, infectando-se e possibilitando o
desenvolvimento de formas evolutivas do agente em seus tecidos, desencadeando lesdes ou encistamento
(DUBEY & LINDSAY, 1996; INNES et al., 2002). Tal protozoéario é considerado heteroxeno, ou seja,
necessita de mais de um hospedeiro para completar seu ciclo de vida, sendo que o hospedeiro definitivo
é representado, principalmente, por canideos, sejam eles domésticos ou selvagens (DUBEY & LINDSAY,
1996; GOODSWEN et al., 2013).

Ha& diversas vias de transmissdo que definem as diferentes formas de infeccdo do protozoério
(MCALLISTER et al., 1998). A principal é a via vertical ou transplacentaria, onde formas infectantes do
agente acometem os tecidos do feto por via sanguinea ou linfatica, podendo causar lesbes em tecidos
placentarios ou atingir o feto. A via horizontal ocorre quando o hospedeiro definitivo ingere o parasito
encistado em tecidos ou ingerindo oocistos de outros hospedeiros, podendo eliminar oocistos esporulados
no ambiente, sendo posteriormente ingerido pelo hospedeiro intermediario (ANDERSON et al., 2000).
Pela facil transmissibilidade e pela variabilidade de fatores epidemiologicos que proporcionem sua
manuten¢do no ambiente, N. caninum é considerado um agente de dificil controle (GOODSWEN et al.,
2013; MCALLISTER, 2016).

O Estado de Santa Catarina apresenta poucos estudos referentes a neosporose em rebanhos bovinos
no cenario nacional (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). Os estudos aqui no estado séo, principalmente,
regionais que descrevem a soroprevaléncia para N. caninum na regido Oeste (LORENZETT et al., 2016;
KLAUCK et al., 2016) e Serra Catarinense (MOURA et al., 2012; PADILHA et al., 2017). Macedo e
colaboradores (2017) avaliaram um rebanho na regido do Vale do Itajai, diagnosticando e descrevendo
abortamentos causados pelo protozoario, a partir de analises anatomopatologicas, moleculares e
soroldgicas; sendo o Unico estudo anatomopatolégico completo descrito até agora no estado.

Essa doenca parasitaria apresenta alto impacto na producdo mundial, sendo responsavel por
grandes perdas econémicas, tanto na bovinocultura de leite ou corte (REICHEL et al., 2013). O déficit
econémico pode ser atribuido ao valor de fetos abortados, custos indiretos com auxilio profissional, custo
de técnicas diagnosticas, aumento do tempo de lactacdo associado a diminuicdo da producdo de leite,
aumento do descarte e reposicdo dos animais, além da reducdo do periodo de vida produtiva
(ANDREOTTI, 2003; FARIAS, 2007).

O diagnostico de neosporose depende da utilizacdo de métodos diagndsticos eficazes associados a

avaliagdes epidemioldgicas para evidenciacdo de fatores relacionados a infecgdo (DUBEY et al., 2007;
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GUIDO et al., 2016). Os métodos diagnosticos mais utilizados sdo a necropsia, 0 exame histopatolégico,
associado a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou imuno-histoquimica (IHQ). Além disso, para
complementar o diagnostico, € essencial o monitoramento sorolégico do rebanho pelo teste de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA) (GUIDO et al.,, 2016;
MCALLISTER, 2016).

Ha& poucos estudos no Brasil, que evidenciem a associacao do diagnostico etioldgico definitivo por
lesBes histopatoldgicas e analise molecular em fetos bovinos abortados, avaliando a soroprevaléncia dos
rebanhos e os fatores associados a infeccdo. O objetivo deste trabalho é descrever a caracterizacao
anatomopatoldgica e molecular de fetos bovinos abortados por Neospora caninum, associando com a
soroprevaléncia, possiveis fatores associados e as estratégias de controle nas propriedades acometidas.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Avaliacdo anatomopatoldgica e exames complementares

Fetos abortados de bovinos recebidos no Laboratorio de Patologia Animal (LAPA-
CAV/UDESC) entre junho de 2015 a junho de 2020 foram necropsiados. O histdrico do animal e da
propriedade foi obtido com o Médico Veterinario responsavel pelo caso e/ou com o produtor. Na
necropsia, primeiramente a medida da articulacdo atlanto-occipital até a insercédo da cauda (WHITE
et al., 1985) foi aferida, possibilitando avaliar em que idade gestacional ocorreu o abortamento. Em
seguida foi realizada a avaliacdo externa, observando mucosas e buscando por possiveis alteracoes.
Ap0s abertura e observacdo do subcutaneo, as cavidades abdominal e toracica foram abertas para
avaliacdo macroscopica de todos os 6rgdos para posterior coleta. Foram coletados fragmentos de
figado, pulméo, placenta e conteido de abomaso, tais tecidos, acondicionados em refrigeracdo ou
congelamento, foram encaminhados para isolamento bacteriano ao Centro de Diagndstico
Microbiologico Animal (CEDIMA - CAV/UDESC). Fragmentos de encéfalo foram congelados para
PCR de N. caninum, baco e timo congelados para PCR do virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV).
Amostras de encéfalo, rins, pulmdes, coragdo, timo, baco, placenta, diafragma, figado, musculo
esquelético, abomaso e palpebra foram coletadas e acondicionadas em formalina tamponada a 10%,
incluidas em blocos de parafina e processados rotineiramente e corados com hematoxilina e eosina
(HE) para visualizacdo em microscopia Optica.

Na analise histopatoldgica, todos os 6rgdos foram avaliados, e no sistema nervoso central,
musculo esquelético e coracdo as lesGes consideradas como compativeis com neosporose foram

compostas por encefalite necrotizante, miosite e miocardite linfoplasmocitarias focais ou multifocais.
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Em outros 6rgdos, como figado e pulmé&o, foram considerados como suspeitos quando apresentaram
hepatite e pneumonia linfoplasmocitérias.

Quando observadas lesbes histoldgicas sugestivas de processo infeccioso bacteriano,
fragmentos congelados de figado, placenta, pulmé&o e contetido de abomaso eram submetidos a cultivo
bacteriano, com processamento composto por pré-enriquecimento do material com 4g do 6rgéo e
196mL de agua peptonada estéril em uma bag, seguida de homogeneizacdo em Stomacher® 400
Circulator (Laboratory Blender) e incubacdo por 24h a 37°C. Ap6s a incubacdo, as amostras foram
inoculadas em placas com Agar Sangue e McConkey em cultivo aerébio a 37°C por 48 horas.

Apo6s o crescimento bacteriano, dependendo da morfologia apresentada pelo micro-
organismo, as culturas eram selecionadas e submetidas a provas bioquimicas para identificacdo do
agente. O isolamento de Brucella sp. foi obtido por cultivo em &gar Triptose ou agar Albimi com a
adicdo de soro e antibioticos. As placas eram incubadas a 37°C em uma atmosfera de 10% de COo,
durante sete dias.

Fragmentos congelados de encéfalo de todos os fetos foram submetidos a PCR para a pesquisa
de N. caninum. O DNA foi extraido a partir de aproximadamente 5 gramas de encéfalo, macerados
individualmente e em seguida foi realizada a extracdo de DNA de forma manual utilizando fenol e
cloroformio, seguindo a técnica descrita por Isola et al. (1994). A PCR foi realizada utilizando como
alvo as sequéncias dos primers Nc5-Np21plus/Np6plus (5’-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3")/
(5’-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3’), conforme protocolo descrito por Miller et al.
(1996). A reacdo foi realizada com um volume final de 50uL, contendo tampédo 10X (5 pL), 10uM
dNTP (1 pL), 50mM MgCI2 (1,5 pL), 1,5 ul do Primer Np21plus, 1 Ml do primer Np6plus, 20uM
de cada primer, 5U Taq (0,25 pL), com desnaturacdo inicial a 94°C por 3min., 40 ciclos a 94°C por
45 seg.; 60,3°C por 30 seg.;72°C por 40 seg. e extensdo final a 72°C por 10min. As amostras
amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,5%) para visualizacdo. Os
controles positivos utilizados foram taquizoitos da cepa Nc1, e como controle negativo foi utilizada
agua ultrapura autoclavada.

Amostras de baco e timo congeladas foram coletadas para RT-PCR do virus da Diarreia Viral
Bovina (BVDV) pela deteccdo de um fragmento de 119pb da regidao 5’UTR de Pestivirus de acordo
com o protocolo adaptado de Weber et al. (2014).

4.2.2 Perfil soroldgico anti-N. caninum em propriedades com neosporose
Nas propriedades com diagnéstico de neosporose, amostras de sangue foram coletadas de
fémeas bovinas, independentemente da idade, e de eventuais caninos da propriedade, de forma

individual por meio da venopuncao da veia jugular em bovinos (10mL), e da veia cefalica em caninos
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(5mL), sendo armazenados em tubos sem anticoagulante previamente identificados. Estes tubos
foram mantidos em temperatura ambiente para posterior centrifugacao e obtengéo do soro sanguineo,
armazenados em criotubos, congelados a -20°C e encaminhados ao Laboratério de Parasitologia do
CAV/UDESC, para realizacdo do teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para pesquisa de
imunoglobulinas G (IgG) anti-N. caninum.

Para isso, as laminas de RIFI foram adsorvidas com taquizoitos de N. caninum cepa Nc-1,
fixadas com metanol e armazenadas a -20°C. Em cada amostra de soro era adicionada a solucéo de
diluicdo (0,0084M NaxHPOQOj4, 0,0018M NaH2PO4, 0,146M NaCl e 1% BSA). Em seguida, 20uL das
amostras eram adicionadas em cada poco da lamina de imunofluorescéncia e incubadas por 30min a
37°C, ap6s eram realizadas trés lavagens com uma solucéo composta por 0,0268M Na>CQO3, 0,0975M
NaHCO3 e 0,036M NaCl. A lamina foi seca em estufa a 37°C e entdo foram adicionados 20uL do
conjugado anti-lgG bovino e canino Sigma (diluicdo 1:1000 para bovinos e 1:300 para caes). A
solucéo de diluicdo utilizada foi o Azul de Evans (0,02mg/mL) e incubado durante 30min a 37°C, em
seguida foram realizadas trés lavagens com a solucdo de lavagem novamente e a lamina foi seca em
estufa a 37°C. Apos, foi colocada uma laminula com duas gotas de glicerina tamponada (90%) e
realizada a leitura em microscopio de epifluorescéncia em um aumento de 400X (PARE et al., 1995).
Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram reacdo a partir da diluicdo 1:100
(bovinos) e 1:50 (caninos), as quais eram diluidas sequencialmente, em multiplos de dois, até diluicdo
maxima reativa final para a titulacdo. Amostras de soro sanguineo ou de leite de bovinos, sabidamente
positivas ou negativas, foram utilizadas como controle positivo ou negativo para a RIFI afim de

comparacdo. Um termo de consentimento livre e esclarecido foi apresentado ao produtor (Anexo 1).

4.2.3 Avaliacdo epidemiologica das propriedades com neosporose

Em visita técnica as propriedades foram aplicadas um questionario adaptado de Hein et al.
(2012), junto ao proprietario. Tal questionario engloba questdes que abordam caracteristicas gerais
de propriedade, bem como aspectos do manejo reprodutivo, biosseguridade, manejo/ instalacdes,
condicdes sanitarias e controle de residuos utilizados na propriedade, questdes essas que foram
utilizadas para a avaliacdo epidemioldgica e estudo dos fatores de risco e causa/efeito de neosporose
nas propriedades acometidas (Anexo 2).

Meses apds a primeira visita a propriedade, foi efetuada uma nova visita para realizacdo de
novo inquérito epidemioldgico para avaliar se as medidas de controle e prevencdo estavam se

efetivando e se avaliar a frequéncia de casos de abortamentos.
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4.2.4 Andlise estatistica

Planilhas no Software Excel® (2019) foram confeccionadas para analise descritiva e
inferencial dos dados. Para a correlacdo entre as caracteristicas epidemiolédgicas em propriedades
afetadas com o diagndstico foram realizadas analises descritivas.

A eficiéncia dos métodos de diagndsticos utilizados (Histopatologia e PCR) foi avaliada
estatisticamente pelo método de Kappa Cohen, que determina o indice de concordancia entre as
técnicas de diagnostico. A concordancia é classificada em: <0 = nenhuma concordancia; valores entre
0 — 0,19 = baixa concordéancia; valores entre 0,20 — 0,39 = regular concordéancia; valores entre 0,40 —
0,59 = moderada concordancia; valores entre 0,60 — 0,79 = substancial concordancia; valores entre
0,80 — 1,00 = alta concordancia.

4.2.4 Comité de ética
Os procedimentos utilizados na pesquisa foram aprovados pelo comité de ética de uso animal
(CEUA), protocolado sob o numero 5990060819 (1D 001000).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Avaliacdo anatomopatoldgica e molecular

No periodo do estudo foram remetidos ao LAPA-CAV/UDESC 85 fetos bovinos, obtendo-
se diagndstico conclusivo em 61,17% (52/85) dos casos. Dentre estes, o diagnostico de abortamento
causado por N. caninum foi estabelecido em 53,84% (28/52). Esses foram divididos em dez surtos
e oito casos isolados (Tabela 1). Os fetos eram provenientes de 18 propriedades localizadas em 14
diferentes municipios do estado de Santa Catarina. As regides do estado em que mais houveram
casos diagnosticados foram a regido Sul (35,71% - 10/28), seguida do Vale do Itajai (32,14% -
9/28), Serra Catarinense (25% - 7/28) e Oeste (7,15% - 2/28). Os municipios correspondentes com
neosporose estdo demonstrados na Tabela 1.

A frequéncia dos diagndsticos de neosporose variou anualmente, havendo um diagndstico
em 2015 (3,57% - 1/28), cinco em 2016 (17,86% - 5/28), oito em 2017 (28,57% - 8/28), oito em
2018 (28,57% - 8/28), cinco em 2019 (17,86% - 5/28) e um em 2020 (3,57% - 1/28). Os casos de
abortamento manifestaram-se em diferentes fases gestacionais, sendo que o trimestre de gestacédo
mais frequentemente relatado foi o segundo (64,28% - 18/28), sequido pelo terceiro trimestre

(28,57% - 8/28), e primeiro (7,14% - 2/28). O més em que mais houve casos de abortamento foi o
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sexto més de gestacdo (32,14% - 9/28) (Figura 2). Quanto ao sexo, 42,85% (12/28) fetos eram
fémeas e 39,28% (11/28) eram machos. Em cinco casos 0 sexo nao foi determinado.

Figura 2 - Periodo gestacional dos abortamentos por Neospora caninum em bovinos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Na avaliacdo macroscopica dos fetos abortados nao foram observadas lesdes, com excecao
de um caso de mumificacéo fetal. De todos os fetos submetidos para analise neste periodo, houve
0 envio da placenta em apenas 25,88% dos casos (22/85), ja dos casos de neosporose, foi possivel
realizar a avaliagdo da placenta em sete casos (25% - 7/28).

Na avaliacdo histopatologica, foram encontradas alteracfes compativeis com neosporose em
21 casos (75%). Os tecidos que mais apresentaram alteracdes foram o encéfalo (71,42% - 15/21),
coracdo (66,66% - 14/21), musculo estriado esquelético (61,90% - 13/21), pulméo (4,76% - 1/21)
sendo que em 76,19% (16/21) havia a associacdo de lesbes em mais de um oOrgao.

No encéfalo observaram-se necrose do neuropilo, circundada por infiltrado de linfocitos,
plasmécitos e macrofagos, além de manguitos perivasculares e gliose com distribuicdo focal a
multifocal, intensidade variando de discreta (80% - 12/15) (Figura 3A), moderada (6,67% - 1/15)
(Figura 3B) a acentuada (13,33% - 2/15) (Figura 3C). Em coracdo, havia infiltrado de linfécitos e
plasmdcitos no miocardio multifocal discreto (71,42% - 10/14) a moderado (28,57% - 4/14) (Figura
3D). Em musculo esquelético observou-se infiltrado de linfocitos, plasmaécitos e macréfagos entre
as miofibras multifocal discreto (84,62% - 11/13) (Figura 3E) a moderado (15,38% - 2/13). Em um
caso (5%) evidenciou-se nos pulmdes infiltrado linfoplasmocitario multifocal discreto. Os dados e
intensidades das alteracdes histopatoldgicas encontradas na pesquisa estdo representadas na Tabela
1.
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Na avaliacdo da placenta em 42,86% (3/7) havia alteragdo histopatol6gica composta por
infiltrado de linfécitos, plasmacitos, macrofagos e neutrdfilos, por vezes associado a necrose de
cotilédones e trofoblastos multifocal discreta (33,33% - 1/3) a moderada (66,67% -2/3) (Figura 3F).

A PCR foi positiva para N. caninum em 20 casos (71,42% - 20/28), sendo que 14 (70% -
14/20) apresentaram alteracdes histopatoldgicas compativeis com neosporose (Tabela 2). O teste de
Kappa Cohen demonstrou concordancia moderada (0,42) entre histopatologia e PCR.

Tabela 1- Neosporose como causa de abortamento em bovinos: dados anatomopatoldgicos,
moleculares e perfil soroldgico anti-Neospora caninum.

Idade 5es hi 50 .
surto/ Municipio fetal , Alteragoe~s hlstopfi\tologlcas PCR Sorologia
Caso (meses) Encéfalo Coragdo  Mdsculo  Placenta Rebanho
S1 Séo Ludgero 6 + - - NA Positivo Positiva
C1 Rio Rufino 5 - - - NA Positivo NR
S2 Sdo Martinho 6 + ++ - NA NR Positiva
S1 Séo Ludgero 7 + - + NA Negativo Positiva
S1 Séo Ludgero 5 + + + NA Positivo Positiva
S3 Lacerddpolis 7 - + + NA Positivo Positiva
C2 Lages 4 - - - NA Positivo NR
C3 Braco do Trombudo 2 - - - NA Positivo NR
S9 Rio d'Oeste 4 - ++ - NA Positivo NR
S1 Séo Ludgero 6 + - - NA Positivo Positiva
S1 Séo Ludgero 7 + - NA Negativo Positiva
S4 S&o Martinho 8 - - - NA Positivo Positiva
S5 Armazém 6 - - - - Positivo Positiva
S7 Lages 9 - - - NA Positivo NR
C4 Vitor Meireles 3 - - - NA Positivo NR
S8 Otacilio Costa 7 - - + ++ Negativo NR
S8 Otacilio Costa 6 - + + + Negativo NR
S8 Otacilio Costa 8 + + + - Positivo NR
S6 Pouso Redondo 5 ++ - - - Positivo Positiva
S9 Rio do Sul 6 + + ++ NA Negativo NR
S10 Rio d'Oeste 5 + + + NA Positivo NR
C5 Pouso Redondo 5 + ++ ++ ++ Positivo NR
Cé6 Capdo Alto 5 +++ + - - Positivo NR
S9 Rio do Sul 6 + - - NA Negativo NR
Cc7 Pouso Redondo 8 + + + NA Negativo Negativo
S1 Séo Ludgero 6 - - + NA Positivo Positiva
S1 Séo Ludgero 5 - + + NA Positivo Positiva
C8 Alto Bela Vista 6 +++ ++ + NA Positivo NR
Total 14 - 15 14 13 3 20 6

NR: Nao realizado, NA: ndo avaliada; S: surto, C: caso isolado. Intensidade de lesdo: += discreto, ++= moderado, +++=
acentuado. Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Tabela 2 - Correlagdo entre os resultados da histopatologia e PCR de abortamentos por Neospora
caninum em bovinos.

Leséo PCR N. caninum
histopatol6gica + - TOTAL
Sim 14 14 28
Néo 6 51 57
TOTAL 20 65 85

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A PCR de Pestivirus (BVDV) foi realizada em 21 dos fetos com neosporose, sendo todos
negativos. Foi realizado isolamento bacteriano de 6rgdos de 11 casos, em todos ndo houve
crescimento de bactérias patogénicas ou associadas as lesdes histopatoldgicas.



49

Figura 3 - Alteracdes histopatoldgicas em fetos bovinos com neosporose. (A) Encefalite mononuclear
focal discreta (seta) insert: Maior aumento. (B) multifocal moderada (seta). (C) focal acentuada (seta).
(D) Miocardite mononuclear multifocal moderada (seta). (E) Miosite mononuclear focal discreta
(seta). (F) Placentite mista multifocal moderada
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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4.3.2 Distribuicéo geografica das propriedades com neosporose

Das 18 propriedades com diagnostico de neosporose, 15 criavam bovinos com aptidao para
leite e trés para corte. Foi possivel realizar inqueérito epidemioldgico em 61,11% (11/18) e sorologia
anti-N. caninum em 33,33% (6/18). Todos os municipios onde houveram propriedades com
diagndstico de neosporose estdo representados na Figura 4. Em S&o Martinho, houve coleta para
andlise soroldgica e avaliacdo epidemiolégica de duas propriedades. J& em Pouso Redondo, foi
realizada avaliacdo epidemioldgica de duas das trés propriedades com neosporose. Nas propriedades
localizadas nos municipios de Bragco Trombudo, Vitor Meireles, Rio do Sul, Otacilio Costa e em

uma propriedade do municipio de Lages ndo foi possivel avaliacdo epidemioldgica e soroldgica.

Figura 4 - Mapa representativo dos municipios de origem dos casos de neosporose em bovinos no
estado de Santa Catarina: relacdo com inquérito epidemioldgico, sorologia anti-Neospora caninum

e estratégias de controle.

MUNICiPiOS COM
DIAGNGSTICO DE
NEOSPOROSE

1- Sdo Ludgero @ A
2- S3o Martinho® % A
3- Lacerdopolis®

4- Armazém®* A

5- Pouso Redondo®* A

6- Lagesk A
7- Capéao Alto*
8- Rio d’Oestex ® Sorologia
9- Alto Bela Vista * % Avaliacio epidemiolégica
10- Rio Rufino A Estratégias de controle
11- Brago do Trombudo
. . 1 caso
12- Vitor Meireles
13- Otacilio Costa 2 a 3 casos 100KM
14- Rio do Sul @ 4 casos ou mais |

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

4.3.3 Avaliacdo epidemioldgica das propriedades com neosporose

Dentre as propriedades diagnosticadas com neosporose, foi possivel realizar a avaliacdo
epidemioldgica em 11. A maioria das propriedades era caracterizada pela produgéo de leite (90,9%
- 10/11) e 9,09% (1/11) destinava a producdo para corte. Quanto a estrutura, 63,33% (7/11) eram

constituidas por sistema de producdo semi-confinado e 36,67% (4/11) com animais a pasto, todas
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as propriedades mantinham pastagens cultivadas, principalmente aveia e azevém no inverno, assim
como milheto e tifton como gramineas de verdo. Em todas as propriedades com semi-confinamento
a alimentag&o consistia em silagem de milho, com suplementagédo de concentrado e pastagens com
gramineas perenes e cultivadas. A maioria das propriedades eram caracterizadas por pequenos
estabelecimentos rurais (8/11), com pouca tecnificacdo, utilizagdo de mao de obra familiar e
desenvolviam alguma outra atividade agropecudria concomitante a bovinocultura, como exemplo a
agricultura, suinocultura e avicultura.

A érea total das propriedades variou de 14 a 150 hectares (média de 45,63), ja a area
destinada exclusivamente a criacdo de bovinos variou de 6 a 150 hectares (média: 31,66). O plantel
total de bovinos demonstrou uma média de 63 animais (amplitude de 11 a 162 animais), em média
31,3 fémeas em lactacdo (11-65). Dessas, houve média de 8,87 fémeas primiparas (1-15) e 17,62
multiparas (8-30).

O sistema de ordenha caracterizou-se por ordenhadeira mecanica canalizada em 80% das
propriedades (8/10) e 20% (2/10) era do balde ao pe. Em 54,54% (6/11) das propriedades havia
piquetes maternidade. Apo0s a pari¢do, em 57,1% (4/7) dos casos, 0s terneiros eram separados das
mées apos a ingestdo do colostro em até 24 horas e em 42,9% (3/7) das propriedades os terneiros
eram separados imediatamente.

Os problemas reprodutivos foram os principais desafios sanitarios relatados pelos
produtores, sendo descrito em 100% das propriedades, além deste, haviam outros problemas
sanitarios, como a Tristeza Parasitaria Bovina em 45,45% (5/11), mastite em 27,27% (3/11), diarreia
em terneiros em 1,81% (2/11) e abscessos cutaneos em 9,09% (1/11), sendo que 72,72% (8/11)
apresentava mais de um desafio sanitario relatado. O manejo reprodutivo era composto por
Inseminacao Artificial em 90,90% (10/11), sendo que 40% (4/10) associavam ao repasse com touro,
provenientes de outras propriedades. Para diagnostico de gestacdo, em 81,81% (9/11) utilizam a
pratica de palpacdo retal, e em todas era comum o uso da mesma luva em mais de um animal. Quanto
aos indices de fertilidade, nos anos anteriores ao diagnéstico de neosporose foi observado aumento
na taxa de repeticéo de cio em 72,72% (8/11) das propriedades.

Todas as propriedades relatavam histdricos de abortos em novilhas de primeira cria, sendo
que em 18,81% (2/11) havia associacao de aborto entre a primipara e sua méae. Nao foi observada
diferenca na ocorréncia de abortamento em relacdo a época do ano em 72,72% (8/11) das
propriedades. Em 27,27% (3/11) observou abortamento em todas as fases de gestacdo, ja 27,27%
(3/11) observou uma maior frequéncia de abortamentos no segundo trimestre de gestacao e 45,45%

(5/11) observava mais abortamentos no terceiro trimestre de gestacéo.
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Quanto a presenca de cdes, foi observado uma média de 2,9 cdes por propriedade, variando
de zero a 12 animais. Em 90,90% (10/11) havia contato direto dos cdes com 0s bovinos, em
pastagem e instalacbes. Em 90,90% (10/11) foram observados animais selvagens e em 81,81%
(9/11) havia contato dos bovinos com animais de propriedades vizinhas. Os principais fatores
associados a neosporose relacionados a cada propriedade encontram-se dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Fatores epidemioldgicos associados a ocorréncia de Neospora caninum em propriedades
com diagndstico de neosporose no estado de Santa Catarina.

Surto  No. Acesso caes Acesso de cdes  Destino de carcacgas e restos Piquete Circulagao animais
cées pastagens a restos fetais fetais maternidade selvagens
Sl 2 Sim Sim Decomp8em (ambiente) Sim Moderada
S2 2 Sim Sim Enterrados Sim Frequente
S3 2 Sim Sim Fornecido aos cées Né&o Moderada
S4 2 Sim Sim Enterrados Né&o Rara
S5 12 Sim Sim Enterrados Sim Frequente
S6 1 Sim Sim Enterrados Sim Moderada
S7 1 Sim Sim DecompGem (ambiente) Sim Frequente
C6 2 Sim Sim Decomp8em (ambiente) Sim Frequente
S9 2 Sim Sim Enterrados Né&o Moderada
Cc8 4 Sim Sim Decomp8em (ambiente) Sim Frequente
C1 0 - - Enterrados Né&o Moderada

S: surto; C: caso isolado.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

4.3.4 Perfil soroldgico anti-N. caninum das propriedades com neosporose

No periodo supracitado, amostras de sangue de 277 bovinos foram colhidas, provenientes
de seis propriedades localizadas em quatro diferentes regides do estado, todas produtoras de leite.
De todos os animais coletados, foi possivel identificar as racas em 231 animais, sendo 72,29%
(167/231) da raca Jersey, 1,73% (4/231) da raca Holandesa e 25,97% (60/231) de racas mesticas. A
idades dos animais coletados variou de um més a 13 anos, sendo que as faixas etarias observadas
com maior frequéncia foram um (14,44%- 40/277) e dois anos (16,60- 46/277).

Na analise de anticorpos IgG anti-N. caninum foi detectada uma ocorréncia de 26,71%
(74/277) animais soropositivos, sendo que todas as propriedades apresentaram soropositividade,
com amplitude variando de 4,65% a 72,72%. A quantidade de animais avaliados em cada
propriedade com a porcentagem dos animais positivos e a soroprevaléncia geral da propriedade esta

representada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados soroldgicos de propriedades diagnosticadas com neosporose, através da
técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) anti-N.caninum.

SURTO MUNICIPIO AVALIADOS POSITIVOS PERCENTUAL

S1 Sé&o Ludgero 26 13 50%
S2 Sdo Martinho 83 27 32,50%
S3 Lacerddpolis 36 13 36,11%
S4 Sdo Martinho* 43 2 4,65%
S5 Armazém 78 11 14,10%
S6 Pouso Redondo 11 8 72,72%
TOTAL - 277 74 26,71%

S: surto; *Animais com histérico de abortamento descartados antes do exame soroldgico.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os titulos de anticorpos para Neospora caninum variaram de 1:100 a 1:1600, sendo que a
titulacdo observada com maior frequéncia foi de 1:200 (35,1%-26/74) conforme pode ser observado
na Figura 5.

Figura 5 - Resultados das titulaces da Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Neospora

caninum em rebanhos bovinos com neosporose no estado de Santa Catarina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Foi observada uma correlacdo entre a apresentacdo de distlrbios reprodutivos e a
soropositividade para N. caninum. Dos animais positivos, 39,18% (29/74) apresentavam historico
reprodutivo de abortamento ou retorno ao cio. A frequéncia de disturbios reprodutivos associada a

diferentes niveis de titulacdes esta representada na Tabela 5.



54

Tabela 5 - Correlagéo da titulacdo dos animais positivos para Neospora caninum por
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) com os disturbios reprodutivos apresentados.

Titulagdo n° animais % Disturbio reprodutivo* %
1:100 20 27,02 5 25
1:200 26 35,13 7 26,92
1:400 15 20,27 8 53,33
1:800 8 10,80 7 87,5

1:1600 5 6,80 2 40
TOTAL 74 100 29 39,18

*Abortamento ou retorno ao cio.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A positividade, em relagdo a faixa etéria, foi analisada em 61 animais positivos, sendo que
os demais a idade n&o foi informada. A faixa etaria entre um aos trés anos foi a mais frequentemente
associada a soropositividade, representando 36% (22/61) conforme pode ser observada na Figura 6.
Em relacdo ao padrdo racial, os animais positivos pertenciam em sua maioria as racas Jersey (60,8%
- 45/74) e Holandés (5,4% - 4/74), ja as racas mesticas (Jersey x Holandés) representaram 33,8%
(25/74).
Figura 6 - Relacdo de bovinos positivos para Neospora caninum por Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
de acordo com a idade (em anos).

12

10

0 IIIIIII..

1 ano 2anos 3anos 4anos 5Sanos 6Ganos 7anos 8anos 10 anos
ou mais

Numero de animais
F=Yy [=3] co

%]

Idade dos animais

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A andlise de possiveis transmissdes verticais foi realizada por um estudo longitudinal a partir

dos resultados obtidos pela sorologia em cinco das seis propriedades avaliadas (Tabela 6).
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Tabela 6 - Relacdo de soropositividade e disturbios reprodutivos entre mée e filha em rebanhos
bovinos com neosporose no estado de Santa Catarina.

Surto Municipio Positivos/avaliados Historico DR dos Relagdo DR Relagéo

(%) positivos (%) (mae-filha) positividade

(mée- filha)
Sim/Ndo n°  Sim/N&o n°
S1 Séo Ludgero 13/26 (50%) A/RC (18,33%) Sim* - - -
S2 Séo Martinho 27/83 (32,50%) A/RC (33,33%) Sim 13 Sim 3
S3 Lacerddpolis 13/36 (36,11%) A (30,76%) Sim 7 Sim 2
S4 Séo Martinho 2/43 (4,65%) A/RC (100%) Sim 2 Né&o -
S5 Armazém 11/78 (14,10%) A (9,09%) Né&o - Sim 1
S6 Pouso Redondo 8/11 (72,72%) A/RC (87,5%) Sim 1 Sim 2
TOTAL - T4/277 (26,71%) 32 (43,24%) - 23 - 8

S; surto; DR: Distarbio reprodutivo. A: Aborto. RC: Repeticdo de cio; *comunicacdo pessoal do produtor, sem
especificar quais animais.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Quanto a sorologia para N. caninum dos cdes das propriedades, de seis avaliados
provenientes de trés propriedades (Propriedades S1, S2 e S6), dois foram positivos com titulacéo
1:100 (Propriedades S2 e S6).

4.3.5 Estratégias de controle da neosporose

Em sete propriedades realizou-se novos inquéritos epidemioldgicos para avaliar as medidas
de controle e prevencdo conforme estdo descritas na Tabela 7. Essas foram parcialmente efetuadas
com reducédo de casos de abortamentos em 57,1% (4/7) e reducéo das taxas de retorno ao cio em
71,4% (5/7). Em duas (28,6%) obtiveram a eliminacdo completa dos cées da propriedade e em
relacdo aos piquetes maternidade, ndo houve a criacdo do mesmo pela propriedade que nédo o
possuia. Em quatro (57,1%) houve descarte de animais soropositivos para N. caninum. Em trés
propriedades, passou-se a descartar corretamente os residuos fetais e placentarios, incinerando ou
enterrando.

Tabela 7 - Medidas instituidas para o controle da neosporose nas propriedades de criacdo de
bovinos no estado de Santa Catarina.

Medidas/casos S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Monitoramento sorologico Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Descarte de animais soropositivos (n)  Sim (25) Sim(7) - Sim(20) Sim(4) N&o Nao
Instalacdo de piquetes maternidade * * - Néo * * *
Destinacao correta dos restos fetais Sim * - Sim Sim * *

Restricdo de caes Sim Sim - Néo Néo Ndo Néo

Reducao dos casos de abortamento Sim N&o - Néo Sim Sim Sim

Reducdo de retorno ao cio Sim Sim - Sim Néo Sim Sim

S: surto; n: nimero de animais, *: ja possuia ou ja realizava
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.



56

4.4 DISCUSSAO

Neospora caninum foi o agente mais frequentemente diagnosticado nas causas de
abortamento em bovinos neste estudo. Este dado € compativel com varias outras pesquisas que
também obtiveram este protozoario como a principal causa infeciosa de abortamento em bovinos,
tanto no Brasil como no mundo (ANTONIASSI et al., 2013; WILSON et al., 2016). A frequéncia
de diagndsticos de neosporose nesta pesquisa foi superior a outros estudos anatomopatol6gicos em
outras regides do Brasil e outros paises, como 23% no Rio Grande do Sul (CORBELLINI et al.,
2006), 52,94% no Parana (SNAK et al., 2018) e 24,8% em S&o Paulo (CABRAL et al., 2009), ja no
Canadé houve frequéncia de 18,2% dos casos (WILSON et al., 2016). Entretanto, outros estudos no
Brasil demonstram indices ainda maiores, como 63% em Minas Gerais (ORLANDO et al., 2013) e
70,5% no Rio Grande do Sul (ANTONIASSI et al., 2013), evidenciando a importancia de tal agente
infeccioso nos disturbios reprodutivos de bovinos.

O diagnostico de neosporose nos fetos bovinos abortados foi determinado a partir de lesdes
histologicas, associado a deteccdo do protozoario por analise molecular, além da evidenciacdo de
fatores associados a infeccdo por analise epidemiologica detalhada da propriedade, por vezes
descrita em histdrico ou em pesquisa a campo. Todas essas analises foram, por vezes, concomitantes
a avaliacao sorologica dos animais dos rebanhos afetados. A associagdo destas técnicas se mostra
eficaz para obtencdo de um maior indice de diagnosticos etiologicos definitivos na pesquisa
relacionada a casuistica de abortamentos em ruminantes (SANTOS et al., 2011; ORLANDO et al.,
2013; SNAK et al., 2018).

Macroscopicamente, a auséncia de alteracdes € compativel com esse disturbio, visto que
nenhuma alteracdo macroscépica significativa associada a infeccdo pelo protozoario é descrita
(DUBEY & SCHARES, 2011), porém N. caninum ja foi associado a casos de mumificacéo fetal em
bovinos (GHANEM et al., 2009).

As lesdes histopatoldgicas encontradas no atual trabalho corroboram com estudos anteriores
que classificam as les6es anatomopatoldgicas de abortamentos por N. caninum (PESCADOR et al.,
2007; MALAGUTI et al., 2012). O encéfalo foi o tecido mais afetado, como em pesquisas
anteriores, que descrevem a principal alteracdo como encefalite necrotizante mononuclear (DUBEY
etal., 2003; CABRAL et al., 2009), diferindo de outras pesquisas que observaram lesées com maior
frequéncia em musculo esquelético (PESCADOR et al., 2007) e coracdo (ORLANDO et al., 2013),
porém, as lesdes descritas nestes 6rgdos sdo semelhantes as encontradas na atual pesquisa.

N&o foram observadas estruturas parasitarias em todas as sec¢fes de tecidos avaliadas
histologicamente, dado semelhante ao de outras pesquisas que também ndo observaram estruturas

morfologicamente compativeis com o protozoario nas sec¢des histolégicas (MEERSCHMAN et al.,
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2002; CABRAL et al., 2009; MACEDO et al.,, 2017). Tal dado reafirma a necessidade de
complementar a avaliacdo histopatologica com outras analises para detec¢do do protozoario, como
PCR ou IHQ (ANDERSON et al., 2000; DUBEY e SCHARES., 2011; MCALLISTER, 2016).

O atual estudo apresentou concordancia moderada entre os métodos diagnésticos. A PCR é
a técnica que apresenta maior especificidade e maior sensibilidade, comparando-se a histopatologia
ealHQ (DUBEY, 2003; ORLANDO et al., 2013; MACEDO et al., 2017; SNAK et al., 2018). Nao
foram encontradas alteracdes histopatoldgicas em 30% dos fetos com deteccéo do agente por PCR.
Ha dificuldade em encontrar lesdes histopatoldgicas nos fetos infectados, devido a patogénese do
protozoario, por muitas vezes infectar apenas os anexos placentarios, o que influencia diretamente
na diminuicdo da sensibilidade da técnica histopatoldgica (DUBEY et al., 2006). Em 28,57% dos
casos foram observadas alteragdes histopatoldgicas compativeis com neosporose, porém ndo houve
a deteccdo do agente por PCR. Esses abortamentos eram provenientes de propriedades com
diagnostico de neosporose a partir de outros fetos associado a sorologia positiva para N. caninum e
caracteristicas epidemiologicas compativeis com a enfermidade. A ndo detecgdo do agente pela
analise molecular pode ser atribuida pela autélise do tecido analisado podendo degradar 0 DNA,
gerando a possibilidade de um resultado falso negativo (ORLANDO et al., 2013; SNAK et al.,
2018). Além disso, o DNA da amostra é extraido a partir de aproximadamente 5 gramas de tecido,
podendo ndo ser representativo para a detec¢do do agente, visto que este protozoario se distribui,
principalmente, de forma multifocal (BUXTON et al., 2002; MCALLISTER, 2016; SNAK et al
2018).

Neste estudo, o encéfalo foi o tecido analisado por esta técnica, por ser o 6rgao de escolha
para deteccdo do parasito por técnicas moleculares, visto que é o 6rgdo mais afetado pelo
protozoario (ORLANDO etal., 2013; MCALLISTER, 2016). Snak et al. (2018) realizaram a técnica
de PCR em 17 fetos avaliando N. caninum em encéfalo e coracdo, tendo 52,9% e 29,4% de
positividade, respectivamente.

Neste trabalho, as alteracdes histopatologicas encontradas em placenta foram, infiltrado
inflamatdrio misto associado a necrose, lesdes compativeis com outros estudos de neosporose, onde
havia infiltrado intersticial e em base de carinculas, mononuclear além de necrose de células
mesenguimais e trofoblastos (GIBNEY et al., 2008; CASPE et al., 2012; MESQUITA et al., 2018).

A quantidade de placentas avaliadas neste trabalho foi baixa, pois a maioria ndo foi enviada
juntamente ao feto para andlise histopatoldgica, levando a escassez de estudos descrevendo a
patogenia e as lesdes placentarias (DUBEY e SCHARES, 2011). A placenta tem potencial impacto
na transmissao de N. caninum, podendo propagar formas evolutivas do protozoéario aos hospedeiros

definitivos, aumentando as chances de manutengdo e reproducdo deste agente infeccioso nos
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rebanhos (DUBEY et al., 2006); visto isso, é extremamente importante a avaliacdo
anatomopatoldgica detalhada da placenta, associando a observacdo de leses com a analise por
exames complementares, como PCR e IHQ (BERGERON et al., 2001; MESQUITA et al., 2018).
As pesquisas que descrevem detalhadamente as lesdes placentarias causadas por N. caninum s&o,
em sua maioria, estudos experimentais, onde havia maior controle e cuidado na recuperacao e coleta
dos anexos placentarios, evitando a autolise das amostras e possibilitando a analise integral de todas
as estruturas (MACALDOWIE et al., 2004; CASPE et al., 2012).

Quanto a idade gestacional, neste estudo, a maioria dos abortamentos causados por N.
caninum ocorreram no terco médio de gestacdo, sendo o sexto més mais frequentemente observado,
dados compativeis com outras pesquisas que descreveram maior ocorréncia de abortamentos por
neosporose no segundo trimestre de gestacdo (ANTONIASSI et al., 2013), sendo que ha maior
frequéncia entre o quinto e o sexto més (ORLANDO et al., 2013; SNAK et al., 2018) ou entre 0
quinto e o sétimo més (SAGER et al., 2001). Esse periodo mais frequentemente observado pode ter
relacdo com a patogenia do protozoario, pois é o periodo mais provavel de reativacdo de formas
infectantes no hospedeiro. Nesta fase o feto € capaz de desencadear resposta imune, porém
rudimentar e insuficiente para protegé-lo da infeccdo (BUXTON et al., 2002; MCALLISTER,
2016). Entretanto, o abortamento por N. caninum pode ocorrer a partir do terceiro més até o término
da gestacdo (DUBEY, 1999; FARIAS, 2007).

A soroprevaléncia determinada neste estudo foi superior a outras analises na regido Sul do
Brasil, como no Parana (23,67%) (SNAK et al., 2018) e no Rio Grande do Sul (17%)
(CORBELLINI et al.,, 2006). J& em Santa Catarina, tal dado foi superior a outros indices
encontrados, como naregido Oeste (7,7%) (LORENZETT et al., 2016) e na regido Serrana (13,81%)
(PADILHA et al., 2017). Outros estados do Brasil demonstram grande variabilidade nos indices de
soroprevaléncia, no Mato Grosso do Sul ha variacdo de 9,1% a 43% (ANDREOTTI et al., 2004;
MELLO et al., 2008) e em Minas Gerais ha dados que variam de 11,1% a 97.2% (RAGOZO et al.
2003; GUEDES et al., 2008). A superioridade no indice soroldgico deste estudo, pode ser justificada
pelo diagndstico prévio de neosporose das propriedades avaliadas, sendo assim, todas as
propriedades avaliadas sorologicamente eram afetadas pela enfermidade. Outros estudos relatam
uma menor soroprevaléncia sendo justificada pela escolha das propriedades ao acaso
(LORENZETT etal., 2016).

Dos animais soropositivos, aproximadamente 40% apresentavam algum distarbio
reprodutivo, como abortamento ou retorno ao cio. Animais soropositivos apresentam um risco 3 a
4 vezes (SAGER et al., 2001) ou 7,21 vezes (FAVERO et al., 2017) maior de abortamento em
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relacdo aos soronegativos, evidenciando que manter animais soropositivos na propriedade é um
fator de risco para a manutencéo do protozoario nos rebanhos.

Entre as vacas soropositivas neste estudo, a faixa etaria mais frequentemente demonstrada
foi entre um a trés anos de idade (36%), diferindo da literatura, na qual descreve a faixa etaria (em
relacdo a soropositividade) como um fator de risco, onde animais mais velhos apresentam
soroprevaléncia maior, o que pode indicar importante papel da transmiss@o horizontal nos rebanhos,
também, conforme aumenta a idade, aumenta a exposicdo a oocistos esporulados presentes no
ambiente (GUIMARAES etal., 2004; LORENZETT et al., 2016; MASATANI et al., 2018).

Houve relacdo de distarbio reprodutivo apresentado entre mae e filha, com ambas
soropositivas. No primeiro estudo transversal do pais, foram observadas altas propor¢des de
transmisséo vertical (50%, 83,33% e 83,33%) nas fazendas avaliadas, indicando que nesta pesquisa,
a principal via de transmissédo foi a transplacentaria (CARDOSO et al., 2012). No atual estudo, 23
animais soropositivos (31,08%-23/74) eram filhas de vacas soropositivas. Hein et al. (2012) também
sugerem que a transmissdo vertical pode ser uma das principais formas de manutencdo do
protozoario entre geragdes nos rebanhos avaliados, chegando a uma alta frequéncia (69,2%; 9/13)
de mées e filhas soropositivas. Na espécie bovina, N. caninum € um dos agentes infecciosos que
apresentam maior incidéncia de transmisséo transplacentaria (DUBEY e SCHARES, 2011).

A presenca de cdes foi observada em todas as propriedades avaliadas neste estudo, além
disso, todos os cdes tinham acesso a instalacdes e pastagens de bovinos e todos também tinham
possibilidade de contato com carcacas e restos fetais. A presenca destes animais compreende uma
importante relacdo com a infeccdo pelo protozoario, visto que por vezes, a espécie canina
desempenha a funcéo de hospedeiro definitivo no ciclo de vida deste agente etiologico (DIJKSTRA
et al., 2002). A ocorréncia de abortamento em bovinos por N. caninum pode estar diretamente
relacionada a presenca de cées nas propriedades (BARTELS et al., 1999). Estudos descrevem que
ha correlacdo positiva entre a soropositividade de cdes de fazendas e aumento da soroprevaléncia
em bovinos (WOUDA et al., 1999). De acordo com Favero et al. (2017) os caes nas propriedades
rurais foi um dos principais fatores associados a neosporose, com uma analise multivariada
resultando em 1,22 mais chances de soropositividade de bovinos na presenca de caes nas fazendas.
Lorenzett et al. (2016) visualizaram que a auséncia ou o numero reduzido de cdes presentes na
propriedade diminuiu em 0,52 vezes a chance da propriedade ser positiva.

A circulacdo de animais selvagens nas propriedades avaliadas variou de rara a frequente.
Lorenzett et al. (2016) observaram que em 81,4% das propriedades havia circulacdo de espécies de
animais selvagens, porém, ndo encontrou correlacéo desta caracteristica com a soroprevaléncia dos

animais. A observacgdo destes animais é um fator relevante na prevaléncia deste protozoario, visto
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que animais silvestres, como canideos, desempenham papel de hospedeiro definitivos no ciclo e
podem disseminar oocistos nas pastagens ou outros ambientes habitados por bovinos (DONAHOE
et al., 2015; MCALLISTER, 2016).

A maioria das propriedades avaliadas utilizavam inseminacéo artificial (I.A.) no manejo
reprodutivo, sendo que metade associavam ao repasse com touro, dessas propriedades duas foram
avaliadas sorologicamente e apresentaram rebanhos com os maiores indices sorolégicos (72,72% e
50%). Snak et al. (2018), analisando propriedades que utilizavam I.A. associada a repasse com
touro, encontraram 2,02 vezes mais chances de ter o protozoario do que as propriedades que usam
exclusivamente |.A.

Todas as propriedades avaliadas possuiam a pastagem como fonte de alimentacdo aos
bovinos. A pastagem nos sistemas de criacdo é considerada um fator associado a infecgdo, visto que
nesses ambientes ha maior ingestdo de oocistos esporulados pelos hospedeiros intermediarios, sendo
a via mais provavel de infecgéo horizontal nos rebanhos (RINALDI et al., 2005).

A maioria dos abortamentos causados por N. caninum eram provenientes de propriedades de
bovinocultura de leite e a maioria das propriedades avaliadas sorologicamente neste estudo eram
propriedades de animais com aptiddo leiteira. A maioria das pesquisas com N. caninum é
relacionada a bovinocultura leiteira (REICHEL et al., 2013) e pouco se sabe sobre causas de
abortamento em bovinos de corte, esse fato € justificado pela dificuldade de monitoramento de
perdas reprodutivas e a dificuldade de se encontrar fetos abortados a campo, assim ndo ha avaliagdes
precisas das perdas induzidas por neosporose em bovinos de corte (DUBEY, SCHARES e
ORTEGA-MORA, 2007). Além disso, fazendas de corte sdo administradas com menor intensidade,
e geralmente o contato proximo entre as excrecdes de cdes e a criacdo de bovinos € menor que na
bovinocultura leiteira (BARLING et al., 2001).

O controle da doenca é algo complexo que necessita de uma observacdo durante anos, além
de afetar questdes econdmicas e pessoais da propriedade (GUIDO et al., 2016). No periodo
pesquisado, as principais estratégias de controle estabelecidas nas propriedades foram a eliminacgéo
de cdes, o descarte de alguns bovinos soropositivos e o descarte correto de residuos fetais. Tais
medidas reduzem as chances de eliminacdo de oocistos no ambiente, reduzindo as taxas de
manutencdo do protozoario nos rebanhos (HEIN et al., 2012; MCALLISTER, 2016).
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4.5 CONCLUSOES

Neospora caninum € o principal agente etioldgico associado a causas de abortamento em
bovinos no presente estudo. Os tecidos mais frequentemente observados com lesdes foram
encéfalo (encefalite necrotizante mononuclear), coracdo (miocardite mononuclear) e masculo
esquelético (miosite mononuclear). A associacdo entre histopatologia e PCR demonstrou
concordancia moderada como método de diagndstico de neosporose em fetos bovinos abortados.

O perfil sorol6gico das propriedades com diagndstico etioldgico definitivo de neosporose
foi elevada, demostrando associa¢do com os distdrbios reprodutivos.

Medidas de controle foram parcialmente efetivadas nas propriedades avaliadas, havendo
diminuicdo nas taxas de abortamento e retorno ao cio, o que destaca a importancia do diagnostico
de neosporose em fetos bovinos abortados para a efetivacdo de medidas de controle nas

propriedades, diminuindo as perdas reprodutivas e econémicas.
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5 Abortamento por Neospora caninum em bovinos de leite no Sul do estado de Santa

Catarina: acompanhamento dos casos por quatro anos.

Abortion due to Neospora caninum in dairy cattle in Southern Santa Catarina state: case

monitoring over four years.

RESUMO

A neosporose é a principal causa infecciosa de abortamento em bovinos, registrada em varios
estados do Brasil. Este trabalho descreve o diagnostico de abortamentos causados por Neospora
caninum, além do acompanhamento epidemioldgico e sorolégico desta doenca em bovinos durante
quatro anos. Entre 2015 e 2019 realizou-se necropsia de dez fetos bovinos abortados, entre o quinto
e oitavo més de gestagéo, no ano de 2015 foi enviado um feto abortado, 2016 foram trés, em 2017,
dois fetos e em 2019 quatro fetos, todos originados de uma propriedade leiteira na regido sul de
Santa Catarina. Na necropsia dos fetos ndo foram observadas lesBes macroscopicas. A
histopatologia revelou encefalite necrotizante mononuclear multifocal discreta a moderada em cinco
fetos, miosite e miocardite mononuclear multifocal discreta em quatro e cinco fetos,
respectivamente. A PCR foi positiva para N. caninum em cinco fetos. Realizou-se trés visitas a
propriedade para avaliagdo epidemiologica e coleta de sangue para pesquisa de anticorpos 1gG
contra N. caninum. O plantel total era de 170 bovinos das racas Jersey, Holandés e mesticos, criados
em sistema semi-confinado com ordenha mecénica canalizada. Desde o ano de 2014 houve um
aumento significativo no nimero de abortamentos, sendo que em 2014 aproximadamente 20 vacas
abortaram, no ano de 2015 aproximadamente 10 e no ano de 2016 menos de cinco, no ano de 2017
quatro vacas abortaram, ja no ano de 2018 11 e em 2019 ocorreram quatro abortamentos. Relatou-
se também aumento da taxa de retorno ao cio e tanto vacas primiparas quanto multiparas
apresentavam distarbios reprodutivos. Os abortos eram registrados durante todo o ano e ocorriam
predominantemente entre 0 quarto e 0 sexto més de gestacdo. Em 2016 realizou-se
imunofluorescéncia indireta (RIFI) em 26 vacas, 13 com historico de disturbios reprodutivos e em
outras 13 sem desordens, 50,0% (13/26) foram soropositivas, com titulos variando de 1:100 a
1:1600. Em 2017 realizou-se ensaio imunoenzimatico (ELISA) de todo o rebanho, sendo que
26,54% (43/162) apresentou positividade, sendo que 30,4% (17/56) possuem disturbios
reprodutivos. Foi observado que apenas animais nascidos na propriedade eram utilizados para
reposicdo, houve menor possibilidade de contato direto entre cdes da propriedade com instalacdes
de ordenha, restos placentarios e fetais, destinando esses de forma adequada, incinerando ou
enterrando. Houve o descarte de 30 animais da propriedade, sendo que 25 apresentavam distdrbios
reprodutivos. Todas as fémeas jovens filhas de vacas soropositivas continuaram na propriedade para
reposicdo. Durante o periodo avaliado, todos os cdes foram eliminados. A partir deste relato conclui-
se que N. caninum é importante agente de desordens reprodutivas em bovinos na regido Sul de Santa
Catarina, as diferentes analises soroldgicas apresentaram um bom indice de triagem para a inclusdo
de estratégias de controle na propriedade. Além disso, 0 acompanhamento dos indices reprodutivos
das propriedades afetas se faz necessario com o passar dos anos, possibilitando melhor observacéao
das estratégias de controle deste disturbio.

Palavras-chave: distdrbio reprodutivo, morte fetal, neosporose, parasitologia.
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ABSTRACT

Neosporosis is the main infectious cause of abortion in cattle, reported in several states in Brazil.
This study aims to describe the diagnosis of bovine abortions due to Neospora caninum, and the
seroepidemiological analyzes over four years. From 2015 to 2019, necropsy was performed on ten
aborted bovine fetuses, between fifth and eighth month of pregnancy from a dairy property in the
southern region of Santa Catarina. In 2015 one aborted bovine fetus was analyzed, while in 2016
were three, in 2017 were two fetuses and in 2019 four fetuses. Fetuses were necropsied, samples of
all organs were fixed in 10% buffered formalin and processed for histopathological evaluation.
Brain samples were analyzed using polymerase chain reaction (PCR) for N. caninum. No
macroscopic lesions were observed. Histopathology revealed mild to moderate multifocal
mononuclear necrotizing encephalitis in five fetuses, myositis and discrete multifocal mononuclear
myocarditis in four and five fetuses, respectively. PCR was positive for N. caninum in five fetuses.
Three visits were performed in the farm for epidemiological evaluation and serum samples
collection for IgG antibodies anti-N. caninum. The total herd was 170 Jersey, Holstein and crossbred
cattle, the system of production was semi-confined, and the milking system was mechanical type.
Since 2014, there has been a significant increase in abortions cases and repeat breeding, with
approximately 20 cows aborting in 2014, approximately 10 in 2015 and less than five in 2016, in
2017 four, in 2018 11, and in 2019 there were four abortions. Both primiparous and multiparous
cows had reproductive disorders. Abortions were recorded throughout the year and occurred
predominantly between the fourth and sixth months of pregnancy. In 2016, indirect
immunofluorescence (RIFI) was performed on 26 cows, 50% (13/26) were seropositive, with titles
ranging from 1:100 to 1:1600, 61.5% had reproductive disorders. In 2017, an immunoenzymatic
assay (ELISA) of the herd was performed, with 26.54% (43/162) seropositivity, and 30.4% (17/56)
showing reproductive disorders. In control measures analyzes, only animals born on the farm were
used for replacement, there was less possibility of direct contact between dogs on the farm with
milking installations, placental or fetal tissues destining appropriately, incinerating or burying. In
addition, 30 cows were discarded from the farm, 25 had reproductive disorders. All female calfs
daughter of seropositive cows remained on the farm for replacement. During the evaluated period,
all dogs were eliminated. From this report, it can be concluded that N. caninum is an important agent
of reproductive disorders in cattle in the southern region of Santa Catarina, the different serological
analyzes showed a good screening index for the inclusion of control strategies on the farm. In
addition, monitoring the reproductive indices of the affected farms over the years is necessary,
allowing better observation of the control strategies for this disorder.

Keywords: reproductive disorder, fetal death, neosporosis, parasitology.
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5.1 INTRODUCAO

A neosporose é uma enfermidade infecciosa cosmopolita, causada pelo protozoario
Neospora caninum (DUBEY et al., 2007; MCALLISTER, 2016). A forma de transmisséo desse
protozoario aos bovinos é horizontal através do contanto com cdes ou canideos selvagens, ou
vertical quando ha infeccdo transplacentaria, sendo essa a mais importante, contribuindo para a
permanéncia da infeccdo nos rebanhos (DUBEY et al., 2007; BENAVIDES et al., 2012;
MCALLISTER, 2016). Fetos podem morrer no Gtero, serem reabsorvidos, mumificar, nascerem
mortos, nascerem vivos mas doentes, ou clinicamente normais, porém, infectados (ANDERSON et
al., 2000). A idade da fémea, ordem de parto e historico de abortamento geralmente ndo afetam a
taxa de infeccdo congénita, porém, é relatado que a transmissdo vertical € mais frequente em vacas
jovens (DUBEY, 2003).

No estado de Santa Catarina, 0s estudos com este protozoario sdo, em sua maioria, analises
sorologicas de rebanhos e fatores de risco relacionadas a infeccdo (MOURA et al., 2012;
LORENZETT et al., 2016; FAVERO et al., 2017; PADILHA et al., 2017). H& apenas um estudo
descrevendo a analise molecular e imuno-histoquimica de fetos abortados por N. caninum
(MACEDO et al., 2017).

Tendo em vista a importancia produtiva e econémica desse protozoario para a bovinocultura,
e pouca pesquisa atual dedicada a esse disturbio na regido em estudo, este trabalho tem por objetivo
relatar a primeira descricdo de neosporose como causa de abortamento em bovinos leiteiros no sul
do estado de Santa Catarina, descrevendo o acompanhamento da propriedade ao longo de quatro

anos.

5.2 RELATO DE CASO

Entre setembro de 2015 a setembro de 2019, foram encaminhados para avaliacdo
anatomopatologica dez fetos bovinos: em setembro de 2015, uma fémea, abortada no sexto més de
gestacdo (Feto 1); em junho de 2016, uma fémea, oito meses (Feto 2), em agosto de 2016, dois
fetos, um macho (Feto 3) e uma fémea (Feto 4) de sete e cinco meses, respectivamente, e em outubro
de 2017, dois fetos machos, de seis (Feto 5) e sete (feto 6) meses de gestacdo, ja em 2019 no més
de abril foi enviado um feto macho de quatro meses (Feto 7) e em setembro foram enviados trés
fetos sendo uma fémea de seis meses (Feto 8), e dois fetos machos, de cinco (Feto 9) e trés meses
(Feto 10). Todos os fetos eram provenientes de uma mesma propriedade no municipio de Sédo
Ludgero, regido Sul de Santa Catarina, onde ocorreu inimeros casos de abortamentos.

Amostras de placenta, encéfalo, pulmdes, coracdo, timo, palpebra, diafragma, musculo

esquelético, figado, abomaso, baco e rins foram coletadas e acondicionadas em formalina
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tamponada a 10%, incluidas em blocos de parafina e processados rotineiramente pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE). Fragmentos congelados de encéfalo foram analisados pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccéo de N. caninum e Toxoplasma gondii, utilizando como
alvo as sequéncias Nc5-Np21plus/Np6plus e REP-529, respectivamente (MULLER et al., 1996).

Realizaram-se trés visitas a propriedade para avaliacdo das caracteristicas epidemioldgicas
e coleta de sangue para analise soroldgica. A primeira visita ocorreu em fevereiro de 2016 na qual
realizou-se coleta de sangue de 26 vacas, todas em lactagdo, sendo 13 com histérico de distlrbios
reprodutivos (aborto e/ou retorno ao cio) e outras 13 sem desordens, além de sangue dos dois
caninos da propriedade. As amostras de soro de todos os animais foram analisadas por meio da
Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para pesquisa, conforme Conrad et al. (1993) de 1gG
contra N. caninum utilizando cromoantigeno taquizoitos da cepa NC1. Foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram reacdo na diluicdo 1:100 (bovinos) e 1:50 (caninos), as quais foram
diluidas sequencialmente, em multiplos de dois, até diluicdo maxima reativa final para a titulacéo.
Soros controles positivo e negativo foram utilizados a fim de comparagé&o.

A segunda visita foi realizada em novembro de 2017, na qual foram coletadas amostras de
sangue de todo o plantel de fémeas composto por 162 bovinos (37 bezerras e 125 vacas), além de
um canino. Essas amostras foram submetidas a ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detec¢éo de
anticorpos especificos contra N. caninum (KIT CIVTEST BOVIS, HIPRA®). Amostras com padrio
S/P < 6% foram consideradas negativas; padrdo S/P > 6% e < 10% suspeitas; padrdo S/P > 10 %
positivas.

A terceira visita ocorreu em julho de 2019 para realizacdo de uma nova analise
epidemioldgica, evidenciando a situacdo dos distarbios reprodutivos apresentados e avaliando
medidas de controle e prevencdo da doenca.

A propriedade tem por atividade a bovinocultura de leite com sistema de ordenha mecanica
canalizada, com plantel de aproximadamente 170 bovinos da raca Jersey, Holandés e Jersolando em
sistema semi-confinado, com alimentacdo a base de silagem de milho, concentrado e pastagens
cultivadas.

De acordo com o produtor, desde o ano de 2014 houve um aumento significativo no numero
de abortos, sendo que em 2014 de 70 vacas prenhes, aproximadamente 20 (28,6%) abortaram, no
ano de 2015 aproximadamente 10 (14,29%) e no ano de 2016 menos de cinco (7,14%), no ano de
2017 quatro vaca abortaram, ja no ano de 2018 foi observado que 11 vacas abortaram, e em 2019
ocorreram quatro abortamentos.

Os abortos eram registrados durante todo o ano, com maior intensidade no verdo, e

predominantemente entre o quarto e o sexto més de gestagdo. Nao era dado um destino adequado
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aos restos fetais e placentarios, sendo que esses se decompunham no meio ambiente. A propriedade
possui piquete maternidade.

Relatou-se também aumento da taxa de retorno ao cio, que ocorriam o ano todo, sendo que
aproximadamente 50% das vacas foram inseminadas por até cinco vezes para obter uma cria. Tanto
vacas primiparas quanto multiparas apresentavam distdrbios reprodutivos. No manejo reprodutivo
era utilizado inseminagéo artificial e repasse com touro, e todas as fémeas de reposi¢cdo eram
nascidas na propriedade. As vacas eram vacinadas a cada trés meses para Leptospira sp. e,
anualmente para os virus da diarreia viral bovina (BVDV) e rinotraqueite viral bovina (IBR).
Realizavam-se também exames periédicos para brucelose e tuberculose, com resultados negativos.

Na avaliacdo macroscopica dos fetos foram observadas apenas lesdes inespecificas, como
edema no subcutaneo por toda extensdo toracoabdominal, além disso, dois fetos (abortados no
terceiro e quarto més de gestacao) apresentavam ressecamento e desidratacdo difusa de todos os
tecidos, compativel com mumificacdo fetal. A avaliacdo histopatoldgica do encéfalo demonstrou
areas de gliose e necrose do neurdpilo, circundada por infiltrado de linfocitos e plasmdcitos focal a
multifocal discreta a moderada, caracterizando uma encefalite necrotizante mononuclear em cinco
fetos (Figura 7A). Na musculatura esquelética e cardiaca havia infiltrado de linfocitos e plasmacitos
em miofibras ou em miocardio, multifocal discreto em quatro e trés fetos, respectivamente (Figura
7B), caracterizando miosite e miocardite mononuclear. A PCR para N. caninum foi positiva em

cinco (Tabela 8) e todos negativos para T. gondii.

Tabela 8- Relagéo de fetos bovinos avaliados em uma propriedade afetada por Neospora caninum
durante um periodo de quatro anos.

LESOES HISTOPATOLOGICAS

FETO DATA IDADE ] . . PCR N. caninum
Encéfalo  Musculo  Coragdo

1 09/2015 6M + - - Positivo
2 06/2016 8 M - - - Negativo
3 10/2016 7 M + - Negativo
4 10/2016 5M + + Positivo
5 10/2017 6M + - - Positivo
6 10/2017 7M + - + Negativo
7 04/2019 4M - - - Negativo
8 09/2019 6M - + - Positivo
9 09/2019 5M - + + Positivo
10 09/2019 3 M - - - Negativo

TOTAL - - 5 4 3 5

M: més. Intensidade de lesdo: += discreto, -= negativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 7 - Abortamento em bovinos por Neospora caninum. A) Encefalite necrotizante

mononuclear focal discreta. B) Miocardite linfoplasmocitaria multifocal discreta.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os resultados da RIFI revelaram que 50% (13/26) das vacas avaliadas foram soropositivas
para N. caninum, com titulos variando de 1:100 a 1:1600, sendo que oito dessas (61,5%)
apresentavam histérico de transtornos reprodutivos e seis ndo (Tabela 9).

Tabela 9- Reciproca de titulos de anticorpos contra Neospora caninum por RIFI em vacas leiterias
com (n=8) e sem (n=6) disturbios reprodutivos de um plantel na regido Sul de Santa Catarina.

Titulacéo sorologica para N. caninum
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 Negativo TOTAL

Disturbio reprodutivo

Aborto e/ou retorno ao

) 4 2 1 - 5 13

cio
Sem historico 2 1 - 1 1 8 13
TOTAL 3 5 2 2 1 13 26

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

As vacas soropositivas que apresentavam historico de problemas reprodutivos tiveram
varia¢fes quanto a idade e a ordem de parto. Trés tinham 2,5 anos, eram primiparas, abortaram a
primeira cria e estavam prenhes; trés apresentavam aproximadamente 5 anos, com uma abortando
nas primeira e terceira gestacdes; outra nas segunda e quarta e a outra abortou na terceira gestacao.

Os outros dois animais positivos tinham sete e nove anos de idade com dois partos seguidos de dois
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abortos e trés partos seguidos de dois abortos, respectivamente. As seis vacas soropositivas e sem
historicos de desordens reprodutivas tinham entre 2 e 11 anos com diferentes ordens de parto.

Os resultados de ELISA identificaram 26,54% (43/162) do rebanho como reagente para N.
caninum e 8,02% (13/162) suspeito (Tabela 10). Dos animais que apresentaram reacao na analise,
30,4% (17/56) apresentaram disturbio reprodutivo, sendo que 70,6% (12/17) abortaram e tiveram
varios episodios de retorno ao cio, 17,6% (3/17) de 5 a 15 retornos ao cio sem prenhes e 11,8%
(2/17) abortaram sem historico de retorno ao cio. Destas, 76,47% (13/17) eram multiparas com idade
variando de 3 a 7 anos com sete vacas abortando uma vez e quatro abortando duas vezes. As
primiparas perfizeram os outros 23,53% (4/17) com idade entre 2 e 3 anos, trés com um aborto e
uma com multiplos retornos ao cio sem prenhes.

Os animais que eram reagentes e ndo apresentaram histérico de abortamento 15,38% (6/39)
eram bezerras de até 12 meses, 25,647% (10/39) eram novilhas de 14 a 24 meses, 23,07% (9/39)
eram primiparas com 2 anos a 2 anos e 8 meses e 35,89% (14/39) eram multiparas com idade de 3

a 12 anos.

Tabela 10 - Correlacédo entre bovinos avaliados por ELISA para Neospora caninum e apresentacao
de distarbios reprodutivos em um rebanho afetado por neosporose na regido Sul de Santa Catarina.

ELISA para N. caninum

Disturbio reprodutivo N&o reagente  Reagente suspeito Reagente TOTAL
S/P (0%) S/P (6 a10%) S/P (>10%)
Aborto e/ou retorno ao cio 17 4 13 34
Sem historico 89 9 30 128
TOTAL 106 13 43 162

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os dois caes da propriedade que foram avaliados na primeira analise apresentaram sorologia
negativa para N. caninum. Na segunda coleta esses dois cdes ndo residiam mais na propriedade, o
cao avaliado na segunda analise também ndo apresentou reacdo no teste. Os cées desta propriedade
circulavam livremente entre os bovinos, ambientes de ordenha e manejo de animais, com livre
acesso as pastagens e as fontes de agua (Figura 8A e 8B). Outras propriedades vizinhas também
possuiam caes que eventualmente adentravam na propriedade, bem como essa localizava-se em uma
regido de mata Atlantica e carnivoros selvagens também frequentemente eram avistados nas

imediagdes
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Figura 8 - Abortamento em bovinos de leite por Neospora caninum no Sul do estado de estado
Santa Catarina. A) Canino da propriedade com livre acesso as instalagdes de ordenha. B) Caninos

COm acesso as pastagens.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

As estratégias de controle que estdo sendo adotadas sdo a reposi¢do apenas com animais
nascidos na propriedade e o impedimento do contato direto entre cdes da propriedade com
instalacbes de ordenha e restos placentarios e fetais, destinando estes de forma adequada,
incinerando ou enterrando, tais tecidos ndo sdao mais deixados no ambiente em decomposicéo.
Houve o descarte de 30 bovinos da propriedade, sendo que 25 apresentavam distdrbios reprodutivos.
Todas as fémeas jovens filhas de vacas soropositivas continuaram na propriedade para reposi¢cdo do

lote de vacas em lactacdo. Durante o periodo avaliado, todos os cdes foram retirados da propriedade.

5.3 DISCUSSAO

Esse relato descreve neosporose em vacas de leite no sul do estado de Santa Catarina. No
Brasil, N. caninum é considerado importante agente abortivo em bovinos (CORBELLINI et al.,
2006; ANTONIASSI et al., 2013; ORLANDO et al., 2013). No entanto, de acordo com a literatura
consultada, esse é o segundo relato de abortamento por N. caninum em bovino no estado catarinense
(MACEDO et al., 2017).

Em um estudo de soroprevaléncia para N. caninum em vacas leiteiras na regido Oeste de SC
observou-se uma ocorréncia de 7,7% (23/299) (LORENZETT et al., 2016). Em outro estudo em

vacas leiteiras do municipio de Lages, SC encontrou-se 23,1% (86/373) dos animais positivos
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(MOURA et al., 2012). J& na regido Serrana de SC, uma pesquisa determinou uma prevaléncia de
13,81% (70/507) (PADILHA et al., 2017).

Nesse surto o diagndstico foi realizado através da epidemiologia, lesbes histoldgicas
caracterizadas por encefalite, miocardite e miosite mononuclear e detecgdo do agente por PCR. As
lesBes histoldgicas observadas em sete dos dez fetos analisados sdo indicativas da infeccdo por N.
caninum e sdo compativeis com lesdes observadas em outros estudos (CORBELLINI et al., 2006;
ANTONIASSI et al., 2013; ORLANDO et al., 2013).

A triagem soroldgica é importante para complementar o diagnéstico de abortamento por N.
caninum e também para auxiliar no controle do mesmo nos rebanhos (GUIDO et al., 2016;
MCALLISTER 2016). Para isso, as técnicas sorologicas mais utilizadas sdo RIFI e ELISA
(CAMILLO et al., 2010; MCALLISTER 2016; CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). Neste trabalho
utilizou-se as duas técnicas associadas em diferentes periodos, para o rastreamento soroldgico. Para
avaliar o nivel de anticorpos especificos contra este patdgeno no rebanho, indica-se no minimo a
avaliacdo de 10 animais entre 0s que apresentam disturbios reprodutivos e o0s saudaveis
(MCALLISTER 2016). Neste trabalho, a quantidade de amostras foi considerada correta na primeira
analise por RIFI, e por ELISA todos os animais foram avaliados, podendo ter completa avaliagdo
do rebanho, auxiliando no controle direto deste distarbio na propriedade.

No presente surto a maioria dos abortos ocorreu entre o quarto e sexto més de gestacdo. Estes
achados sdo compativeis com os descritos por Sager et al. (2001) que descreve maior frequéncia
entre 0 quinto ao sétimo més de gestacdo, assim como Orlando et al. (2013) entre o quinto e sexto.
Entretanto, o aborto pode ocorrer em qualquer periodo da gestacio (MCALLISTER 2016;
CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

Houve associacgdo entre idade, sorologia positiva e abortamento, sendo que vacas multiparas
com mais de 3 anos foram as mais acometidas. Estudos de soroprevaléncia para N. caninum
demonstram que fémeas bovinas acima de 24 meses apresentam maior soropositividade, sugerindo
que a idade é um importante fator associado (LORENZETT et al., 2016; MACEDO et al., 2017,
PADILHA etal., 2017).

O contato direto entre cdes e bovinos, em instalacbes ou pastagens desempenha importante
papel na transmissdo e manutencdo do protozoario nos rebanhos. Lorenzett et al. (2016) observaram
que propriedades que possuem um cdo ao invés de dois, possuiam menor probabilidade de transmitir
N. caninum aos bovinos. No presente relato os caes da propriedade tinham contato com os bovinos,
mas foram negativos na sorologia. Locatelli-Dittrich et al. (2008) ndo observaram associagdo entre

0 estado soroldgico dos bovinos e a presenca de cdes soropositivos. Moura et al. (2012) avaliou a
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soroprevaléncia em vacas de leite e cdes e constatou que a presenca de cées positivos ndo afetou a
prevaléncia do agente nos bovinos.

Nas estratégias de controle foi observado que as principais mudancas instituidas foram o
descarte de algumas das vacas com disturbios reprodutivos e a eliminacdo de todos os caes da
propriedade. Sdo métodos eficazes no controle porque estéo relacionados a interrupcao do ciclo de
transmissdo do N. caninum (DUBEY, 2007). Todas as fémeas filhas de vacas soropositivas
continuaram para a reposi¢do na propriedade, o que é contraindicado por favorecer a manutencao
da infeccdo pelo protozoario no rebanho, visto que vacas soropositivas, mesmo que sem apresentar
sinais clinicos, podem continuar sendo portadoras do agente (MCALLISTER, 2016). Além disso,
houve mudancas na abordagem de coleta dos restos fetais e placentarios, que é uma préatica
recomendada no controle de tal disturbio reprodutivo (DUBEY, 2007; GUIDO et al., 2016).

Através deste estudo pode-se concluir que N. caninum € um importante agente causador de
abortamento, levando a importantes perdas econdémicas na producdo leiteira e prejudicando a
manutencdo do plantel, indicando que surtos de abortos e fatores predisponentes devem ser melhor
investigados. O acompanhamento anual evidenciou a perpetuacao e manutengdo do protozoario nos
rebanhos, destacando a importancia de medidas de controle eficazes. Além disso, foi essencial para
avaliar os indices reprodutivos, possibilitando melhor observacdo das estratégias de controle

instituidas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neospora caninum € o principal agente etioldgico associado a causas de abortamento em
bovinos no estado de Santa Catarina no presente estudo. Os tecidos mais frequentemente observados
com lesGes de neosporose foram encéfalo (encefalite necrotizante mononuclear), coragdo
(miocardite mononuclear) e musculo esquelético (miosite mononuclear).

A associacgdo entre histopatologia e PCR demonstrou concordancia moderada como método
de diagndstico de neosporose em fetos bovinos abortados.

A soroprevaléncia de propriedades com diagndstico etioldgico definitivo de neosporose no
estado de Santa Catarina é elevada.

Medidas de controle foram parcialmente efetivadas nas propriedades avaliadas, havendo
mudancas na ocorréncia de abortamentos e retorno ao cio dos rebanhos, o que destaca a importancia
do diagnostico de neosporose em fetos bovinos abortados para a efetivagdo de medidas de controle
nas propriedades.

Através deste estudo pode-se concluir que N. caninum € um importante agente causador de
abortamento, levando a importantes perdas econémicas e produtivas. O acompanhamento da
propriedade durante os anos € essencial para avaliar os indices reprodutivos, possibilitando melhor
observacdo das estratégias de controle deste disturbio.

O acompanhamento anual evidenciou a perpetuacdo e manutencdo do protozoario nos

rebanhos, destacando a importancia de medidas de controle eficazes.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu, declaro que concordo em participar como
colaborador no fornecimento de animais para as atividades previstas no projeto “Perfil sorologico
anti-Neospora caninum em ruminantes e acompanhamento das estratégias de controle em
propriedades com diagnoéstico de Neosporose”. Afirmo que fui informado (a) de maneira clara e
detalhada sobre os objetivos e metodologia do projeto proposto e esclareci minhas dividas, estando
ciente que a qualquer momento, poderei solicitar novas informagdes e modificar minha deciséo
sobre esta colaboragéo, se assim o desejar. Neste termo, fica acordado que: todos os dados deste
projeto serdo tornados de meu conhecimento: minha participacdo ndo acarretara em custos além do
fornecimento de animais na condicdo supracitada, e que ndo receberei nenhuma compensagéo
financeira em caso de haver dbito, invalidez temporaria ou permanente do(s) animal(ais) em estudo,
seja por parte da professora responsavel, do grupo de pesquisa a que pertence ou da propria
Universidade de Estado de Santa Catarina. Também estou ciente que sera necessario a coleta de
sangue por venopuncdo dos animais cedidos. Assim sendo, declaro que concordo em participar
desse projeto permitindo que meus animais sejam utilizados, conforme quantidade e caracteristicas
descritas a seguir:

Espécie: Bos taurus taurus/Bos taurus indicus
Finalidade: Bovinocultura/ovinocultura de leite e corte
Idade: entre 1 més e 20 anos.

Quantidade: Variavel de acordo com a disponibilidade.

Local: Data:

Nome:

Assinatura do Participante:

Nome: Renata Assis Casagrande

Assinatura do Pesquisador:
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u UDESC

UNIVERSIDADE
. DO ESTADO DE
SANTA CATARINA

ANEXO 2
LAGES - CAV

CENTRO DE CIENCIAS
AGROVETERINARIAS

Neosporose como causa de abortamento em ruminantes no estado de Santa Catarina

Responsavel: Leonardo Silva da Costa.
Orientador: Prof2 Renata Assis Casagrande.

Programa de pds-graduagdo em Ciéncia Animal (PPGCA- CAV/UDESC).

CcODIGO DE IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE:
Localizagdo:

O respondente é o proprietario?

( )ndo; caso ndo, qual a sua relagdo com o proprietario?
( )Familia ( )Funcionario

( )sim

QUAL o maior problema sanitario na sua propriedade?
( ) Problema de casco
( ) Mastite ( ) Problema respiratério
( ) Problema reprodutivo ( ) Problema digestivo
Outro: () N&do aplicavel

Caracteristicas gerais da propriedade

1.0 Qual a area total da propriedade? (hectares)

( ) Tristeza Parasitaria/ Carrapato

{ )Sim {( )N&o ( ) N&osoubeinformar

7.2 Essas primiparas que abortaram sdo filhas de mdes com
histérico de aborto?

{ )Sim {( )N&o ( ) N&osoubeinformar

8.0 Quanto aos bovinos que entram na propriedade (compra/troca),
eles sdo isolados antes de serem introduzidos no rebanho?

( ) ndo; caso ndo, pule para Q. 9.0

{ )sim

8.1 Quanto tempo de isolamento?
{ ) menos de 30 dias
{ )31-60dias

1.1 Qual a drea aproximada utilizada na criagdo de bovinos?
1.2 Qual é o tamanho total do plantel de bovinos

{ ) mais de 61 dias

1.3 Quantas vacas estdo secas (fora de produgdo) no momento?
1.4 Quantas vacas estdo em lactagdo no momento?

Manejo reprodutivo
9.0 O/A Sr. (a) realiza a pratica de Inseminacgdo Artificial nos

1.5 Quantas vacas em lactagdo sdo:
Primiparas (vacas de primeira cria);
Multiparas.

1.6 Possui quantas bezerras/novilhas para reposicdo

2.0 Quantas pessoas trabalham diretamente com os bovinos?
3

4.0 Ha quanto tempo estd na pecuaria de leite nesta propriedade?
anos el:| % < marcar X se metade de ano completo
5.1 0/ ASr. (a) possui assisténcia profissional de Médico Veterindrio?

( )ndo
() sim; caso sim, Com que frequéncia?

( )Anual ( )Semestral ( )Mensal ( )S6 quando solicitado

5.2 O/ A Sr. (a) possui assisténcia profissional de Técnico agricola?
( )ndo
( ) sim; ( )sim; caso sim, Com que frequéncia?

( )Anual ( )Semestral ( )Mensal ( )S6 quando solicitado

5.3 Além da bovinocultura de leite, ha alguma outra atividade
()sim ( )ndo
() Suinocultura () Avicultura ( )Agricultura ( )Outra

bovinos?
( ) ndo; apenas touro; caso ndo pule paraa Q. 10
{ )sim

9.1 Quem executa a Inseminagdo Artificial?
() Proprietério/ Funcionario da propriedade
() Funcionario da Prefeitura/Estado

() Funcionario da Cooperativa

() Funcionario de Empresa Terceirizada

9.2 Quantas doses de sémen utiliza por prenhez

10.0 O/a Sr.(a) utiliza repasse com touro (monta

Natural)?

( ) ndo; apenas com inseminagio; caso ndo pule paraa Q.11
( )sim

10.1 Caso sim, o/a Sr.(a) utilizou o touro de onde?
( ) Nascido na propriedade

( ) Comprado

( ) Emprestado

11.0 O/ASr. (a) realiza a pratica de palpagdo retal como rotina

Biosseguridade
6.0 O/a Sr.(a) ja levou bovinos para eventos de aglomeragdo
nos ultimos 5 anos (exposicdo, feira, leildo)?
( )ndo

( ) sim; caso sim, Quantos eventos por ano?

7.0 Qual a origem dos animais do seu rebanho?

( ) Somente reposigdo prépria

( ) Somente compra e/ou troca

( ) Mista (reposigdo prépria € compra/troca)

7.1 Em caso de reposigdo prépria, o senhor tem observado casos de
aborto em novilhas primiparas?

para diagnostico de gestacdo/prenhez nos bovinos?
( )nido ( )sim

11.1 Quando é feito diagndstico de prenhez e/ou inseminagdo
artificial nos bovinos, costuma-se utilizar a mesma luva em mais
de um animal?

( )nido ()sim () ndoaplicavel
12.0 A propriedade possui piquetes maternidade?

{ ) Nao { )Sim

12.1 Apds o parto, quando os terneiros sdo separados da mae?
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( ) Imediatamente (sem mamar)
( ) Apds a primeira mamada mas ndo mais que 24 horas apds o parto
() Mais que 24 horas. Quantos dias

13.0 Possui banco de colostro/mistura de leite de mais de uma
vaca, para ser fornecido aos terneiros?
( )ndo ()sim

14.0 Nos ultimos anos o/a Sr.(a) observou nascimentos de terneiros

fracos?

( )ndo

() sim; caso sim, Quantos aproximadamente ?( )
Quantos morreram?( )

15.0 Nos ultimos anos houve aumento da ocorréncia* de retorno

ao cio nos bovinos (que tenha fugido da normalidade)?

( )ndo ()sim

15.1 Nos ultimos anos houve aumento da ocorréncia* de aborto**
nos bovinos (que tenha fugido da normalidade)?

( ) ndo; caso ndo, pule paraa Q. 17

()sim

* Aumento do nudmero de casos em relagdo ao periodo anterior

(chamou atengdo)

** Fetos bovinos abortados observados a campo ou no estdbulo

15.2 Em que época do ano ocorre a maior incidéncia de abortos?

( ) Verdo ( ) Inverno

( ) Outono ( ) Primavera

() Ndo ha diferenca entre as estagbes

15.3 Em que fase da gestagdo ocorre a maior incidéncia de abortos?
( )12 Trimestre ()32 Trimestre

()22 Trimestre () Todas as fases

15.4 Em casos de aborto na propriedade, qual o destino dos restos
fetais?

( ) Enterrados; ( ) Fornecidas aos cdes como alimentagéo;
() Incinerados; ( ) Compostagem.

( ) Decomp&em no ambiente;

15.5 Cdes da sua propriedade ou propriedades vizinhas podem ter
acesso aos produtos de aborto (feto, bezerro ou placenta)?

( ) Nao ( )Sim

Condigdes sanitarias

16.0 Nos ultimos anos o/a Sr.(a) adotou alguma das seguintes vacinas
nos bovinos?

()sim () ndo realiza vacinagdo
CattleMaster ( )ndo ( )sim
FertiGuard Selenium Max  ( )ndo ( )sim
PoliGuard ( )ndo ( )sim
Hertape Calier ( )ndo ( )sim
Supravac 10 ( )ndo ( )sim
Outro

17.0 Nimero de cdes?( ) 17.1 NUmero de gatos? (
17.1 O/A Sr. (a) solta os cdes em algum momento do dia ou noite?

( )ndo ()sim
17.2 Cdes tém acesso ao mesmo ambiente dos bovinos?
( )ndo

() sim; caso sim, Quais? ( ) Cochos e bebedouros

( ) pastagens ( ) Instala¢Bes de ordenha
17.3 Cdes de propriedades vizinhas tem acesso ao mesmo ambiente
dos bovinos?
( )ndo ( )sim
18.0 Nos ultimos anos o/a Sr.(a) observou a presenga de animais
Silvestres na propriedade?
( ) ndo; caso ndo, pule paraaQ. 19 ()sim
18.1 Quais animais listados a seguir foram observados na propriedade
e/ou redondezas?

Roedores (capivara, ratdo do banhado, ourigo)
( )Nunca ( )Asvezes ( )Sempre
Cachorro do mato/Graxaim/Raposinha/Sorro
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( )Nunca { )Asvezes ( )Sempre
Javali/Java-porco

( )Nunca { )Asvezes ( )Sempre
Veados

( )Nunca { )Asvezes ( )Sempre
Gambad

( )Nunca { )Asvezes ( )Sempre
Qutros?

Manejo/ instalagdes

19.0 Como é o sistema de produgdo leiteira em sua propriedade?
() Confinado; ( ) Apasto.

( ) Semi-confinado;

20.0 Seus bovinos tém possibilidade de contato fisico* com os animais
dos vizinhos?

*Contato fisico quer dizer: contato focinho-focinho ou

espirro/contato/lambidas um com o outro, incluindo através da cerca.

{ )ndo

() sim; caso sim, com Quantos vizinhos?

21.0 O/A Sr.(a) divide os bovinos por idade (categoria animal)
em piquetes diferentes?

{ )ndo

{ )sim

21.1 No que consiste a alimentagdo fornecida aos animais?
{ ) Pastagem de inverno Qual

( ) Pastagem de verdo Qual

{ ) Gramineas perenes Qual

{ ) Suplementagdo com concentrado (racdo) e silagem

{ ) Suplementagdo com sal mineral

21.2 O Sr. tem observado plantas toxicas nos piquetes
frequentados pelos bovinos?
( )Sim Quais sdo as plantas

{ ) Ndo soube informar
{ )Nao

22.0 Como é feita a ordenha?

{ ) Manual

{ ) Ordenhadeira tipo balde ao pé

( ) Ordenhadeira mecénica canalizada

23.0 O/A Sr.(a) mantem registros de nascimentos/ mortalidade e
de praticas de manejo em geral*?

( ) ndo

( )sim

Sanitdrio, nutricional, reprodutivo, economico

*Inseminagdes, vacinagdes, tratamentos, descornas, cirurgias, etc.

Aplicagdo de medicamentos e controle de residuos

24.0 Quando o/a Sr.(a) aplica um medicamento injetavel ou vacina nos
bovinos, costuma utilizar a mesma agulha em mais de um animal?
( )nido

( )sim

() ndo aplicével

25.0 Quem aplica medicamentos nos animais?

() Funcionarios de lojas agropecudrias

( ) Médico veterinario () Técnico agricola

( ) Leigos (vizinhos, amigos) () O préprio produtor

26.0 O/A Sr.(a) é remunerado de acordo com a qualidade* do leite?
( )nido

( )sim ( )qual

*pardmetros nutritivos (ex.: gordura) e sanitdrios (ex.: CCS e contagem
bacteriana)

Observagdes:
Identificagdo Funcional

Data da aplicagdo: / /
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