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Diagnostico e Controle da
Neosporose em Bovinos

Renato Andreotti
Rosangela Locatelli-Dittrich
Vanete Thomaz Soccol
Fernando Paiva

Resumo

A neosporose em bovinos é uma doenca causada pelo protozoario Neospora
caninum, identificado pela primeira vez em 1988, em caes com encefalomielite,
o hospedeiro definitivo. Estudos sorolégicos de varios paises demonstraram o
parasita como a maior causa de abortos em rebanhos leiteiros. A doenca esta
amplamente disseminada nos diferentes continentes. A importancia econémica
da neosporose bovina é atribuida principalmente aos custos associados ao
aborto, ao valor dos fetos, a inseminacao artificial ou a cobertura, a diminuicao
da producao de leite, ao aumento do descarte e a reposicao dos animais. Em
bovinos, os dois mecanismos de infeccao por N. caninum sao a transferéncia do
parasita da mae para o feto (transmissao vertical ou infeccao congénita) e a
ingestao de oocistos esporulados (transmissao horizontal ou infeccao pds-natal).
O diagnéstico depende de uma combinacao entre o histdrico do rebanho, sinais
clinicos e dados de laboratério. O quadro clinico sugestivo de neosporose € a
presenca de sinais neurolégicos e de polimiosite em bovinos jovens. A sorologia
é utilizada como método diagndstico nos estudos epidemiolégicos de abortos
causados por N. caninum. O sorodiacnéstico é melhor para avaliar a exposicao e
o risco de infeccao por N. caninum de um rebanho, do que para o diagndstico de
aborto em um animal. A confirmacao laboratorial é realizada pelo diagnéstico
parasitologico, com os exames histopatoldgico e imuno-histoquimico, a reacao
em cadeia da polimerase — PCR —, e o isolamento dos parasitas mediante a
inoculacao do material suspeito em cultivo celular ou em animais de laboratoério.



O controle da neosporose em bovinos envolve atividades de manejo, tratamento

e imunizacao.

Palavras-chave: aborto, bovinos, cao, neosporose, Neospora caninum, reprodu-
cao.



Diagnosis and Control of
Bovine Neosporosis

Abstract

The bovine neosporosis is a disease caused by the Protozoa Neospora caninum,
identified for the first time in 1988, in dogs with encefalomielitis, its definitive
host. Serological studies from various countries showed the parasite as the
major cause of abortion in dairy cattle. The disease is widely distributed in the
different continents. The economical importance of bovine neosporosis is
principally attributed to the costs associated with: abortion, fetus value, artificial
insemination or breeding, decrease milk proéducrion, increase in culling and
animal replacement. In bovines the two mechanisms of infection by N. caninum
are the parasite transfer from cow to fetus (vertical transmission or congenital
infection) and the sporulated oocistys ingestion (horizontal transmission or post
born infection). The diagnosis depends on the combination of herd history,
clinical signs and laboratory data. The suggestive clinical profile of neosporosis
is the presence of neurological signs and poliomiosite in young bovines.
Serology is utilized as a diagnostic method in epidemiological studies of abortion
due to N. caninum. The serumdiagnosis is better to evaluate the exposition and
the infection risk by N. caninum of a herd, than for the diagnosis of abortion of
an animal. The laboratorial confirmation is done by parasitological diagnosis,
with histopatological and imunohistochemical exams, polimerase chain reaction —
PCR -, and parasite isolation by the inoculation of the suspected material in cell
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culture or in laboratory animals. The neosporosis control in bovines involves

management activities, treatment and immunization.

Keywords: abortion, bovines, dog, neosporosis, Neospora caninum,

reproduction.
Introducao

A neosporose em bovinos é uma doenga causada pelo protozoario Neospora
caninum, um parasita intracelular obrigatério pertencente ao phylum
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e familia Sarcocystidae.
Neospora caninum tem como hospedeiro definitivo o cao, e como hospedeiros
intermediarios, os bovinos, ovinos, caprinos, cervos e equinos (Dubey &
Lindsay, 1996).

O parasita foi identificado pela primeira vez em 1988, em caes com
encefalomielite e em 1989, foi confirmado o primeiro caso de neosporose em
bovinos. Neospora caninum é morfologicamente similar a outros protozoarios
apicomplexa de importancia em medicina veterinaria como Toxoplasma gondii e
Sarcocystis sp. (Anderson et al., 2000; Dubey et al., 2002).

Durante a ultima década, a infeccao por N. caninum despontou como a principal
doenca reprodutiva de bovinos, e estudos soroldgicos de varios paises demons-
traram o parasita como a maior causa de abortos em rebanhos leiteiros. A doenca
est4 amplamente disseminada nos diferentes continentes, na Europa, Africa do
Sul, Asia, Australia e nas Américas. Os levantamentos sorolégicos para M.
caninum tém demonstrado que, nos rebanhos leiteiros, a soroprevaléncia é muito
variavel, com taxas de 2% a 98% de positividade. A presenca de N. caninum
em rebanhos de corte indica um risco potencial para esse tipo de exploracao de
bovinos.

A importancia econdmica da neosporose bovina é atribuida principalmente aos
custos associados ao aborto, ao valor dos fetos, a inseminacao artificial ou a
cobertura, & diminuicao da producao de leite, ao aumento do descarte e a
reposicao dos animais. As infeccoes congénitas ocorrem nos bovinos leiteiros e
de corte, com maior nUmero de casos nos rebanhos leiteiros. As vacas leiteiras
soropositivas produzem menos leite e sao descartadas mais cedo, diminuindo a
vida produtiva. Nos bovinos de corte soropositivos h4 maior risco de abortos e
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natimortos, além do aumento do descarte por problemas reprodutivos.

No Brasil, V. carmnum toiidentificado pela pnmeira vez na Bahia (Gondim et al
1999), e desde entao tem sido notificado em diferentes Estados, indicando que
a neosporose esta difundida no pais, como provavel causa de abortos. Estudos
sorologicos tem sido realizados em varias regioes do pais, como Bahia, Sao
Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais (Andreotti
et al., 1999; Corbelini et al., 2000; Locatelli-Dittrich et al., 2001). O parasita foi
demonstrado em fetos bovinos em Sao Paulo e no Rio Grande do Sul, e cepas
de N. carmum foram isoladas de cao, na Bahia e de feto bovino, no Parana
(Gondim et al., 2001; Locatelli-Dittrich, 2002).

No Brasil, sao frequentes casos de abortos em animais domésticos sem um
diagnostico definitivo, e a neosporose nao € incluida como rotina nos exames
laboratoriais. As principais razoes sao a falta de conhecimento do agente e da
sua prevaléncia nos rebanhos brasileiros, as consequéncias da doenca nos
bovinos, o custo elevado dos ksts diagndsticos e a dificil obtencao e manutencao
da cepa do protozoario.

Este trabalho pretende oferecer informacoes relativas ao parasito e a importancia
do seu diagndstico e controle em bovinos.

Biologia de Neospora caninum

Os estédios identificados do ciclo de vida de N. caninum sao os taquizoitas
(organismos proliferativos), os cistos com os bradizoitas (organismos de multipli-
cacao lenta) e os oocistos (formas de eliminacao pelas fezes do hospedeiro
definitivo). Durante os dez ultimos anos foi postulado que N. caninum tem um
ciclo de vida de um coccideo, mas somente em 1998 os oocistos foram obser-
vados nas fezes de caes, comprovando seu papel como hospedeiro definitivo do
parasita (McAllister et al., 1998).

Hospedeiros
Os hospedeiros intermedidrios naturais sdo os caes, bovinos, ovinos, caprinos,
equinos e cervos.

O hospedeiro definitivo natural de N. caninum é o cdo. Os canideos selvagens,
COmo as raposas e 0s coiotes, também poderiam ser, porém, ainda ndo esté
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definitivamente comprovado o papel desses animais no ciclo do parasita.

Estadios evolutivos

Taquizoitas

Os taquizoitas sao ovoides, redondos ou em forma de meia-lua, com o nucleo na
posicao central ou terminal, e medem de 3a 7 um x 1 a 5 um, dependendo do
estadio de crescimento e divisao, e do plano de corte nos tecidos. Na Fig. 1
pode ser observado o cultivo do parasito apresentando a forma de taquizoita.

Foto: Rosangela Locatelli-Dittrich

Fig. 1. Taquizoitas de ANeospora caninum, obtidos em cultivo celular. Infeccao da
célula Vero por taquizoitas esféricos (a) e alongados (b), e com tamanhos diferentes.
Taquizoitas unidos pela extremidade posterior (seta). Coloracdo de May-Griinwald-
Giemsa. 1.000 X.
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O estadio desse ovdide é o de multiplicacao rapida, por endodiogenia, formando
dois protozoarios dentro de um taquizoita. Na auséncia de resposta imune do
hospedeiro, os taquizoitas multiplicam-se continuamente, causando destruicao
progressiva das células e disseminacao da infeccao até a morte do hospedeiro.

Nos animais infectados, os taquizoitas encontram-se nas células nervosas,
macrofagos, fibroblastos, células endoteliais, midcitos, células epiteliais dos
tubulos renais e hepatocitos.

Nos bovinos, eles podem ser encontrados no cérebro, coracao, figado e pulmaoes
de fetos; na placenta e na medula espinhal de bezerros. Os parasitas destroem as
células nervosas do sistema nervoso central e dos nervos, alterando a
condutividade das células afetadas (Dubey & Lindsay, 1996).

Os taquizoitas nao sobrevivem em solucao de pepsina acida, sugerindo que a
maioria nao sobreviveria na passagem pelo estdmago, porém, existe relato de
infeccao em camundongos por via oral (Lindsay & Dubey, 1990).

Bradizoitas

Os bradizoitas sao organismos delgados de multiplicacao lenta ou de laténcia,
medem 6-8 x 1-2 um, apresentam nucleo terminal a subterminal e sdo encontra-
dos em grande numero dentro do cisto tecidual. Os cistos representam uma
infeccao persistente, mantida sob controle pela resposta imune do hospedeiro.

Provavelmente com o inicio da resposta imune e a presenca de outros fatores
fisiolégicos, os taquizoitas entram nas células e se diferenciam em bradizoitas,
estabelecendo a infeccao pela presenca dos cistos. A formacao dos cistos de .
caninum €é pouco conhecida em qualquer dos hospedeiros relatados.

Os cistos de N. caninum geralmente sao redondos ou ovais, podendo medir até
107 um. A espessura da parede do cisto de N. caninum geralmente é de 1 a 2
pum, podendo medir até 4 um, provavelmente dependendo do tempo de infeccao.

Neospora caninum encista-se no tecido nervoso (cérebro, medula espinhal,
cerebelo, nervos), na retina e em musculo esquelético. Em fetos bovinos, os
cistos sao encontrados principalmente no cérebro. Nos bezerros com neosporose
congénita, os cistos localizam-se no cérebro e na medula espinhal.
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Os bradizoitas nos cistos sao resistentes a solucao de pepsina acida e sao
infectantes por via oral para camundongos, gatos e caes, indicando que o
carnivorismo € uma via de infeccao de N. caninum (Lindsay & Dubey, 1990).

Oocistos

Nas fezes recém-eliminadas de caes, os oocistos nao esporulados medem 10 a
11 um de didametro, sao esféricos a subesféricos, contém um esporonte central e
nao sao infectivos (Fig. 2). Os oocistos esporulam e tornam-se infectivos no
ambiente apés trés dias, e contém dois esporocistos (medindo cada um 8,4 x
6,1 um), cada qual com quatro esporozoitas (7-8 x 2-3 um) (Fig. 3). O nucleo
dos esporozoitas apresenta localizacao central ou levemente posterior.

Foto: Rosangela Locatelli-Dittrich
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Fig. 2. Oocisto de Neospora caninum.
Oocisto ndo esporulado, com 11 um de
didmetro, contendo o esporonte, em

fezes recentes de cdo. Sem coloragio.
400 X.

Fig. 3. Oocisto de Neospora caninum.
Oocisto esporulado, com 12 um de dia-
metro, contendo dois esporocistos
(seta), cada um com quatro esporo-
zoitas. A esporulagdo ocorreu apds trés
dias. Sem coloracdo. 400 X.
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Os oocistos foram descritos pela primeira vez em 1998, quando os cées, apos a
ingestao de cérebros de camundongos com cistos de N. caninum, eliminaram o0s
oocistos nao esporulados nas fezes. Os estadios intestinais do parasita ainda
nao foram descritos, sendo o cao considerado hospedeiro intermediario (com
taquizoitas e cistos) e definitivo (eliminacao de oocistos).

Experimentalmente, os caes nao parecem ser bons hospedeiros definitivos de M.
caninum, por causa do numero reduzido de oocistos eliminados nas fezes e 0
periodo curto de tempo, sendo desconhecida a frequéncia de eliminacao durante
a vida do cao (Basso et al., 2001).

A resisténcia do oocisto, no meio externo, ainda nao esta definitivamente
esclarecida, pois a maioria dos trabalhos é baseada em estudos experimentais.

Ciclo Biolégico

Em bovinos, os dois mecanismos de infeccao por N. caninum sao a transferéncia
do parasita da mae para o feto (transmissao vertical ou infeccao congénita) e a
ingestdo de oocistos esporulados (transmissao horizontal ou infeccao pds-natal)
(Fig. 4). Até a descoberta dos oocistos nas fezes de caes, a introducao do
parasita no rebanho permanecia inexplicada, e ainda o papel do oocisto na
epidemiologia natural de N. caninum é incerto, porque o parasita é transmitido
via vertical nos bovinos, por varias geracoes, mantendo a infec¢cao no rebanho.

Além dos hospedeiros intermediarios de N. caninum, os ovinos, veados,
caprinos, cervos, canideos e outros animais silvestres apresentam sorologia
positiva. e infeccoes experimentais foram induzidas em camundongos, ratos,
caes, raposas, caprinos, gatos, ovinos, coiotes, suinos, gerbils, coelhos e
bovinos (McAllister & Latham, 2002).

A infeccao nos bovinos pode se estabelecer apds a ingestao de oocistos
esporulados, e quando ocorre durante . gestacao, o parasita invade as células
uterinas, causando o aborto. O aborto é o resultado da transferéncia congénita
dos taquizoitas para o feto, durante a gestacao. Também a reativacao de infec-
cao latente pode originar os taquizoitas. Existem evidéncias que, em abortos
epidémicos causados pelo parasita, a fonte de infeccao seja preferencialmente
externa, mais do que uma reativacao da infeccao cronica nas vacas. Os resulta-
dos soroepidemioldgicos também sugerem uma forte associacdo entre os
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rebanhos bovinos infectados por N. carinum e a presenca de caes soropositivos

B nas fazendas. Existe uma maior soroprevaléncia de anticorpos de N. carmnum em

caes de fazendas de bovinos do que em caes de areas urbanas.

Foto: Rosangela Locatelli-Dittrich
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Fig. 4. Ciclo de vida parasitario de MNeospora caninum.

Os estudos soroldgicos demonstraram que as vacas que abortaram durante um
surto epidémico, provavelmente tenham adquirido a infeccdo apés o seu nasci-
mento, por causa da falta de associacao entre a soropositividade de maes e
filhas. Além disso, o modelo de surto de aborto na neosporose epidémica sugere
infeccao do tipo horizontal. Ainda nao existe confirmacao de que vacas que

abortaram, em um surto epidémico, tenham adquirido a infeccdo durante a
gestacao.
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Os caes consomem os cistos de N. carunum dos tecidos do hospedeiro interme-
diario, e eliminam os oocistos nas fezes. Os hospedeiros intermediarios infectam-

se consumindo 0s 00CIstos.

As fontes de infeccao para os caes precisam ainda ser determinadas, mas as
placentas, os fetos de bovinos e as carcacas de bezerros infectados via congeéni-

ta podem conter cistos viaveis de N. caninum e infectar os caes.

A presenca dos estadios infectivos de N. caninum nas placentas originou um
debate sobre a placentofagia, um comportamento observado em varios mamife-
ros, inclusive nos ruminantes. Os experimentos com bovinos demostraram que
as vacas parturientes ingerem a sua placenta e a de outras vacas, e este compor-
tamento poderia ser uma outra via de transmissao horizontal da neosporose entre
os bovinos.

Transmissao vertical

Além da transmissao por oocistos, N. caninum pode ser transmitido via
transplacentaria (transmissao vertical), das vacas para as suas descendéncias,
por varias geracoes. Neospora caninum é um patégeno primario e a infeccao fetal
generalizada pode ocorrer dentro de um més apds a inoculacdo experimental da
mae.

A transmissao transplacentéaria de N. caninum é considerada a principal via de
infeccao em bovinos. A eficiéncia desse modo de transmissao pode ser de 81%
a 95%, confirmada pela presenca de anticorpos pré-colostrais nos bezerros
nascidos de maes soropositivas. Neospora caninum pode ser transmitido via
congénita por geracoes sucessivas, mantendo a infeccao nos rebanhos. Existe a
suposicao que os bovinos podem permanecer infectados com N. caninum
durante toda a sua vida, porém, nem todos os bovinos infectados transmitem o
parasita a sua descendéncia viva. Os fatores que determinam a transmissao de
N. caninum da mae para o feto, durante a gestacao, sao desconhecidos.

O papel da transmissao congénita da neosporose foi confirmado pelas evidéncias
de distribuicdo dos bovinos soropositivos dentro das familias, por geracdes
sucessivas. Estudos demonstraram que 93% dos descendentes de vacas
soropositivas, também, foram soropositivos, indicando que a transmissao
vertical foi o principal modo de transmissao da infeccdo nos rebanhos avaliados.

17
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Nos rebanhos com neosporose endémica, a maioria dos bezerros nascidos de
vacas soropositivas apresentou evidéncias sorologicas de infec¢ao congeénita, e a
taxa de soropositividade foi similar entre os bezerros e os bovinos adultos do
rebanho. As bezerras infectadas por via congénita terdao uma infeccao cronica
persistente e poderdo transmitir V. caninum as suas descendéncias, por via

transplacentaria.

A transmissao vertical parece ser a principal via de infeccao de Neospora nos
rebanhos bovinos de areas endémicas. Nos rebanhos endemicamente infectados,
com acompanhamento extensivo, a sorologia demonstrou que pode ocorrer um
baixo nivel de infeccao pods-natal, de origem desconhecida. Em um
monitoramento de 456 bezerros, do nascimento até quatro anos de idade, as
taxas de infeccao pds-natal encontradas foram muito baixas (< 1% ao ano).
Considera-se uma transmissao horizontal quando uma fémea soropositiva, com
no minimo duas irmas soronegativas, € descendente de uma mae soronegativa.

A forte associacao epidemiolégica entre a presenca de caes e a ocorréncia de
neosporose bovina indica que a transmissao via oocistos pode ser necessaria
para manter a infeccao nos rebanhos.

Infeccao lactogénica

Recentemente, observou-se que taquizoitas de N. caninum, adicionados ao leite
e colostro, infectaram bezerros recém-nascidos, via oral. A possibilidade de
infeccao lactogénica tem sido considerada, principalmente pela pratica do
fornecimento de poo/ de colostro aos bezerros recém-nascidos. No entanto, nao
esta definitivamente comprovado se o colostro de bovinos com infeccao natural
pode infectar bezerros recém-nascidos (Hemphill et al., 2000).

Distribuicdo Geografica de
Neospora caninum

Os estudos da prevaléncia de anticorpos contra N. caninum indicam que,
principalmente, os bovinos e cdes de varias regides geograficas foram expostos
ao parasita, e que a neosporose apresenta uma ampla distribuicao mundial.

Na Europa, os estudos soroldgicos indicam que N. caninum ocorre em bovinos
leiteiros da Irlanda do Norte, Inglaterra, Dinamarca, Holanda, Suica, Franca,
Suécia, Espanha, Italia e Bélgica.
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Na Inglaterra foram avaliados 14 rebanhos leiteiros com histérico de aborto
associado a N. caninum, sendo encontrados 17% de soropositividade em 4.295
animais. A prevaléncia nos rebanhos variou de 7,3% a 44,8%. Na Espanha,
uma taxa de 30,6% de bovinos positivos foi observada em 889 animais de 43
rebanhos leiteiros. As estimativas da Inglaterra, da Holanda e da Espanha sao de
que 12,5%, 15%-20% e 38,7%, respectivamente, dos abortos em bovinos
leiteiros sao causados por V. caninum. No Oeste da Franca, as soroprevaléncias
variam de 6% a 47% nos rebanhos leiteiros, e 17% a 45% dos fetos sao
soropositivos, indicando que o agente € uma causa importante e estabelecida de
abortos no pais. Na Suécia, N. caninum também é causa importante de abortos.
Na Holanda, em 50 rebanhos leiteiros com casos de aborto epidémico, V.
caninum foi confirmado como causa do aborto em 77% dos 226 fetos submeti-
dos ao diagnodstico (Dijkstra et al., 2003).

Em Moscou, na Russia, os resultados soroldgicos demonstraram a presenca de
anticorpos contra N. caninum em 10% dos bovinos avaliados.

Na Coréia, 19,5% dos abortos de bovinos foram associados a N. caninum, e
uma soroprevaléncia de 20% foi observada em bovinos leiteiros. O parasita foi
isolado de amostras de fetos bovinos e de bezerro. No Japao, o protozoario
também foi isolado de bovino.

Neospora caninum também foi associado a aborto bovino na Australia, Africa do
Sul e Israel.

Na Nova Zelandia, 30% dos abortos bovinos ocorreram por causa de N.
caninum, e os levantamentos soroldgicos detectaram anticorpos para o parasita
em 40% das vacas, apds o aborto. A soroprevaléncia nas vacas sem histérico
de aborto foi de 6% a 8,5%.

Na América do Norte existem relatos da presenca do protozoario no Canada,
Estados Unidos e México.

Nos Estados Unidos, os resultados de varios levantamentos soroldgicos para M.
caninum indicaram que, nos rebanhos leiteiros, a soroprevaléncia é muito
variavel, com taxas de 2% a 98% de positividade. Na Califérnia, os estudos
retrospectivos confirmaram que o parasita é endémico desde 1984. Em Nebraska
foram identificadas 82% de vacas soropositivas para N. caninum, em um surto
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de abortos em bovinos de corte. Em Maryland, os anticorpos foram detectados
em 28% dos bovinos leiteiros, em um rebanho com historico de abortos
endémicos por esse protozoario. No Estado da California, 20% dos fetos
bovinos, submetidos a diagnadstico, apresentam a infeccao por N. caninum. A
doenca encontra-se disseminada no Estado, e o protozoario € considerado a
principal causa de abortos nos bovinos leiteiros (McAllister & Latham, 2002).

Em Quebec, no Canada, as soroprevaléncias variam de 4,3% a 61,8% em
rebanhos leiteiros, com meédia de 21,9% de bovinos positivos por rebanho.

Na América Central, a infeccao por N. caninum toi descrita em caprinos e
bovinos da Costa Rica. Na Ameérica do Sul existem alguns relatos de casos de

neosporose.

Na Argentina, o parasita foi observado por imuno-histoquimica em tecidos de
bovinos e os anticorpos contra N. caninum foram identificados em fetos de
bovinos leiteiros (24,4%) e de corte (4,5%), e em vacas leiteiras com historico
de aborto (64,5%). No Paraguai, os anticorpos contra o parasita também foram
detectados em bovinos (Venturini et al., 1999).

No Brasil, os anticorpos contra N. caninum foram detectados em bovinos no Rio
Grande do Sul, Parana, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Bahia e Sergipe. As soroprevaléncias foram de 14% e 11,2%, na Bahia
e no Rio Grande do Sul, respectivamente, para bovinos leiteiros, considerando
titulo positivo de 1:200 no método de reacao de imunofluorescéncia indireta —
IFI. No Parana e no Rio Grande do Sul, a soroprevaléncia foi maior nas vacas
com histérico de aborto. No Parana, anticorpos contra N. caninum foram
detectados em bovinos leiteiros na regiao norte do Estado, em Carambei,
Witmarsum, Chopinzinho, Quatro Barras e em Sao José dos Pinhais, préximo a
Curitiba (Locatelli-Dittrich et al., 2001). Anticorpos contra N. caninum também
foram encontrados em bovinos de corte em Mato Grosso do Sul e em bufalos do
Vale da Ribeira, Sao Paulo, com soroprevaléncia de 64%.

Em caes, anticorpos contra N. caninum foram identificados na Austrélia, Bélgica,
Canad4, Costa Rica, Dinamarca, Estados Unidos, Itélia, llhas Falkland, Japao,
Nova Zeléndia, Quénia, Suécia, Tanzania, Inglaterra, Uruguai e Brasil. As taxas
de soroprevaléncias variaram de 1% (Suécia) até 29% (Italia). No Brasil, os
resultados na Bahia e em Sao Paulo, respectivamente, foram de 18% e de 35%
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(caes de rua). Na regiao norte do Parand, os anticorpos contra esse parasita
foram detectados em 21,6% dos caes de fazendas de bovinos leiteiros, e os
caes soropositivos foram encontrados em 14 das 22 propriedades avaliadas
(Innes et al., 2002).

Sinais Clinicos de Neosporose e
Patogénese do Aborto

Bovinos

Em bovinos, a neosporose causa aborto, infertilidade, nascimento de bezerros
natimortos ou doentes. O aborto pode ocorrer em qualquer estacao do ano, tanto
em novilhas quanto em vacas. O periodo de gestacao em que ocorre o aborto é
variavel de trés meses até a termo, mas principalmente na metade da gestacao.
Héa vérios registros relatando diferentes periodos de ocorréncia de abortos, como
trés a sete meses, quatro a seis meses, CiNnCo a seis meses e Cinco a sete meses.

Os fetos podem morrer no Utero e serem reabsorvidos, mumificados ou
autolizados. Os bezerros podem nascer vivos, mas doentes, ou clinicamente
normais, mas com infeccao cronica.

O aborto associado a neosporose bovina segue dois modelos: o endémico e o
epidémico. O endémico ocorre na maioria dos rebanhos com vacas infectadas via
congénita, e é caracterizado por uma elevada taxa de aborto (> 5% ao ano), que
persiste durante anos, sendo duas a trés vezes maior nas vacas soropositivas do
que nas soronegativas. Os abortos causados por Neospora nesses rebanhos
variam de 0% a 60%. As estimativas das taxas anuais de aborto foram de
10,6% e 17,3%, causados por Neospora, em dois rebanhos leiteiros com
abortos endémicos (McAllister & Latham, 2002).

Os abortos epidémicos sao menos comuns e caracterizam-se por varias ocorrén-
cias durante um periodo relativamente curto de tempo (um a trés meses), e
geralmente 80% ou mais dos casos ocorrem em vacas soropositivas. Existem
relatos de que mais de 30% das vacas em gestacao abortaram por causa da
neosporose. Em alguns rebanhos parece ocorrer a mistura dos dois modelos, nos
quais durante um periodo prolongado de tempo ocorrem casos esporadicos de
aborto, e em outros periodos, parecem ocorrer varios abortos em um intervalo de
tempo relativamente curto.
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Nos fetos, a infeccao é sistémica, com areas de inflamacao na maioria dos
6rgaos. A morte fetal resulta provavelmente de dois mecanismos principais. O
primeiro, e mais comum, € a insuficiéncia cardiaca associada a miocardite e
necrose do miocardio, lesoes consistentes nos fetos com infeccao por Neospora.
A evidéncia da insuficiéncia cardiovascular é o edema do feto (anasarca) e
necrose hepatica. O segundo mecanismo do aborto é a placentite com necrose
do epitélio coridnico da placenta, e separacao das vilosidades corionicas das
carunculas do endométrio. Embora as lesoes do cérebro sejam importantes, a
infeccao do sistema nervoso pode nao ser o principal fator de morte fetal ou

aborto.

As fémeas primiparas soropositivas para N. caninum, que se infectaram via
congénita, apresentam maior numero de abortos que as soronegativas e com
possivel repeticao dos abortos nas gestacoes subsequentes.

As infeccoes congénitas e os abortos causados por Neopora ocorrem nos
bovinos leiteiros e de corte, com maior nimero de casos nos rebanhos leiteiros.
Nos bovinos de corte soropositivos hd um risco maior de abortos e natimortos,
além do aumento do descarte por problemas reprodutivos.

Os fatores que influenciam a patogénese do aborto por N. caninum sao:

* O momento da parasitemia durante a gestacao.

A capacidade da resposta imune do feto.

A eficiéncia da resposta imune materna.

A quantidade de parasitas e a duracado da parasitemia.

O periodo de gestacdao em que ocorre a transmissao dos parasitas ao feto tem
um papel determinante na patogénese do aborto. A transmissao no inicio da
gestacdo geralmente causa a morte fetal. As infeccoes experimentais de vacas
com 70 dias de gestacao, com taquizoitas via endovenosa, resultaram em morte
fetal e reabsorcao; e as infeccdes de vacas no final da gestacio resultaram no
nascimento de bezerros infectados, mas clinicamente normais. As vacas
infectadas sete semanas antes da inseminacao artificial produziram bezerros
vivos e sem infeccao por Neospora (MacAllister, 1999).

A gestacao dos bovinos é de aproximadamente 280 dias e o sistema imune fetal
desenvolve-se progressivamente durante esse periodo; assim, o bezerro é
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imunologicamente competente ao nascimento. O feto é vulneravel durante o
primeiro trimestre da gestacao, quando o timo, baco e linfonodos periféricos
estao em formacao. Durante o terco médio da gestacao, os tecidos linfoides
comecam a reconhecer e a responder aos microorganismos. Antes dos 100 dias
de gestacao, o feto é incapaz de reconhecer os patégenos como estranhos, e
com 100-150 dias de idade comeca a formar a resposta imune. Ap6s os 150
dias, os fetos tornam-se progressivamente mais competentes em reconhecer e
responder a varios patégenos.

No primeiro trimestre de gestacao, o feto é muito vulnerdvel a N. caninum e
provavelmente nao sobrevivera a infeccao. No terco médio de gestacao, a
resposta imunofetal é rudimentar e muitas vezes nao evita a infeccao, porque
este é o periodo em que ocorre o maior numero de abortos. No terco final, a
resposta imunofetal é capaz de controlar o agente e levar a sobrevivéncia do
feto. A maioria das transmissoes intra-uterinas resulta no nascimento de bezerros
infectados e clinicamente normais.

Os bovinos que adquirem a infeccao por N. caninum durante a gestacao, e que
sobrevivem, nascem na maioria das vezes clinicamente normais, com neosporose
subclinica. Uma porcentagem elevada, de 80% a 90%, dos bezerros que
nascem de vacas soropositivas foi infectada via congénita, baseada no diagnésti-
co soroldgico, e mantém a infeccao no rebanho. Os animais que nascem sem
sinais clinicos sao portadores do parasita e reservatérios potenciais no rebanho
(Lindsay & Dubey, 1990).

A infeccao fetal por N. caninum pode causar anormalidades no sistema nervoso
dos bezerros, caracterizando a neosporose clinica. Nos bezerros infectados via
congénita e nascidos vivos, a doenca afeta principalmente o sistema nervoso
central — SNC —, e os sinais clinicos aparecem geralmente dentro de trés a cinco
dias, ou até duas semanas apds o nascimento. Os sinais neurolégicos podem ser
deformacoes nos membros, como flexao ou hiperextensdo dos membros anterio-
res e/ou posteriores, ataxia, diminuicao dos reflexos patelares, perda da consci-
éncia préprio-receptiva dos membros, paralisia, opistétono e incoordenacao,
exoftalmia ou aparéncia assimétrica dos olhos, cegueira, deformacodes associadas
com lesoes das células nervosas embrionarias. As mas-formacdes congénitas
podem ser observadas em fetos e em bezerros, como, microencefalia,
hidroencefalia, hipoplasia cerebelar, anormalidades do sistema nervoso central. A
encefalomielite é a lesao predominante na neosporose clinica e a degeneracao
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muscular causa miosite e deformacdes nos membros. As anormalidades clinicas
podem regredir, permanecerem estaticas ou mesmo progredir. Os bezerros

podem nascer com o peso abaixo do normal, com diminuicao da massa muscu-
lar, fracos, com dispnéia, e incapazes de se levantar (Lindsay & Dubey, 1990).

Existem indicacdes de que a exposicdo primaria a N. caninum de animais
adultos, provavelmente, ndo cause uma infeccao permanente, ou que a infeccao
primaria de vacas ndo gestantes resulte em uma efetiva resposta imune que
previna a transmissao transplacentéaria em uma gestacao futura.

O sistema imune durante a gestacao torna a mae mais vulnerdvel a neosporose.
O interferon gama — IFNy - aumenta nas vacas infectadas com N. caninum e
inibe de maneira efetiva a multiplicacdo dos taquizoitas. A citocina IL-10, porém,
produzida por células trofoblasticas fetais, diminui a producao do |IFNy e pode
influenciar na recrudescéncia de uma infeccao cronica, causando a liberacao de
bradizoitas dos cistos com conseqguente parasitemia.

Quando N. caninum invade as células uterinas, multiplica-se e causa destruicao
dos tecidos fetais e maternos na interface materno-fetal, iniciando uma resposta
inflamatéria. Do foco inicial, a lesao estende-se para as membranas placentarias
fetais (corioalantéide), entre os cotilédones. Ainda é desconhecido se essa lesao
é resultante diretamente da multiplicacao do parasita ou por causa da resposta
imunomaterna (e fetal). Durante a destruicao da placenta e a resposta inflamatoéria
materno-fetal, o parasita entra na circulacao sanglinea do feto e invade os
tecidos, com predilecao pelo SNC.

No SNC, os protozodarios localizam-se inicialmente dentro e ao redor dos vasos
sanguineos e, em fetos mais jovens, sua multiplicacao rapida pode destruir as
células e causar a morte, com relativamente pouca inflamacdo. Em fetos mais
velhos, a multiplicacao dos parasitas é mais restrita, e a necrose aparece confina-
da em pequenos focos de lesdo com uma resposta inflamatéria ao redor, com
astrécitos reativos, mondcitos e linfécitos. A destruicdo das células fetais e a
inflamacao linféide associada também podem ocorrer no coracao, musculo
esquelético, pulmoes e figado (Lindsay & Dubey, 1990).

A quantidade de parasitas no momento da infeccdo também pode influenciar a
sobrevivéncia do feto. Mais importante do que isso, porém, deve ser considera-
da a capacidade de multiplicacao rapida dos taquizoitas.
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A causa de neosporose é multifatorial, resultando de um desequilibrio entre a
multiplicacao do parasita e a eficiéncia das respostas imunes da mae e do feto.

Diagndastico de Neosporose

O diagndstico depende de uma combinacao entre o histérico do rebanho, sinais
clinicos e dados de laboratorio. O quadro clinico sugestivo de neosporose € a
presenca de sinais neuroldgicos e de polimiosite em bovinos jovens. Em bovinos
adultos, a ocorréncia de abortos e o nascimento de bezerros natimortos sao
sinais sugestivos de infeccao por N. caninum.

Os casos assintomaticos em bovinos e os sinais inespecificos da neosporose
dificultam o diagndstico clinico da doenca. Consequentemente, o diagnéstico
laboratorial é imprescindivel para confirmar uma infeccao por N. caninum.

A confirmacao laboratorial é realizada pelo diagnéstico parasitoldgico, com os
exames histopatoldgico e imuno-histoquimico, a reacao em cadeia da polimerase
— PCR -, e o isolamento dos parasitas mediante a inoculacdo do material suspei-
to em cultivo celular ou em animais de laboratdrio. A alternativa é o diagndstico
sorolégico, com a pesquisa de anticorpos contra N. caninum.

A sorologia é utilizada como método diagndstico nos estudos epidemioldgicos
de abortos por causa de N. caninum. O sorodiagndstico € mais indicado para
avaliar a exposicao e o risco de infeccao por esse parasita em um rebanho, do
que para o diagnoéstico de aborto em um animal.

O diagnéstico de aborto associado a V. caninum é feito geralmente pelos exames
histopatoldégico e imuno-histoquimico dos tecidos fetais. A utilizacdao de diferen-
tes técnicas diagnosticas, como a PCR, aumenta'a chance de detectar a infeccao
por N. caninum nos fetos. Nos casos de aborto também devem ser investigadas
outras doencas, como rinotraqueite infecciosa bovina — IBR —, diarréia viral
bovina - BVD -, campilobacteriose, leptospirose, brucelose, clamidiose e
trichomonose.

Métodos de diagnéstico soroldgico

Existem vérios testes que detectam anticorpos séricos especificos para N.
caninum, principalmente em caes e bovinos (Tabela 1). Os mais utilizados sdo a
reacao de imunofluorescéncia indireta — IFl — e o teste imunoenzimatico — ELISA
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(Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Os testes soroldgicos de IFl e de ELISA
necessitam do conjugado, o anticorpo secundario espécie-especifico, para
detectar os anticorpos de N. caninum (Atkinson et al., 2000).

....

IFI Taquizoitas

Imunoblot Extrato soluvel
ELISA cinético Sonicado
ELISA Extrato 'soluvel
ELISA Extrato iscom
CI-ELISA P65
r-ELISA NCDGI-2, N54
IFAT-ELISA Taquizoitas

MAT Taquizoitas

IFl = reacdo de imunofluorescéncia indireta
ELISA = ensaio imunoenzimatico

CI-ELISA = ELISA de competicao e inibicao
r-ELISA = ELISA recombinante

Iscom = complexo imunoestimulante

IFAT = Indirect Fluorescent Antibody Test
MAT = teste de aglutinacdo modificada
Fonte: Atkinson et al. (2000).

Os antigenos de N. caninum podem ser os naturais ou recombinantes, e diferem

de acordo com o teste sorolégico. No método da IFl, os taquizoitas inteiros sao
fixados nas laminas, e nos diferentes tipos de ELISA, sao utilizados: o extrato de
taquizoitas; os taquizoitas inteiros; os antigenos de taquizoitas incorporados a
um complexo imunoestimulante e os antigenos recombinantes.

Os taquizoitas sao obtidos de cultivo in vitro, de cepas de N. caninum isoladas
de bovinos e de cdes, e nao existem indicacoes sobre possiveis diferencas
antigénicas entre os isolados que possam afetar a eficicia dos testes.
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Existem véarios antigenos imunorreativos descritos para N. caninum, e 0s
imunodominantes de taquizoitas pertencem a um grupo de moléculas de massa
molecular de 37, 29/30, 16/17 e 46 kDa. Nos soros com titulos baixos de
anticorpos, alguns antigenos podem nao ser detectados.

Os principais antigenos imunodominantes dos taquizoitas sao o p37 e p29/30,
com massa molecular de 37 kDa e 29/30 kDa, respectivamente. Estao localiza-
dos nos granulos densos e no vacuolo parasitéforo, e podem ser considerados
como os alvos principais nos testes soroldgicos. Esses antigenos foram
clonados recentemente, e as sequéncias de genes obtidas revelaram homologias
aos genes que codificam os antigenos de superficie de 7. gondii (SRS-2 e SAG-
1) (McAllister & Latham, 2002).

O nivel de corte entre a reacao positiva e negativa (cut-off) para os testes de IFl e
de ELISA ainda nao estao completamente definidos porque existem poucos
dados disponiveis de estudos com infeccGes experimentais em bovinos.

Reacao de imunofluorescéncia indireta — IFl

O método de IFl foi o primeiro teste empregado no diagnéstico sorolégico da
neosporose, em 1988, sendo utilizado no diagnéstico da infeccao em vérias
espécies animais, como: caes, raposas, gatos, bovinos, ovinos, caprinos,
bufalos, eqliinos, roedores e primatas.

A reacao de imunofluorescéncia indireta é a metodologia de referéncia para
pesquisa de anticorpos de N. caninum, considerada como padrao ouro, um teste
padrao para calibracdo e comparacao com os novos testes. Na Fig. 5 pode ser
visto um exemplo de um exame positivo. A presenca dos anticorpos IgM é
indicativa de infeccao aguda, porém, a cinética de producao de IgM na
neosporose ainda é pouco conhecida em bovinos. A determinacao dos
anticorpos da classe IgG é utilizada para o diagndstico de neosporose em
bovinos. Um aumento progressivo do titulo de anticorpos da classe IgG, em um
periodo de tempo, geralmente, é indicativo de infeccao aguda (Moore et al.,
2002).
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Fig. 5. Imunofluorescéncia indireta para Neospora camnum em soros de caes. Aumen

to 400 X

O principio do metodo da IFl € deteccao de anticorpos direcionados aos
antigenos da superficie celular dos taquizoitas. Nas espécies do phylum
Apicomplexa, esses antigenos sao considerados mais especificos do que os
componentes intracelulares. Os antigenos podem ser obtidos de exsudatos de

peritonio de camundongos ou de cultura de celulas.

Um resultado positivo no método da IFl € indicado pela fluorescéncia de todo o
taquizoita, nos soros com titulos moderados a elevados. Uma fluorescéncia
reduzida ou apical ocorre nos soros com titulos baixos, e nas reacoes cruzadas
nao especificas causadas por infeccao com espécies relacionadas, como 7.
gondir, devendo-se interpretar os resultados com cautela. Os anticorpos nao
especificos que produzem fluorescéncia reduzida, e consequentemente uma
reacao cruzada, sao desconhecidos.

A reacao cruzada entre os anticorpos de N. caninum e T. gondii nao foi observa-
da em soros de bovinos. Epitopos comuns foram identificados entre E/meria
spp., 7. gondire N. caninum, no condide, uma estrutura do complexo apical dos
parasitas. Varios antigenos de taquizoitas e de bradizoitas de N. caninum
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demonstraram uma reacao cruzada com anticorpos direcionados a 7. gondun e

vice-versa.

Os titulos de anticorpos na técnica de IFl variam entre os laboratérios, e serao
discutidos para os bovinos adultos, fetos e nos casos de aborto.

Teste imunoenzimatico — Enzyme-linked Immunosorbent
Assay — ELISA

O teste de ELISA é o principal método sorolégico utilizado nas avaliacoes dos
rebanhos de bovinos, com finalidades diagndsticas ou nas pesquisas. O teste
imunoenzimatico apresenta algumas vantagens em relacao ao meétodo da IFl, tais
como a realizacao de um maior numero de analises, rapidez, registro das reacoes
realizado de maneira objetiva, e o exame pode ser automatizado (Pereira-Bueno
et al., 2003).

A maioria dos testes de ELISA para N. caninum utiliza os lisados de taquizoitas,
preparados por sonicacao ou por solubilizacao com detergentes, resultando em
uma mistura de varios antigenos de origem intracelular ou citoplasmatica. Os
métodos soroldgicos que utilizam os antigenos da membrana celular do parasita,
como a IFl, sao considerados mais especificos.

O valor do cut-off € determinado com soros de referéncia, caracterizados geral-
mente pela IFl. Nos diferentes tipos de ELISA (soltvel, iscom, recombinante, e
no IFAT-ELISA), o valor da absorbancia situado acima do valor do cut-off indica
um resultado positivo.

Os diferentes antigenos utilizados nos métodos da IFI, NAT — teste de
aglutinacao para N. caninum - e ELISA podem medir diferentes classes de
anticorpos, resultando em uma variacao nos resultados entre os testes.

As modificacoes para melhorar a especificidade dos testes de ELISA incluem a
utilizacao de complexos imunoestimulantes — iscom —, de anticorpos
monoclonais para imunoglobulinas especificas, dos antigenos da superficie dos
taquizoitas, e dos antigenos do parasita clonados.
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Bovinos adultos e casos de aborto

A utilizacao e interpretacdo dos exames sorolégicos em bovinos devem ser feitas
com cautela, principalmente no diagnostico dos casos de aborto. O
sorodiagnéstico é mais bem utilizado para avaliar a exposicao e o risco de
infeccao por N. caninum de um rebanho, do que para o diagndstico de aborto
em um animal. Uma uUnica amostra de soro de uma vaca pode nao refletir
precisamente o seu estado de infeccao. Recentemente foi demonstrado que
apenas uma avaliacdo soroldgica de todo o rebanho, aliada aos dados de idade e
de pedigree, é vélida para interpretar o estado soroldgico dos animais de maneira
individual e para estudar o modo de transmissao de N. caninum (Boger & Hattel,
2003).

A sorologia é utilizada com freqiiéncia como o Unico método diagnéstico nos
estudos epidemioldgicos de abortos por causa de N. caninum e acredita-se
existir uma alta correlacao entre soropositividade e a presenca persistente do
parasita nos animais infectados.

O titulo de anticorpos varia entre vacas naturalmente infectadas, podendo flutuar
consideravelmente durante a gestacao, e algumas vezes situar-se abaixo do valor
positivo do cut-off, em alguns testes. Apesar das flutuacdes nos titulos, nao
existem evidéncias conclusivas demonstrando uma soroconversao, de um estado
positivo para um negativo. Os bovinos soropositivos podem apresentar uma
conversao para soronegativos, e, posteriormente, retornar ao estado de
soropositividade (Atkinson et al., 2000).

As variacoes nos titulos podem afetar a sensibilidade do teste em diferenciar os
bovinos falso-negativos dos verdadeiramente negativos.

A presenca de titulos elevados de anticorpos nas vacas sugere uma infeccao
recente por N. caninum, porém, o titulo no método de IFl considerado padrao é
desconhecido. Os titulos de 1:640 sao indicativos de infeccao por N. caninum,
em vacas que abortaram; titulos de 1:160-1:640 para os bovinos adultos. O
titulo de 1:25 indica exposicado ao parasita, em vacas naturalmente infectadas e
bezerros experimentalmente infectados. O titulo de 1:25 também é utilizado para

_ bafalos, na IFI.

Os métodos sorolégicos (IFl e ELISA) devem ser utilizados com cautela no
diagnédstico de aborto por N. caninum e a confirmac&o é realizada pela demons-
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tracao do parasita ou do seu DNA no feto, preferencialmente em associacao com
a patologia caracteristica. A maioria das vacas com infeccao natural por .
caninum sao soropositivas quando abortam, e os niveis de anticorpos sao
maximos ou proximos do maximo, indicando que a sensibilidade de diagnéstico
da maioria dos testes é alta quando a amostra de soro é pés-aborto.

Os altos niveis de anticorpos durante a infeccao aguda nao protegem contra o
aborto por N. caninum. Os testes sorolégicos nao devem ser utilizados para
estabelecer o diagndstico definitivo de aborto por Neospora, nas amostras
individuais, porque as vacas clinicamente normais e sem histérico de aborto
podem apresentar titulos elevados de anticorpos (IFl). Raras vezes, no entanto,
as vacas que abortaram um feto infectado por N. caninum nao apresentaram
titulo significativamente elevado no aborto.

A auséncia de anticorpos contra V. caninum em vacas que abortaram poderia
excluir a neosporose como a causa do aborto, no entanto, em fetos de maes
soronegativas foi encontrado resultado positivo para N. caninum, por PCR e
exames histopatoldgicos. A razao para uma soronegatividade persistente desses
animais ainda nao esta definida. O fato de alguns individuos nao serem capazes
de sintetizar anticorpos detectéaveis contra o parasita, por causa da
imunotolerancia inata ou adquirida, poderia explicar os resultados.

O nivel de anticorpos pode estar relacionado com a exposicao do antigeno
(inéculo de N. caninum), e a maior exposicao coincidir com o aborto.

As vacas soropositivas para N. caninum também podem apresentar anticorpos
para outros agentes abortivos, como Leptospira spp., Chlamydia sp. e/ou BVDV.
A causa do aborto em vacas soropositivas para N. caninum pode nao ser o
parasita. Vacas soropositivas podem abortar fetos negativos (PCR), para
neosporose.

O reconhecimento seguro da neosporose, como um problema de aborto em um
rebanho bovino, depende dos métodos de diagnéstico, e somente a sorologia
nao é suficiente para tal.

Independente do teste sorolégico utilizado, os laboratérios devem estabelecer os
titulos, com os soros de referéncia, positivo e negativo. A validacdo de um teste
geralmente é realizada pela comparacao entre os titulos de vacas que abortaram e
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as que nao abortaram, ou pela IFl, como padréao ouro. O ideal é a comparacao
dos soros de bovinos com infec¢do confirmada, pelo isolamento dos parasitas
nos fetos, ou nos bezerros infectados via congénita.

Fetos bovinos e bezerros

Nas amostras de soros de fetos, de bezerros natimortos ou fracos, a sorologia
pode ser utilizada como complemento ou como metodo alternativo do exame
histopatolégico e imuno-histoquimico. A presenca de anticorpos especificos de
N. caninum no soro fetal ou soro pré-colostro de bezerro indica infeccao congé-
nita, porque nao existe transferéncia de anticorpos maternos nos ruminantes
durante a gestacao (Sager et al., 2001).

No diagndstico de aborto por Neospora, varios critérios devem ser considerados
em relagao ao feto, como a idade gestacional, as condicoes post mortem de
autdlise, a presenca de inflamacao disseminada, a observacao de parasitas por
imuno-histoquimica, a evidéncia sorolégica de infeccao e a auséncia de outro
agente patogénico associado ao aborto.

O método de IF| é especlfico para detectar anticorpos contra N. caninum em
fetos (liquidos fetais ou soro), e o titulo de 1:16 pode ser utilizado para melhorar
os resultados da sorologia fetal. Um resultado negativo na IFl ndo descarta a
possibilidade de infecgcao por Neospora, considerando-se os fatores como
imaturidade fetal (soronegativos: fetos com dois a quatro meses); titulo de 1:64
ou o intervalo entre a infecgado e o aborto nao foi suficiente para a formacéao dos
anticorpos. A destruicao das imunoglobulinas por autdlise, a morte do feto na
fase aguda da infecgao e a detecgao de 1gG ao invés de IgM também podem
contribuir para o insucesso da sorologia fetal. O desenvolvimento da resposta
imune nos fetos bovinos ocorre entre quatro e cinco meses de gestacao, assim,
o sorodiagndstico deve ser utilizado principalmente nos fetos bovinos com seis
meses ou mais de idade gestacional.

As amostras de soro de maes soropositivas e de seus bezerros recém-nascidos,
que ndo consumiram colostro, podem ser utilizadas nas estimativas de transmis-
sdo vertical.

Limitacées da sorologia
Os testes soroldgicos sdo Uteis para identificar os soros com niveis moderados a
elevados de anticorpos contra Neospora, como os soros de vacas infectadas e
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com titulos de recrudescéncia da infeccao durante a gestacao; soros de vacas
que abortaram por causa de N. caninum e soros de vacas e de bezerros no
periodo pés-parto. A andlise soroldgica apresenta limitacoes nos casos de titulos
baixos de anticorpos, nas vacas com flutuacao ou queda de anticorpos apés o
parto ou aborto, nas vacas que soro converteram recentemente e nos bezerros

alguns meses apds o parto.

A instabilidade temporéaria da concentracao de anticorpos de N. caninum, em
bovinos adultos, limita a utilizacao da sorologia no diagnoéstico, principalmente
nos casos dos animais soronegativos. O resultado sorolégico negativo da mae
nao exclui a possibilidade de aborto por Neospora.

Os exames sorolégicos sao imprescindiveis a confirmacao do exame clinico, e
indispensaveis nos estudos epidemioldgicos, porém, a sua utilizacao requer o
conhecimento da patogénese e da epidemiologia da doenca. Os aspectos como a
dificuldade em comparar os titulos ou valores de absorbancia de diferentes
laboratérios, a diversidade de antigenos, a urgéncia em caracterizar os soros dos
animais infectados e dos animais nao infectados e a necessidade de um laboraté6-
rio internacional de referéncia no diagnéstico de Neospora devem ser considera-
dos na realizagao dos exames sorolégicos.

Diagndéstico parasitolégico

Os métodos diretos utilizados no diagnéstico e pesquisa de N. caninum sao os
exames histopatoldgico, imuno-histoquimico, o isolamento /n vitro e in vivo, a
deteccao do acido desoxirribonucléico - DNA - do parasita por PCR e a observa-
¢cao dos cistos nos tecidos a fresco (sem coloracao). Em propriedades onde sao
detectados casos de neosporose, com problemas de aborto, o exame
coproparasitolégico para pesquisa de oocistos é realizado para a confirmacao do
papel do cao na transmissao do parasita.

Os exames histopatolégico, imuno-histoquimico e o método da PCR sdo os mais
utilizados para o diagndstico de aborto bovino por N. caninum. A associacao
dessas técnicas de diagndstico com informacdes referentes ao histérico do
rebanho e sorologia da mae aumenta a probabilidade de detectar a infec¢cao por
N. caninum nos fetos bovinos.
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Exame a fresco

A deteccao dos cistos de N. carnum pode ser realizada no exame microscopico
direto. As amostras do cérebro suspeito sao comprimidas em laninas de vidro,
com uma laminula, e examinadas sem coloracao. O tamanho das amostras ¢ de
aproximadamente 2-3 mm'. Na Fig. 6 observa se um cerebro de feto onde foi

isolado N. carvnum por meio de cultivo m vitro.

Rosangela Locatelli-Dittrich

Foto:

Fig. 6. Cérebro de feto bovino onde cepa de Neospora caninum foi isolada. Cérebro

com aspecto e consisténcia normais (seta).

O numero de cistos varia, desde poucos até 20, em uma amostra de 3 mm"'. Na
Fig. 7 pode ser observado em A: cisto de parede espessa em cérebro de camun-
dongo que recebeu uma inoculacao de amostra de cérebro de bezerro suspeito e,
em B: em cérebro de gerbi. Sem coloracao. 1000 X.

A pesquisa de cistos em bovinos, principalmente fetos, é realizada pelo exame
histopatol6gico, em amostras de cérebro e medula espinhal.

Os cistos geralmente sao pequenos (-25 um), e com parede delgada (< 1 um). A
parede espessa (= 1 um) dos cistos foi descrita em caes, camundongos, gerbils e
em bezerros (Gondim et al., 2001).
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Rosangela Locatell-Dittrich

Foto:

Fig. 7. Cistos de Meospora camnum. A - Cisto de parede espesssa (seta) com 31 um
de didmetro, no cérebro de camundongo inoculado com amostras de cérebro de
bezerro. B - Cisto de parede espessa com 33 um de didametro, no cérebro de gerbi/
inoculado com amostras de cérebro de bezerro com neosporose. Sem coloracgao.
1.000 X.

Exame histopatolégico

No diagndstico de infeccao por N. caninum utiliza-se o exame histopatoldgico,
porém, na maioria dos casos, 0s protozodarios estdo em numero muito pequeno
no cérebro, e raramente sdo observados nos cortes histoldgicos corados com
hematoxilina-eosina — HE.

O exame histopatoldgico é realizado a partir de amostras de cérebro e medula
espinhal de bovinos e o niumero de cistos observado € pequeno, principalmente
em fetos. Os cistos geralmente sao pequenos (~25 um) e com parede delgada (<
1 um). Um diagndéstico presuntivo de infeccao por protozoéario pode ser realizado



36

Diagnéstico e controle da neosporose em bovinos

considerando-se as lesdes histoldgicas, e requer a presenca dos resultados
histopatoldgicos compativeis com neosporose.

No cérebro as lesdes podem estar ausentes, nao serem observadas ou considera-
das nao especificas por causa da escassez de lesdes inflamatorias e de cistos. A
auséncia de cistos pode ser explicada pela eliminacao dos parasitas pelo sistema
imunoativo ou pela resposta inflamatoéria dos fetos no terceiro trimestre de

gestacao.

Um diagnéstico presuntivo de infeccao por protozodrio pode ser realizado
considerando-se as lesoes histoldgicas, e requer a presenca dos resultados
histopatolégicos compativeis com neosporose.

As lesoes sugestivas de neosporose (encefalite ndao supurativa, com diferentes
graus de degeneracao dos neurdnios e gliose multifocal) podem ser detectadas
sem a observacao dos parasitas. As lesoes consideradas diagndsticas estao no
cérebro e consistem em focos de infiltrados celulares mononucleares (nao
supurativos), com ocasionais focos de necrose. As outras lesdes sao epicardite
e/ou miocardite nao supurativas, miosite focal ndo supurativa e hepatite portal
nao supurativa, frequentemente com necrose hepatica focal e pneumonia
intersticial ndo supurativa focal.

O exame histopatolégico do feto é utilizado no diagnéstico de aborto por A.
caninum. No entanto, mesmo que as lesGes no cérebro, coracao e figado sejam
sugestivas de neosporose, é necessdria a deteccao por imuno-histoquimica do
parasita.

Exame imuno-histoquimico

O método imuno-histoquimico identifica cistos e taquizoitas de N. caninum em
tecidos fetais e fetos mumificados. O estado de autélise dos fetos mumificados,
porém, diminui a eficiéncia do diagndstico. Os anticorpos especificos de N.
caninum sao utilizados principalmente nos cortes de cérebro, embora os parasi-
tas também sejam encontrados com freqiiéncia no pulmao, rins e midsculos
esqueléticos. |

O método imuno-histoquimico deve ser minucioso, e é necesséria a coloracdo de
varios cortes histolégicos do sistema nervoso central, para encontrar alguns
parasitas. As lesdes histoldgicas e os parasitas podem nao ser detectados nas
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amostras de cérebro de bovinos, porém, o parasita ser isolado em cultivo celular.

Na microscopia 6tica, os bradizoitas de N. caninum podem ser diferenciados dos
taquizoitas pelo método imuno-histoquimico. Os cistos de N. caninum foram
identificados no musculo esquelético de caes e bezerros com infeccao natural,
com dois anti-soros de coelho, sendo um desenvolvido contra taquizoitas da
cepa NC-1, que identifica taquizoitas e bradizoitas de N. caninum, e o outro
desenvolvido contra uma proteina de 7. gondii, a BAG-5, que apresenta uma
forte reacao cruzada com os bradizoitas de N. caninum, mas nao com os
taquizoitas.

Como a espécie-especificidade do anti-soro BAG-5 parece ser baixa, devem-se
excluir as possibilidades de co-infec¢cao com outros parasitas Apicomplexa,
descartando 7. gondii (sorologia e imuno-histoquimica), mas nao Sarcocystis sp.
(bovinos) e Hammondia sp. (caes).

Exame de fezes em caes
No exame de fezes para pesquisa dos oocistos de N. caninum utiliza-se o
método de centrifugo-flutuacao, com uma solucao saturada de acucar.

Os oocistos nao esporulados de N. caninum sao esféricos a subesféricos,
medem 10 a 11 um de diametro e contém um esporonte central. A esporulacao
ocorre em trés dias, e 0s oocistos esporulados contém dois esporocistos, cada
um com quatro esporozoitas. Os oocistos de N. caninum sao semelhantes aos
oocistos de T. gondii, Hammondia hammondi e H. heydorni.

Os oocistos nunca foram observados em caes com infeccao ativa sistémica por
N. caninum, indicando que provavelmente o exame de fezes apresenta pouco
valor na deteccao da doenca.

Isolamento de Neospora caninum
No isolamento de N. caninum, os tecidos infectados sao inoculados em cultivo
celular e/ou em camundongos, imunodeprimidos ou imunodeficientes.

O isolamento e cultivo de N. caninum permite a identificacdo do parasita, a
producao de taquizoitas para testes soroldgicos, a avaliacdo dos taquizoitas as
diferentes drogas, as pesquisas do ciclo de vida e biologia do parasita, as
infeccdes experimentais, nos estudos de adesao e invasado das células hospedei-
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ras e as pesquisas de manipulacao genética do parasita. As diferehtes cepas
isoladas também permitem os estudos de diversidade genética do parasita.

Isolamento In vitro

O cérebro e a medula espinhal de bovinos, dos fetos e bezerros, sao as princi-
pais amostras utilizadas para o isolamento de N. caninum em cultivo celular. As
amostras de tecidos sao removidas para frascos estéreis, sendo processadas e
inoculadas em frascos de Roux, contendo uma monocamada estabelecida de
células. Apds a inoculacao das amostras, os frascos de cultivo sao incubados
em estufa de CO,, na temperatura de 37°C, durante 12 horas. A manutencao
dos cultivos é feita pela substituicao do meio.

As técnicas descritas para o isolamento, cultivo e congelamento de 7. gondii
podem ser empregadas no isolamento de N. caninum, com algumas modifica-
coes, como maior tempo de tripsinizacao do inéculo, a incubacao overnight do
homogeneizado de cérebro na monocamada de células, e a utilizacao de células
da linhagem 87-3 de bovinos.

Os frascos devem ser examinados diariamente em microscopio invertido para
monitorar o isolamento. Na leitura dos frascos, a monocamada de células deve
ser observada quanto a sua integridade, a presenca de efeitos citopaticos, como
orificios e destruicao das células hospedeiras infectadas, e o aparecimento dos
parasitas dentro das células ou livres no meio de cultivo. Os taquizoitas sao
observados em pares ou em grupos, nas células hospedeiras préximas as areas
de rompimento da monocamada. Os protozoarios localizam-se no citoplasma e,
apos romperem as células, aparecem em grupos de quatro a oito parasitas,
ligados pela porcao posterior.

A reproducao de N. caninum em cultivo celular ocorre por divisao binaria e
somente Neospora e Toxoplasma sao mantidos continuamente em cultivo
celular, com passagens seriadas realizadas por inoculacoes dos taquizoitas em
novas células nao infectadas. Ap6s a visualizacao dos efeitos citopéaticos na
monocamada e a observacao dos protozoarios, os cultivos devem ser mantidos
com a substituicao periédica do meio e as transferéncias dos parasitas para
novos frascos de cultivo. As passagens sao realizadas de acordo com a multipli-
cacao dos protozoarios e a infeccao da monocamada de células.

Cepas de N. caninum foram isoladas de fetos e de bezerros. O isolamento do
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parasita a partir de amostras de feto for descrnito no Brasil (cepas BNC/PRZ2 e
BNC/PR3), nos Estados Unidos (cepas BPA1 e BPA2) e na Coréia (KBA-2).
Outras cepas de Neospora foram 1soladas de bezerros, como: BNC/PR1, de
bezerro com cegueira congénita, no Brasil; BPA3 e BPA4, nos Estados Unidos;
JPA1, isolada de um bezerro com infeccao congénita e clinicamente normal, no
Japao; NC-SweB1, de um bezerro natimorto, na Suécia; NC-LivB1, no Reino
Unido; NC-PV1, de um bezerro de 45 dias com sinais neurologicos, na Italia e a
cepa KBA1, de um bezerro recém-nascido, na Coréia (Atkinson et al., 2000).

O i1solamento de N. caninum de vaca adulta ocorreu no Japao, onde a cepa BT-3
foi isolada do cérebro de uma vaca de dois anos, com histérico de abortos
causados por N. caninum. O cérebro foi inoculado em camundongos nude, que
desenvolveram paralisia 46 dias depois, quando foram necropsiados. Os
cérebros dos camundongos foram inoculados em células Vero e os taquizoitas
do parasita observados 39 dias depois. Na Fig. 8 pode ser observada a cultura
dos taquizoitas em células Vero.

Fig. 8. Monocamada de
W células Veto infectada com

Neospora caninum. A - Area

Foto: Rosangela Locatelli-Dittrich

B de infec¢cao do tapete celular,
} com protozorios

® extracelulares em grupo
(seta), isolados e em duplas.
125 X.
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Apds a inoculacao das amostras de bovinos, os primeiros taquizoitas podem ser
observados em diferentes periodos, como apds 15 dias; entre 29 a 34 dias; de
40 a 49 dias e 56 a 60 dias.

Além do maior tempo de isolamento, as cepas de N. caninum isoladas de
bovinos apresentam crescimento lento, durante e ap6s o estabelecimento dos
cultivos. As hipteses como as diferencas na viruléncia dos parasitas, ou na
adaptacao ao cultivo celular, precisam ser determinadas.

O isolamento de N. caninum em camundongos ou cultivo celular é mais dificil do
que o isolamento de 7. gondii, e o crescimento de N. caninum também é mais
lento do que o de 7. gondii em cultivo celular.

A taxa de proliferacao parece variar entre as diferentes cepas de Neospora, e
alguns isolados multiplicam-se mais rapidamente do que os outros. A multiplica-
cao das cepas isoladas de caes é mais rapida do que as de bovinos. Provavel-
mente, a cepa de cao adapta-se mais facilmente ao crescimento em cultivo
celular, mas a razao é desconhecida.

No cultivo /n vitro de N. caninum, somente os taquizoitas foram observados,
contudo, foi demonstrada a expressao de um antigeno especifico de bradizoitas
de N. caninum, em cultivos do parasita, submetidos a condicoes de estresse.

Isolamento in vivo

No isolamento de N. caninum em camundongos, os do tipo BALB/c sao melho-
res do que os Swiss-Webster, principalmente quando o material ndo pode ser
cultivado em células, por causa da contaminacao microbiana (Sawada et al.,
2000).

A inoculacao de cérebro de feto suspeito de infeccdo por N. caninum, em
camundongos imunodeprimidos, e subseqiiente inoculacdo do cérebro do
camundongo em cultivo celular aumentam as chances de obtencao do parasita.
Esse método é utilizado para isolamento de cepas do parasita de amostras de
bovino.

As cepas de N. caninum de caes foram isoladas inoculando-se as amostras em
cultivo celular e em vérios tipos de camundongos, imunodeficientes e
imunodeprimidos com prednisolona.
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No isolamento de N. caninum em camundongos, entre os tipos outbred tratados
com corticoides, BALB/c e KO, os mais susceptiveis sao o KO (y /nterferon
knockout). Os camundongos KO, inoculados via subcuténea - SC - e
intraperitonial — IP — com cérebro de cdao, morreram com neosporose sistémica, e
os taquizoitas foram observados no exudato peritonial.

Neospora caninum nao é patogénico para os camundongos Swiss Webster e
raramente produz infeccao. O tratamento dos animais com 2,5 mg de acetato de
metilprednisolona — MPA -, no dia do in6culo e 21 dias depois, pode aumentar
as chances de os animais desenvolverem sinais clinicos e cistos.

Os gerbils imunocompetentes podem ser utilizados para o isolamento de N.
caninum, a partir de amostras infectadas. Primeiramente, as amostras de cérebro
podem ser inoculadas nos gerbils, e apés trés a quatro meses, seus cérebros,
obtidos na eutanasia, sao processados e inoculados em cultivo celular (Yamane
et al., 1997).

Reacdo da polimerase em cadeia — PCR

A reacdo da polimerase em cadeia — PCR — é uma das técnicas mais importantes
da biologia molecular e representa um grande avanco no diagndéstico de varias
doencas, pela amplificacao de segmentos especificos do DNA. O método é
utilizado para detectar o DNA de diversos patégenos, e durante os ultimos anos
vem se destacando como metodologia para pesquisa e diagndstico de
protozodarios como 7oxoplasma e Neospora (Pitel et al., 2001). .

A caracterizacao molecular de N. caninum visou, inicialmente, a taxonomia, e
atualmente a PCR pode ser usada como método diagndstico de neosporose (Fig.
9) (Locatelli-Dittrich, 2002).

Por causa das dificuldades de diagnéstico da neosporose, tais como a falta dos
sinais clinicos e o reduzido nimero de parasitas, as técnicas de PCR estdo sendo
desenvolvidas e utilizadas aliadas aos exames histopatolégico e imuno-
histoquimico para aumentar a probabilidade de diagnéstico da doenca.

A PCR, com a deteccao do DNA de N. caninum em tecidos de fetos, bezerros,
bovinos adultos e em placentas, pode ser um método diagnéstico, contudo, a
técnica nao é rotina por causa do seu custo elevado e dos problemas técnicos
associados com a deteccdao do DNA em cérebros de fetos autolisados. As outras
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desvantagens da PCR sao o tempo, equipamentos e experiencias necessarias na

realizacao das tecnicas.

Locatelh-Dittrich

Rosangela

Foto:

-
.
i

Fig. 9. Produtos da PCR obtidos com diferentes cepas de Neospora cannum, usando
primers Np21 e Np6. Marcador molecular de 1 kb. NC-1 e NC-2 = cepas de referén-
cia de N. caninum;, EQNC/PR e EQNC/PR2 = cepas de N. caninum isoladas de

equinos; RH = cepa de referéncia de T7Toxoplasma gondir, célula Vero.
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As pesquisas demonstram uma boa correlacao entre os resultados positivos da
PCR, em fetos bovinos, e a presenca de anticorpos de N. caninum nas maes
(Pitel et al., 2001).

Neospora caninum poderia induzir o aborto sem invadir o feto, contudo, os
exames por PCR, de placentas e os respectivos fetos abortados, demonstraram
DNA deste parasita somente nas placentas dos fetos que também resultaram

positivos.

Apesar dos progressos da PCR na deteccao de Neospora, existem poucas
avaliacoes da sua aplicacao no diagnostico da infeccao em bovinos, e atualmente
a PCR ainda ¢ utilizada em poucos laboratérios como método diagnostico e de
pesquisa. Existe uma tendéncia para que o método aumente de maneira significa-
tiva a deteccao segura e a identificacao espécie-especifica do parasita ou do seu
DNA, respectivamente, nas amostras de cérebro ou placenta. O emprego da PCR
esta aumentando nos laboratoérios de diagnostico da neosporose e principalmente
associado aos resultados histopatologicos, porem, pode ocorrer uma baixa
concordancia entre a PCR e 0 exame histopatolégico, por causa das diferencas
na obtencao das amostras (origem e tamanho) para os exames, 0 pequeno
nuamero e a distribuicao dos parasitas, e a metodologia.

A definicao do método diagndstico de neosporose necessita de estudos adicio-
nais para quantificar as caracteristicas operacionais dos testes e para padronizar a
metodologia das amostragens.

Diagnéstico Diferencial

A confirmacao de infeccao por N. caninum é necessaria pelos métodos imuno-
histoquimico ou por PCR, para diferenciar de Sarcocystis sp. e de Toxoplasma
gondii, que podem causar lesoes similares em fetos.

Nos casos de aborto e morte perinatal, além da neosporose, as doencas como
brucelose, campilobacteriose, tricomoniase, leptospirose, IBR, BVD e clamidiose
devem ser pesquisadas.

43
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Controle

N3o existem ainda métodos efetivos para o controle da neosporose bovina. As
praticas de manejo do rebanho sdo utilizadas para tentar eliminar ou reduzir a
infeccdo e os prejuizos causados por Neospora caninum.

A estimativa de prevaléncia da infeccao no rebanho € o passo inicial para
selecionar as estratégias de controle do aborto por neosporose. O descarte, por
exemplo, pode ser feito se a prevaléncia da doenca for baixa, mas nao e econo-
micamente viavel nos rebanhos com prevaléncia elevada. Uma estimativa da
prevaléncia pode ser obtida com o exame sorolégico de um grupo de 30 a 50
vacas em lactacao, selecionadas ao acaso, dependendo do tz?manho do rebanho.

A presenca de N. caninum em um feto pode indicar a prevaléncia da infeccao no
rebanho, e ndo necessariamente a causa do aborto. O exame sorolégico de vacas
com e sem histérico de aborto pode ser usado para avaliar se os abortos em um
rebanho podem ser atribuidos a neosporose. Se o parasita contribui para os
abortos, a proporcao de vacas soropositivas e com histérico de abortos sera
significativamente maior que a de vacas soropositivas sem aborto. Se a taxa de
soropositividade nao for significativamente maior para as vacas com aborto, nao
existem evidéncias para a infeccao por Neospora no rebanho. O exame
soroldgico pode evitar que o produtor compre problemas, impedindo a introdu-
cao de animais contaminados.

O exame soroldgico também pode estimar a extensao da infeccao congénita,

com as amostras pré-colostrais.

A presenca de N. caninum nos rebanhos de bovinos implica em adotar medidas
de controle da doenca. A recomendacao para animais soropositivos é o descarte
de modo gradativo, evitando prejuizos econdmicos na producao. Os animais
soropositivos e os seus descendentes ndo devem ser mantidos na reproducao,
para evitar a transmissao vertical do parasita no rebanho. Dependendo da
prevaléncia da doenca no rebanho, essa pratica pode ser economicamente
invidvel.

A utilizacao de animais soronegativos para reposicdo do rebanho também é uma
medida importante para controlar a neosporose. Uma medida indicada para evitar
a transmissao vertical de-N. caninum em bovinos é a transferéncia de embrides
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em vacas soronegativas, utilizando as técnicas da Sociedade Internacional de

Transferéncia de Embrides (Baillargeon et al., 2001).

O risco de transmissao horizontal de N. caninum deve ser reduzido quando for
utilizado o descarte seletivo (Dubey, 1999}, mas, na pratica, tal medida é dificil
de ser adotada. O descarte seletivo de animais infectados e a prevencao do
acesso dos caes aos fetos, placentas e carne crua sao as medidas mais citadas
para o controle da neosporose, por causa da auséncia de uma vacina efetiva
(Reichel, 2000).

O cao foi identificado como o hospedeiro definitivo de N. caninum, porém outros
hospedeiros também podem estar envolvidos. Além disso, mesmo que se
erradiquem os caes de uma fazenda, ainda ha o risco do aparecimento de caes da
vizinhanca na propriedade.

Estratégias para o controle da infeccao congénita
Reducao da infeccao no rebanho por meio do descarte das
vacas infectadas

A maioria das vacas infectadas produz bezerros infectados e a infeccao congéni-
ta parece permanecer no rebanho por muito tempo. Se a sorologia inicial de uma
amostragem de vacas indicar uma baixa prevaléncia para justificar o descarte, as
témeas remanescentes do rebanho devem ser avaliadas e as vacas positivas
descartadas. Uma opcao mais gradativa de controle seria realizar os exames
soroldgicos das maes e filhas de vacas que abortaram. O estado soroldgico de
uma vaca pode ser associado a outros critérios para justificar o descarte, como
diminuicao de producao, outras doencas, como mastites, problemas de casco,
entre outros.

Renovacdo do rebanho com fémeas soronegativas

A infeccao congénita também pode ser reduzida utilizando somente fémeas
soronegativas na reposicao, que poderia incluir novilhas nascidas de maes
infectadas, porém com sorologia negativa.

Os rebanhos que realizam transferéncia de embridao deveriam utilizar somente
receptoras soronegativas, e uma novilha procedente de transferéncia de embrido
nao deve ser adquirida se a receptora for soropositiva. Comparada ao descarte, a
reposicao do rebanho com animais soronegativos representa uma alternativa de
menor custo para a eliminacao da infeccao em médio prazo (Baillargeon et al.,

2001).
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Estratégias para o controle da transmissao horizontal
Prevenir a contaminacao de caes, pela remocao de tecidos infectados, como
placentas, fetos e carcassas de bezerros, que serviriam de fonte de infeccao para
0s caes, e evitar o acesso dos caes a carne crua constituem estratégias importan

tes para o controle da transmissao horizontal.

E preciso também evitar a contaminacéao de bovinos por oocistos eliminados
pelos caes, reduzindo as possibilidades de contato dos bovinos com as fezes de
caes. Isto é possivel diminuindo o numero de caes convivendo no rebanho,
protegendo locais de armazenamento de alimento e de agua, removendo as fezes

dos caes de locais como os cochos e bebedouros.

Deve-se também evitar o contato das vacas com fetos e placéntas, para impedir
a placentofagia. Em rebanhos leiteiros isto poderia ser feito com a separacao dos
animais no momento do parto.

Tratamento para neosporose

Nao existem ainda medicamentos antineospora efetivos para o tratamento em
bovinos. Varias drogas, como decoquinato, depudecin, toltrazulril, ponazuril,
artemisinina e os extratos de ervas tém sido utilizados /in vitro (cultivo celular) ou
in vivo (camundongos), porém, em bovinos nao ha ainda a comprovacao da

eficiéncia e de sua aplicacao a campo.

O tratamento quimico apresenta algumas limitacoes, como o desenvolvimento de
resisténcia do parasita as drogas, os riscos para a saude humana no consumo de
carne ou de leite com residuos quimicos e a possibilidade de contaminacéo
ambiental.

O tratamento por quatro semanas com trimetoprim + sulfadiazina (15 mg/kg 2
x dia) e pirimetamina (1 mg/kg 1 x dia) tem sido utilizado em caes com
sintomatologia nervosa, porém os resultados sdo inconsistentes.

Imunizacao

Considerando as limitacdes das medidas citadas anteriormente, uma estratégia
de controle da neosporose é a imunizacdo dos animais do rebanho (positivos e
negativos) por meio da vacinacdo. As vacas infectadas por N. caninum podem
desenvolver uma imunidade protetora que pode evitar a transmissao congénita e
0 aborto, portanto, em um futuro préximo a imunoprofilaxia poderéa ser uma
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ferramenta viavel de controle da doenca. Esta tem como principal objetivo reduzir
os abortos causados por N. caninum. Embora a prevencao do aborto represente
uma meta importante para justificar a vacinacao, o objetivo principal para o
controle da doenca é prevenir a transmissao vertical do parasita.

Recentemente foi lancada nos EUA e Nova Zelandia, a vacina Bovilis Neoguard,
a primeira e unica aprovada pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos - USDA - como auxiliar na reducao dos abortos causados por N.
caninum. Essa vacina é composta de protozodarios inativados, sendo, portanto,
segura para utilizacao em vacas sadias, prenhes, e apresenta reacao local
minima.

Inimeros trabalhos de campo (EUA, Costa Rica, México, Brasil e Nova Zelandia)
tém mostrado sua seguranca e eficacia, comprovando ser a Unica alternativa
vidvel para o controle da neosporose, e que esta ao alcance de técnicos e
produtores.

Os resultados da vacinacao em um ensaio de campo realizado em uma fazenda
em Minnesota, EUA, com alto desafio, com um rebanho de 120 vacas em
lactacao, com 48% de animais soropositivos e com abortos entre quatro e sete
meses de gestacao, mostraram uma reducao de 16,7 % de aborto para 1,9%
apos o primeiro ano de vacinacao.

Trinta e seis vacas prenhes foram observadas em um experimento com vacina-
cao nos Estados Unidos mostrando uma protecao significativa com relacéo a
abortos (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado do desafio experimental com vacina contra Neospora
caninum em novilhas prenhes nos Estados Unidos.

N2 novilhas prenhes | 18 18
N2 de abortos | 0 41
Taxa de aborto (%) 0 22
Ne de natimortos e bezerros mortos até 24 horas pds-nascimento 0 3

Ne de bezerros saudaveis 18 11

MPpP<O,05
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A vacina deve ser aplicada em duas doses, com intervalo de trés a quatro
semanas, a partir da confirmacao da prenhez, devendo ser realizada o mais cedo
possivel. A revacinacdo com duas doses nas gestacoes subsequentes € reco-
mendada para se obter a maxima protecao.

Os titulos vacinais e de infeccao nao permitem a diferenciacao entre animais
vacinados e contaminados. Assim, a imunizacao nao € compativel com a
estratégia do exame e descarte dos animais soropositivos.
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