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RESUMO

Visto que a neosporose ¢ de suma importancia para a pecudria nao s6 brasileira, mas
mundial varios trabalhos foram realizados a fim de verificar a ocorréncia e a prevaléncia da
doenca no rebanho. E uma doenga infecciosa que vem se destacando como um importante
causador de problemas reprodutivos, onde se observa um aumento na ocorréncia de abortos e
mortalidade neonatal. Causada por um protozodrio intracelular obrigatdrio, que acomete ndo sé
os bovinos, mas outras espécies também. Tem como seu principal hospedeiro definitivo os
canideos, com destaque para o cdo doméstico, que vive em ambiente rural. Neste trabalho
fizemos a utilizagdo do kit ImmunoComb portatil DOT-ELISA para detectar anticorpos IgG
em soro bovino e verificar a ocorréncia do protozoario Neospora caninum nas vacas leiteiras
da fazenda Experimental da Universidade Federal de Uberlandia. O kit possuia 30 testes a
serem usados de forma individualizada. Como resultado tivemos que 23,4% (7/30) das fémeas
testadas apresentaram anticorpos IgG de Neospora caninum. Com a utilizagao desse teste e caso
fosse necessario averiguar anotagdes reprodutivas do rebanho, teriamos o controle ou até
mesmo explicagdes por possiveis ocorréncias de aborto, repeticdes de cio e / ou entrada de cio
antecipado por algum animal, acontecido em um periodo anterior a realizacdo do teste. Com
esses dados, se teria um norteamento em quais manejos seriam necessarios realizar alteragdes
na fazenda, para assim evitar perdas de bezerros, ou entdo a permanéncia de animais infectados,
pois isso nos levaria a uma contaminagdo em massa do rebanho visto que os sinais clinicos
apresentados pelos animais nos fazem relacionar a outras doengas reprodutivas e isso levaria a
uma queda de producdo e um aumento significativo nos custos da cria¢do, principalmente
aqueles relacionados a sanidade animal.

Palavras- chave: aborto, kit, neosporose, protozoario, rebanho.



ABSTRACT

Since neosporosis is of paramount importance for livestock, not only in Brazil, but
worldwide, several studies were carried out in order to verify the occurrence and prevalence of
the disease in the herd. It is an infectious disease that has been highlighted as an important cause
of reproductive problems, where there is an increase in the occurrence of abortions and neonatal
mortality. Caused by an obligate intracellular protozoan, which affects not only cattle, but other
species as well. Its main definitive host is canids, especially the domestic dog, which lives in a
rural environment. In this work, we used the ImmunoComb portable DOT-ELISA kit to detect
IgG antibodies in bovine serum and verify the occurrence of the protozoan Neospora caninum
in dairy cows at the Experimental farm of the Federal University of Uberlandia. The kit had 30
tests to be used individually. As a result, 23.4% (7/30) of the females tested had Neospora
caninum IgG antibodies. With the use of this test and in case it was necessary to verify the
herd's reproductive notes, we would have control or even explanations for possible occurrences
of abortion, repetitions of estrus and / or early estrus entry by an animal, which happened in a
period prior to the performance of the test. test. With these data, we would have a guide in
which managements would be necessary to make changes on the farm, in order to avoid loss of
calves, or else the permanence of infected animals, as this would lead to mass contamination of
the herd, since the clinical signs presented by animals make us relate to other reproductive
diseases and this would lead to a drop in production and a significant increase in breeding costs,
especially those related to animal health.

Key- Words: abortion, flock, kit, neosporosis, protozoan.
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1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca por seu papel fundamental na produgao de bovinos com finalidade
de corte e produgao de leite, sendo estes os segmentos de maior importancia para a exportacao
nacional. No ano de 2020 a produgao brasileira de carne cresceu cerca de 1,5% e foi observado
um aumento no rebanho, que chegou a 218,2 milhdes de cabegas (IBGE, 2022). As boas
condi¢des de sanidade dos animais, principalmente no que diz respeito as caracteristicas
reprodutivas das fémeas sao fundamentais para a manutencao da produtividade do rebanho.
Entre as doengas que afetam diretamente o trato reprodutivo dos bovinos € cuja transmissao se
da de forma congénita esta a neosporose, que interfere no ciclo reprodutivo das vacas (ALFIERI
etal., 2017).

As doengas parasitarias e infecciosas sdo responsaveis por causar alteracdoes de ordem
reprodutiva, com manifestacdes que incluem reabsor¢des embrionarias e abortos recorrentes,
influenciando diretamente na produ¢do e no lucro do produtor, que muitas vezes faz altos
investimentos em biotecnologias reprodutivas e ndo obtém retorno em taxas de nascimento
satisfatorias (LOPES et al., 2022).

A neosporose ¢ uma doenca infecciosa que vem se destacando como um importante
causador de problemas reprodutivos, onde se observa um aumento na ocorréncia de abortos e
mortalidade neonatal no rebanho. Esta doenga ¢ considerada atualmente como uma das
principais causas de falhas reprodutivas, gerando impacto sanitario e prejuizo econdémico nao
s6 no Brasil, mas também na bovinocultura mundial (CAMPOS; DUTRA, 2021).

A principal manifestacdo clinica dessa doenca em bovinos € o aborto, que ocorre
geralmente entre o quinto e o sexto més de gestagdo (MEGID et al., 2016). Vacas infectadas
podem apresentar em repeti¢do de cio, com intervalos regulares ou irregulares, gestacdo a termo
com bezerros natimortos, nascimento de animais fracos e inviaveis, e nascimento de bezerros
com manifestagdes clinicas neuroldégicas (MALDONADO RIVERA et al., 2020).

Ressalta-se que ndao ha um tratamento eficaz para a enfermidade, somente controle da
introducdo da infec¢do com a realizag@o de testes diagndsticos, atestados negativos da doenca
de animais oriundos de outras propriedades e ado¢ao de praticas de manejo que interrompam o
ciclo de transmissao do N. caninum (ZANATTO et al., 2019).

Devido a neosporose na espécie bovina apresentar manifestagdes clinicas inespecificas
e perdas produtivas significativas, torna-se desafiador e fundamental a identifica¢do de animais
soro reagentes em levantamentos epidemioldgicos, a fim de se evitar e controlar a doenga. Desta

forma, objetivou-se determinar a presenca de anticorpos IgG de Neospora caninum em



amostras de soro de bovinos leiteiros, na fazenda Experimental do Campus Gléria no municipio

de Uberlandia-MG, empregando o kit portatil DOT-ELISA.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A neosporose tem como agente etioldgico, o protozoario Neospora caninum. Trata-se
de um protozoario intracelular obrigatorio, que acomete como hospedeiros intermediarios, os
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, felinos, cervideos e bubalinos; e definitivos, representados
pelos canideos, com destaque para o cao doméstico, no ambiente rural (MEGID et al., 2016).

A transmissdo desse agente se da basicamente por duas maneiras, a transmissao
vertical e horizontal. Na forma horizontal, trata-se de uma transmissao em que os hospedeiros
intermediarios sao infectados por ingerem os oocistos esporulados do hospedeiro definitivo no
ambiente, enquanto a vertical, pode ocorrer pela transmissao enddgena, pelo recrudescimento
da infeccdo, com reativacao de bradizoitos maternos durante o periodo gestacional, ou exdgena,
via hematogénica-uterina de maes recém infectadas. Vale destacar a importancia da transmissao
transplacentaria endégena na manuten¢ao da doenga no rebanho, uma vez que, cerca de 95%
das vacas soropositivas irdo abortar ou gerar bezerros soropositivos (DINIZ et al., 2019;
TOOLAN, 2003).

O Neospora caninum foi descrito primeiramente em cdes por Dubey et al. (1988),
causando uma doenga neuromuscular (Dubey; Lindsay, 1996). Este parasito tem sido também
associado como uma das principais causas de aborto bovino, podendo ainda interferir na
producao leite e na produtividade do rebanho (Dubey 1999).

Os primeiros relatos de infec¢do por Neospora caninum no Brasil foram em 1996, no
Mato Grosso do Sul, em bovinos de corte e leite com historico de abortos (BRAUTIGAN et al.,
1996). Desde entdo foram realizados varios levantamentos soroepidemiologicos a fim de
indicar a prevaléncia da doenga em diferentes rebanhos em grande parte do territdrio brasileiro.
Os estudos soroepidemioldgicos da neosporose em bovinos demonstram que, possivelmente, a
doenca estd amplamente difundida no pais, sendo considerada doenca reprodutiva comum e,
provavelmente, subestimada devido a elevada quantidade de animais assintomaticos, embora
cronicamente afetados (DINIZ et al., 2019).

Dentre os métodos diagndsticos que tém sido empregados para deteccao da infecg¢do por
N. caninum, estdo os testes sorologicos, os quais se baseiam na presenca de anticorpos
especificos contra o agente, que t€ém contribuido para prover informacgdes sobre a epidemiologia
da neosporose bovina. Entre os métodos indiretos mais usados, pode-se citar o uso da Reagdo
de Imunoflorencéncia indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), Imunoblotting (IB) e
teste de aglutinacdo (NAT), que pode detectar anticorpos especificos para Neospora caninum.

A técnica ELISA ¢ adequadamente confidvel em termos de defini¢cdo de titulos especificos de
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anticorpos para N. caninum, possui alta aplicabilidade para estudos epidemiologicos, devido a
sua relativa alta sensibilidade (GUIDO et al., 2016).

A utilizagao de métodos de diagnostico para a neosporose ¢ muito importante para toda
a cadeia produtiva. Nunes et al. (2020), realizaram um trabalho utilizando um kit portatil rapido
ELISA para detec¢do de Neospora caninum nos bovinos leiteiros. Utilizaram amostras de leite
in natura de possiveis infectados por N. caninum. Avaliaram racas diferentes (Holandesas e
Jersey) de 4 municipios do Rio Grande do Sul. Dos 10 animais testados, duas deram positivas,
quatro suspeitas e quatro negativas. Com esse resultado, chegaram a conclusao de que o teste
utilizado pode ser recomendado para verificagdao da incidéncia da neosporose na propriedade,
bem como fazer a triagem de animais recém comprados e introduzidos no rebanho, devido a
sensibilidade do teste e o custo ser baixo se comparado a outros testes.

Segundo Oliveira et al., (2020), em um levantamento de 45 estudos, realizados no
periodo de 15 anos (2005-2020), observaram uma soroprevaléncia média de 32,7%, com a
frequéncia minima de 2,45%, e maxima de 100%. Segundo os autores, essa variacdo pode ser
devido aos fatores de risco inerentes a cada regido, como microclima, presenga de reservatorios
silvestres, imunidade individual e do rebanho, presenca de comorbidades, padrao racial, tipo de
cria¢do, idade dos animais, bem como, o manejo nutricional e sanitario. Citaram também, os
aspectos clinicos mais correlacionados e observados na literatura sobre a infec¢ao por Neospora
caninum, em que o aborto ¢ um dos principais sinais clinicos. Entre outros sinais clinicos,
aparicdes de cios repetidos, com seus intervalos regulares ou ndo, a gestacdo continuada, mas
com bezerros natimortos, ou animais nascidos fracos e inviaveis.

No estado de Sao Paulo, na regido de Presidente Prudente, Sartor et al. (2005),
analisaram amostras de soros sanguineos de bovinos leiteiros e de corte, utilizando o teste
imunoenzimatico (ELISA), e verificaram que a ocorréncia dos anticorpos anti-Neospora
caninum foi maior no gado leiteiro, do que no gado de corte. Essa diferenca de resultados, pode
ser devido ao tipo de amostragem que foi utilizada, como os animais que sofreram abortos ou
simplesmente por uma amostragem casual de uma propriedade aleatoria. Outros fatores que
levaram a utilizagdo desse método e que também ja foi citado na literatura € o custo que se
comparado aos outros testes ¢ mais barato, o tempo de execu¢do que ¢ mais rapido e a precisao.

Ribeiro et al. (2019), determinaram uma prevaléncia de 24% na Ameérica do Sul, com
significante correlagdo da infecgdo com abortos em rebanhos bovinos, assim como, Megid et
al. (2016), destacaram que os estudos de soroprevaléncia de neosporose em bovinos infectados

no Brasil esteja entre 20 a 30%. Os principais fatores de risco apontados nesse estudo foram
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presenca de cdes nas fazendas, tipo de sistema de produgdo, identificando a bovinocultura
leiteira mais susceptivel frente a destinada ao corte.

Nascimento et al. (2014) e Favero et al. (2017), relatam que no Parand e em Santa
Catarina, num periodo estimado de 3 anos, entre 2014 e 2017, a prevaléncia de Neospora
caninum nas propriedades rurais foi de aproximadamente 30%. No Rio Grande do Sul a
prevaléncia entre animais em lactacdo varia de 17 a 60% (COBERLLINI et al., 2006;
FRANDOLOSO et al., 2008).

Langoni et al. (2013), fizeram um trabalho de avaliagdo soroldgica com o rebanho
bovino de 19 propriedades do Sudoeste no estado do Paran4, e correlacionaram com a eficiéncia
reprodutiva para verificar se existia essa correlacdo. Nos resultados, foi relatado a prevaléncia
de 24% de N. caninum dando um total de 23 animais positivos. Destes animais positivos 61%
apresentaram problemas na reproducao e como foi demonstrado neste trabalho, o principal
problema seria o retorno do cio seguido de um abortamento.

Franga, et al. (2021), estudaram a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em vacas
leiteiras no estado de Pernambuco. Os animais eram de pessoas que participavam da agricultura
familiar, e esses proprietarios também tiveram um questiondrio para se averiguar o historico da
propriedade em relagdo ao manejo higiénico, sanitario e reprodutivo. Como resultado se teve
80% das propriedades com animais positivos no rebanho. Nao fez a correlagdo do estudo com
a presenc¢a de caes, mas notou-se que em grande parte essas propriedades que tiveram animais
positivos, os caes tinham um contato com as vacas leiteiras, viram carcagas jogadas proximas
a essas propriedades sem nenhum tratamento sanitario, € nao realizavam quarentena para os
animais recém adquiridos. Entdo por conclusdo, esse estudo além de mais uma vez elucidar a
questao reprodutiva, complementou que essas perdas durante a atividade levaram prejuizos.

Em Minas Gerais, a soroprevaléncia para N. caninum oscila bastante entre vacas
leiteiras de diferentes rebanhos, podendo variar de 16,8% (COSTA et al., 2001) a 97,2%
(GUEDES et al., 2008). Coury et al. (2020), em um estudo realizado na microrregido de Patos
de Minas, Minas Gerais, em que se analisou 110 amostras de soro sanguineo de bovinos
leiteiros, provenientes de 10 propriedades rurais, encontraram 28,2% de animais reagentes para
Neospora caninum.

Um ponto importante para se destacar, ¢ que a aparente auséncia do N. caninum em
algumas regides como a do sul do pais, podem estar mais relacionadas a subnotificacdo de
estudos soroepidemioldgicos que possam demonstrar a realidade epidemiolédgica da doenga no
Brasil que a falta do agente, visto que a realidade de nossas propriedades rurais € quase sempre

parecida, onde os bovinos leiteiros possuem um contato maior com os caes domésticos do que
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os bovinos de corte. Sabe-se que a maior parte dos produtores de leite no pais sdo compostos

por pequenas propriedades.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma propriedade localizada no municipio de
Uberlandia, MG. Foram utilizadas trinta vacas, com idade média de quatro anos, peso
aproximado de 400 a 450 kg, escolhidas de forma aleatéria, de um total de 70 animais em
lactacdo. Foi coletado de cada animal, 10 mL de sangue por venopun¢do da veia coccigea
média, utilizando-se tubos estéreis secos com ativador de coagulo (Vacutainer). Apos a coleta,
as amostras de sangue foram acondicionadas em caixa isotérmicas e transportadas ao
Laboratorio de Doengas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria - UFU.
Imediatamente apds a chegada ao laboratorio, as amostras foram centrifugadas a 720g por 10
minutos, o soro obtido foi transferido em aliquotas de 2,0 mL para microtubos (Eppendorf) e
congelados a — 20 °C, por um periodo maximo de 48 horas até o0 momento da andlise. Para
realizagdo do teste de deteccdo de anticorpos anti-N. caninum, foi empregando o kit
ImmunoComb portatil DOT-ELISA cedido pela BIOGAL® (Israel). O kit identifica a presenga
de anticorpos IgG de N. caninum, no soro sanguineo ou leite, de bovinos, fornecendo resultados
em cerca de 38 minutos. De acordo com a BIOGAL®), o kit se baseia no principio Imunoensaio
em fase solida, DOT-ELISA contendo 2 componentes principais: um cartdo plastico
ImmunoComb em formato de pente com 12 dentes, sendo que cada um dos dentes, testa uma
amostra, e cada dente estd adsorvido em um ponto do antigeno purificado de N. caninum, e uma
placa reveladora contendo os reagentes para o teste. Os ensaios foram realizados seguindo
instrugdes de uso do fornecedor, sendo a dilui¢dao de 1:400 a escolhida para se considerar uma
amostra positiva. O estudo adotado foi do tipo transversal, empregando para analise dos
resultados uma estatistica descritiva, tendo como objetivo avaliar a frequéncia da neosporose
na populagdo estudada. O numero de animais utilizados (n amostral), foi estabelecido de acordo
com a formula: n- (za2)? X p X q / €, considerando 95% de confianga, 20% de positividade e
14% de erro maximo.

O experimento seguiu os principios éticos das Boas Praticas Clinicas - VICH GL9, com
aprovagdo da Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal

de Uberlandia, conforme protocolo n® 23117.000987/2023-55.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego do kit ImmunoComb portatil DOT-ELISA, possibilitou determinar uma
ocorréncia de 23,4% (7/30) de fémeas bovinas que apresentaram anticorpos IgG de N. caninum,
na propriedade estudada (Tabela 1).

A ocorréncia de anticorpos anti- N. caninum nesse percentual, aponta que o agente esta
presente na propriedade estudada. Segundo Megid et al. (2016), os estudos de soroprevaléncia
de neosporose bovina no Brasil, apontam para uma ocorréncia entre 20 a 30%.

Tabela 1. Frequéncia absoluta frequéncia e relativa dos resultados do kit portatil DOT-

ELISA na deteccdo de anticorpos IgG de Neospora caninum no soro de bovino leiteiros,

Uberlandia-MG, 2023.

Resultado DOT-ELISA Frequéncia absoluta Frequéncia relativa
Negativos 23 76,60
Positivos (> 1:400) 7 23,40
Total 30 100

Os valores encontrados no presente trabalho foram semelhantes aos apresentados por
Langoni et al. (2013) no estado do Paran4 e Ribeiro et al. (2019) na América do Sul, que ambos
encontraram uma ocorréncia de 24% de animais soropositivos. Frequéncias inferiores foram
demonstradas por Nasciutti et al. (2018), que identificaram 18,4% de animais soro reagentes no
municipio de Uberlandia, MG. E Coury (2020), encontrou frequéncias superiores na
microrregido de Patos de Minas, Minas Gerais, onde este trabalho apresentou um resultado de
28,2% de animais reagentes.

Em estudos realizados no estado do Parana e Santa Catarina, a prevaléncia encontrada
nas propriedades foi de aproximadamente 30%, que ao se comparar com este estudo, pode-se
dizer que esta relativamente semelhante, por se tratar de bovinos utilizados na atividade leiteira.
O que sugere a diferenca de resultados ¢ algum tipo de manejo e até mesmo o clima da regido,
levando em conta quanto ao ciclo deste protozoario e sua resisténcia no ambiente, além do
costume regional quanto a criagcdo desses animais e o contato direto entre os bovinos e os caes.
(Nascimento et al., 2014 e Favero et al., 2017).

Trabalhos realizados na regido do estado de Minas Gerais e Sdo Paulo deixaram
registros de que os resultados oscilam bastante, onde Costa et al., (2001) e Guedes et al., (2008)

relataram que animais soropositivos para neosporose estavam presentes nas propriedades de
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16,8% a 97,2%, respectivamente. Costa (2001) relata que dos 16,8% soropositivos, somente
6,38% foram relacionados a animais do estado de Minas Gerais.

O presente trabalho apresentou resultados entre os intervalores encontrados pelos
autores citados, demonstrando a presenga do protozoario no rebanho.

A realizacdo dos testes de ELISA para deteccdo de Neospora caninum sdo uma boa
op¢do na inclusdo dos diagndsticos diferenciais, quando se tratar de doengas reprodutivas visto
que temos inumeras doengas com 0s mesmos sinais clinicos, como leptospirose bovina,
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarreia viral bovina (BVD) e brucelose. Com esses
diferenciais, pode se avaliar melhor quanto ao manejo higiénico—sanitario e a introdugdo de
animais nao testados para o N. caninum fazendo assim com que o rebanho seja exposto ao risco
de uma contaminacdo e consequentemente os prejuizos aos proprietarios aumentardo, fazendo

com que a atividade nao fique rentavel o quanto se espera.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos caracterizaram soropositividade para N. caninum nos bovinos
pertencentes ao rebanho avaliado, e indicam a necessidade de se incluir a neosporose no
diagnostico diferencial de desordens reprodutivas no referido rebanho.

O emprego do kit ImmunoComb portatil DOT-ELISA (BIOGAL®) em amostras
de soro sanguineo de bovinos, mostrou ser uma alternativa rapida, eficiente e econdmica
para diagnosticar a ocorréncia da neosporose em rebanhos leiteiros. Desta forma, pode ser
recomendada a aplicacdo deste kit para avaliagcdes de rebanhos com historico de problemas
reprodutivos e, principalmente, na aquisicdo de animais para reposicdo do plantel,

auxiliando o diagndstico, a percepcao da neosporose nas propriedades.
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