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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia de bovinos leiteiros soropositivos para
Neospora caninum e a associacdo com alteragdes reprodutivas. Para isso, foram obtidos soros
de 94 fémeas bovinas de 19 propriedades localizadas na Mesorregiao do Sudoeste do Parana e
coletados dados referentes a eficiéncia reprodutiva. Empregou-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta para a pesquisa de anticorpos anti-N. caninum e utilizaram-se os
testes Qui-quadrado e Exato de Fisher para andlise dos resultados. Detectou-se que a
soroprevaléncia de N. caninum foi de 24%, com 23 animais positivos. Os titulos de anticorpos
variaram entre 25 e 400. Dentre os animais positivos, 61% apresentavam problemas
reprodutivos. O principal problema reprodutivo apresentado pelas fémeas bovinas
soropositivas foi o retorno ao cio, seguido de abortamento, demonstrando que a neosporose
bovina tem implicacdes sobre os pardmetros reprodutivos em bovinos leiteiros com grande
impacto econdmico sobre a criacao.

Palavras-chave: Neospora caninum, bovino, abortamento, repeticdo de cio, investigacdo
diagnéstica.

SEROLOGICAL EVALUATION FOR Neospora caninum IN FARMS WITH DAIRY
CATTLE SHOWING REPRODUCTIVE ALTERATIONS

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the frequency of dairy cattle seropositive to Neospora
caninum and investigates their association with the reproductive problems. Serum samples
were obtained from 94 cows from 19 farms located in the middle region of the Southwest of
Parand and data were collected regarding the reproductive efficiency. Indirect
immunofluorescence reaction for the detection of N. caninum were applied and used the chi-
square and Fisher exact test to analyze the results. Of the total samples, it was obtained a
prevalence of 24%, with 23 positive animals. The antibody titers ranged from 25 to 400.
Among the positive animals, 61% had reproductive problems. The main reproductive problem
presented by the female bovine positive was the return to estrus, followed by abortion,
showing that the bovine neosporosis has implications for the reproductive parameters in dairy
cattle with great economic impact on the creation.

Keywords: Neospora caninum, bovine, abortion, return to estrus, diagnostic investigation.
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EVALUACION SEROLOGICA DE Neospora caninum EN PROPIEDADES DE
BOVINOS LECHEROS CON ALTERACIONES REPRODUCTIVAS

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la frecuencia de bovinos lecheros seropositivos a
Neospora caninum y su asociacién con alteraciones reproductivas. Para esto, fueron obtenidos
sueros de 94 hembras bovinas de 19 propiedades de la region del suroeste Paranaense y
fueron colectados datos referentes a su eficiencia reproductiva. Fue utilizada
imunofluorescencia indirecta para la identificacion de anticuerpos anti-N. caninum y para el
andlisis de los resultados, las pruebas de Chi-cuadrado de Fisher. Se detecté una
seroprevalencia de 24% para N. caninum, con 23 animales positivos. Los titulos de
anticuerpos variaron entre 25 y 400. Entre los animales positivos, 61% presentaron problemas
reproductivos. El principal problema reproductivo presentado por las hembras bovinas
seropositivas fue el retorno al celo, seguido de aborto, lo que demuestra que la neosporosis
bovina afecta los pardmetros reproductivos en los bovinos lecheros con gran impacto
econdémico sobre la crianza.

Palabras claves: Neospora caninum, bovino, aborto, repeticion de celo, diagndstico.
INTRODUCAO

A neosporose bovina é uma enfermidade amplamente disseminada pelo mundo e que
tem sido associada a casos de abortamento esporadico, endémico e epidémico em bovinos,
causando perdas econdmicas considerdveis (1, 2). Nao ha estudos estimando as reais perdas
da pecudria bovina leiteira sobre os danos agregados a neosporose. O impacto econdémico
depende, além do valor dos fetos abortados, dos custos indiretos com assisténcia veterinaria e
testes diagnésticos, aumento do tempo de lactacdo e do intervalo entre partos, queda na
producdo de leite e descarte de animais (3, 4).

A transmissdo vertical € a principal forma de disseminacdo de N. caninum em bovinos e
o abortamento € o sinal clinico mais evidente. Porém, a patogenia desta enfermidade nos
bovinos é complexa e ainda ndo € totalmente esclarecida uma vez que alguns animais tém
abortamento e outros ndo (1). Nos animais infectados naturalmente, a imunidade adquirida
contra a infeccdo antes da gestacdo ndo € suficiente para prevenir a transmissao
transplacentdria de N. caninum para o feto. Varios estudos usando testes soroldgicos
demonstraram que fémeas soropositivas abortam mais do que as fémeas soronegativas (3, 4).
De grande importancia epidemioldgica sdo as fémeas infectadas verticalmente, pois estas
possuem um risco maior de apresentar abortamento comparado aquelas nascidas de maes
soronegativas, mantendo o agente no rebanho por geragdes (5).

Dentre os métodos diagndsticos que tém sido empregados para deteccdo da infecg¢do por
N. caninum, estao os testes soroldgicos que t€m contribuido para prover informagdes sobre a
epidemiologia da neosporose bovina. No Brasil, foi relatada uma relacdo entre a presenca de
anticorpos contra N. caninum e o histérico de abortamento no Estado de Pernambuco (6) e no
Noroeste do Estado do Parand (7). Entretanto, Ogawa et al. (8) ndo observaram nenhuma
associacdo entre soropositividade e abortamentos em rebanhos leiteiros oriundos também da
regido Noroeste do Parand. Diante do exposto, verifica-se a importancia de mais estudos
epidemiolégicos que permitam conhecer melhor a patogenia da neosporose bovina,
principalmente suas implicagdes na performance reprodutiva de bovinos leiteiros. O objetivo
deste estudo foi avaliar a soroprevaléncia de anticorpos para N. caninum e verificar a
associacdo desta enfermidade com pardmetros reprodutivos em fémeas bovinas.
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MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto a novembro de 2010 foram amostradas aleatoriamente dezenove
propriedades leiteiras, com sistema semi-intensivo, situadas no Municipio de Vere,
Mesorregido do Sudoeste do Parand, Brasil para coleta de amostras de sangue e pesquisa de
anticorpos anti-N. caninum. Em cada propriedade foram coletadas amostras de sangue de 10%
das vacas em producdo. Os animais foram amostrados ao acaso, totalizando 94 fémeas
bovinas da raga holandesa, girolanda ou jersey. As amostras foram centrifugadas a 1650g por
10 minutos, congeladas a - 20°C e em seguida foram encaminhadas para o Laboratério do
Nicleo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO) do Departamento de Higiene Veterindria e
Satde Publica da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Botucatu, Sido Paulo. Empregou-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a pesquisa de anticorpos anti- N. caninum, segundo
Dittrich (9). A cepa NC-1 de N. caninum mantida in vitro foi usada como antigeno. O
conjugado usado foi um anti-IgG bovino e o ponto de corte utilizado foi a dilui¢ao 1:25. Para
a titulagdo, foram realizadas dilui¢des em dobro: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. Nos casos
de ocorréncia de reacdo na ultima dilui¢do testada, as amostras foram submetidas a novas
diluicdes, para obtencdo do titulo final. Os resultados foram analisados pelo teste de Qui-
quadrado e o teste Exato de Fisher.

As propriedades utilizavam o sistema de monta natural como forma de reproducdo e,
segundo os proprietdrios, mantinham programa de vacinagao contra leptospirose, rinotraqueite
infecciosa bovina, diarreia viral bovina e brucelose. Em cada propriedade foi aplicado um
questiondrio para obter informacdes sobre parametros reprodutivos dos animais avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anticorpos contra N. caninum foram encontrados em 24% das fémeas bovinas,
pertencentes a treze das dezenove propriedades estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia absoluta, frequéncia relativa e intervalo de confianca dos resultados da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos anti-Neospora
caninum em soros de bovinos.

Intervalo de

RIFI Frequéncia absoluta Frequéncia relativa Confianca 95%
Negativos 71 75,50 65,50 — 83,80
Positivos 23 24,50 16,20 — 34,40
Total 94 100,00 -

Nesse estudo, utilizou-se a RIFI para detectar a presenca de anticorpos para N.
caninum em bovinos, pois estudos epidemioldgicos em diversos hospedeiros tém
demonstrado que este teste apresenta uma alta sensibilidade para N. caninum e uma baixa
ocorréncia de reacdo cruzada entre N. caninum e Toxoplasma gondii (10, 11). Os titulos de
anticorpos variaram entre 25 e 400 (Tabela 2).
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Tabela 2. Frequéncia absoluta, frequéncia relativa e intervalo de confianca dos resultados da
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), segundo o titulo, para detec¢dao de anticorpos
anti-Neospora caninum em soros de bovinos.

Titulos de Frequéncia Frequéncia Intervalo de confianca
anticorpos absoluta relativa 95%
Negativos 71 75,5 65,5 — 83,8

25 6 6,4 24-134

50 10 10,6 5,2-18,7

100 4 4,3 1,2-10,5

200 2 2,1 0,3-7,5

400 1 1,1 0,0-5,8

Total 94 100,0 -

Estes resultados corroboram com os encontrados por Camillo et al. (12) que
constataram uma prevaléncia de 24% de neosporose bovina na Mesorregido do Sudoeste
Paranaense, isto €, na mesma regido onde se realizou este estudo.

Entretanto, resultados de outros dois estudos realizados, também no Estado do Parana,
divergem dos reportados aqui. Em um desses estudos, Santos et al. (7) constataram uma
prevaléncia bem menor de fémeas infectadas (14%). Os autores utilizaram a RIFI para
deteccao de anticorpos contra N. caninum, porém estipularam um ponto de corte > 200. No
segundo estudo, Marques et al. (13) observaram que 15% das fémeas bovinas de corte
estudadas eram soropositivas para N. caninum, mas a deteccdo dos anticorpos foi feita por
outra técnica soroldgica, o teste ELISA.

Outro fator importante que deve ser considerado na anélise dos estudos de prevaléncia
da neosporose bovina € que existem evidéncias de que essa enfermidade € mais prevalente
nos bovinos leiteiros do que nos bovinos de corte (14). Isso justifica a maior prevaléncia da
neosporose bovina encontrada neste estudo quando comparada com a prevaléncia obtida por
Marques et al. (13). Portanto, para a avaliagdo de estudos sobre a soroprevaléncia de N.
caninum deve-se ter cautela, levando em consideracdo a raca, o teste sorolégico empregado e
o ponto de corte usado para se estimar a prevaléncia da neosporose bovina.

Alteragdes reprodutivas foram observadas nos animais soropositivos para N. caninum
(Tabela 3). As principais alteragdes foram retorno ao cio (Tabela 4) e abortamento (Tabela 5).

Tabela 3. Associagdo entre os resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos, e o relato de problemas

reprodutivos.
Ocorréncia de problemas reprodutivos Negativo Positivo Total
N % N % N %
Nao 59 952 3 48 62 66,7
Sim 12 38,7 19 61,3 31 33,3
Total 71 76,3 22 2377 93 1000

N= Numero; %=Porcentagem

Alteragdes reprodutivas tém sido associadas a neosporose bovina em vdrios estudos. O
abortamento é considerado o principal sinal clinico desta enfermidade, mas morte embriondria
e mumificacdo fetal também foram reportadas (15, 16). O abortamento é definido como a
interrup¢do da gestacdo durante o periodo fetal, que se inicia apds 42 dias de gestacdo e se
encerra no término da gestacdo dos bovinos. Antecedendo este periodo, ocorre o periodo
embriondrio que se inicia na concepg¢do e termina nos estdgios finais da diferenciacdo sexual,
por volta de 42 dias na espécie bovina (5). A morte que ocorre no periodo embrionario
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ocasiona a regressao funcional e estrutural do corpo liteo. Esse evento fisiol6gico determina o
inicio de um novo ciclo estral, e o animal manifesta o cio novamente (17).

Tabela 4. Associagdo entre os resultados da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos, e o relato de retorno ao
cio.

Repeticdo de cio Negativo Positivo Total
N % N % N %
Nio 64 91,4 6 8,6 70 75,3
Sim 7 30,4 16 69,6 23 24,7
Total 71 76,3 22 23,7 93 100

N= Numero; %=Porcentagem

Tabela 5. Associagdo entre os resultados da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos, e o relato de
abortamentos.

Ocorréncia de abortamento Negativos Positivos Total

N % N % N %
Nio 66 80,5 16 19,5 82 88,2
Sim 5 45,5 6 54,5 11 11,8
Total 71 76,3 22 23,7 93 100

N= Numero; %=Porcentagem

De acordo com os resultados obtidos neste estudo estdo Andreotti et al. (16) que
concluiram que h4d uma significante correlacio entre ndo-concep¢do e a presenca de
anticorpos anti-N. caninum em bovinos. Macaldowie et al. (18) relataram que N. caninum
pode ser responsdvel pela morte embriondria na fase inicial da gestacdo, causando um
aumento do indice de retorno ao cio nos animais. Além disso, Kamga-Waladjo et al. (2)
verificaram que vacas infectadas por N. caninum requerem um nimero maior de inseminagdes
para conceberem do que as soronegativas, indicando que a morte embriondria pode ocorrer
em fémeas bovinas infectadas por N. caninum.

Neste estudo, constatou-se também uma associacao entre soropositividade e o histérico
de abortamento. Dentre as seis fémeas soropositivas que apresentaram abortamento, quatro
delas apresentaram no primeiro trimestre de gestacdo e outras duas, no segundo trimestre.
Lopez-Gatius, Pabon e Almeria (5) relataram que a probabilidade de ocorrer o abortamento
em fémeas soropositivas € 19% maior em relacio aquelas soronegativas, contudo, verificaram
que o abortamento ocorreu principalmente no segundo trimestre de gestagao.

Semelhante ao que ocorre com Toxoplasma gondii, a chance de ocorrer a transmissao de
N. caninum para o feto aumenta com o tempo da gestacdo, mas N. caninum pode também ser
responsavel pela morte fetal no inicio da gestacdo resultando em problemas de fertilidade e
retorno ao cio nas fémeas bovinas (19). No primeiro trimestre da gestagdao o feto bovino é
incapaz de responder imunologicamente contra N. caninum € por esta razao ele é vulneravel a
infec¢do pelo parasita e sua sobrevivéncia pode tornar improvavel (20), o que justifica o
retorno ao cio e o abortamento observado nas quatros fémeas bovinas estudadas.

Em torno de 100-150 dias, o feto comeca a tornar capaz de reconhecer antigenos e
produzir uma resposta imunoldgica contra N. caninum, no entanto, esta resposta pode ndo ser
efetiva contra o parasita e o feto pode morrer durante a infec¢ao, resultando em abortamento
neste periodo, como verificado nas duas fémeas analisadas. Somente no terceiro trimestre da
gestacdo o feto é capaz de produzir uma resposta efetiva contra o parasita. Desta forma, a
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maioria das transmissdes neste periodo resulta no nascimento de bezerros clinicamente sadios,
mas persistentemente infectados (19).

Outro fator importante que pode ter contribuido para o maior nimero de abortamentos
no primeiro trimestre observado neste estudo é que durante o primeiro trimestre de gestacao, a
fémea bovina produz baixos niveis de progesterona. Altos niveis de progesterona sao
detectados apds 150 dias de gestacdo e estdo relacionados a indug¢do de uma resposta imune
Th2 com produg¢do de citocinas, como interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e
interleucina-10 (IL-10) que garantem o desenvolvimento do feto e a manutencao da gestagcdo
(19, 20).

Conclui-se que a neosporose bovina pode ter implicagdes negativas sobre os parametros
reprodutivos de bovinos leiteiros causando retorno ao cio e abortamento, principalmente no
primeiro trimestre da gestacdo. Porém, € necessario realizar uma triagem soroldgica nas
propriedades avaliadas para as outras enfermidades como leptospirose, rinotraqueite
infecciosa bovina, diarreia viral bovina e brucelose, pois estas também causam alteracoes
reprodutivas em bovinos, para que se possa inferir corretamente sobre a participacdo de N.
caninum em alteracdes reprodutivas da populagdo estudada.
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