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RESUMO

A neosporose em bovinos de leite € uma doenca parasitaria economicamente importante, pois esta
relacionada a perdas reprodutivas, morte embrionéria e aborto no primeiro e segundo trimestres de
gestacdo, ocasionando grandes prejuizos ao sistema produtivo. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi pesquisar a presenca de Neospora caninum em bovinos leiteiros de pequenas
propriedades rurais empregando um kit portatil rapido ELISA. Foram realizadas analises de amostras
de leite in natura com suspeita de contaminacdo de neosporose. Para tanto, foram coletadas 10
amostras de leite, de 10 diferentes vacas leiteiras das racas Jersey e Holandesa, de 4 diferentes
propriedades de dois municipios do Alto Uruguai Gaucho. As amostras foram identificadas e
acondicionadas em frascos individuais, esterilizados e transportadas sob refrigeracdo até o
laboratorio. Estas amostras foram submetidas ao Teste ELISA com kit portatil rapido. Das 10
amostras avaliadas duas resultaram positivas, quatro suspeitas e quatro foram negativas. Por ser um
kit portatil e um teste rapido, torna-se pratica a identificacdo do parasita na aquisicdo de novos
animais, evitando perdas econdmicas na bovinocultura leiteira.

Palavras-chave: Doenga parasitaria, Leite, Economia, Método rapido.

ABSTRACT

Neosporosis in dairy cattle is an economically important parasitic disease, as it is related to
reproductive losses, embryonic death and abortion in the first and second trimesters of pregnancy,
causing great damage to the productive system. In this sense, the objective of this work was to
investigate the presence of Neospora caninum in dairy cattle from small rural properties using a from
ELISA test with a rapid portable kit. Analyzes of fresh milk samples were carried out with suspected
neosporosis contamination. For this purpose 10 milk samples were collected, from 10 different dairy
cows of the Jersey and Holstein breeds, from 4 different properties two gaucho municipalities in Alto
Uruguai. The samples were identified and packed in individual bottles, sterilized and transported
under refrigeration to the laboratory. These samples were submitted to the ELISA test with a rapid
portable kit. Of the 10 samples evaluated, two were positive, four were suspicious and four were
negative. As it is a portable kit and a rapid test, it becomes practical to identify the parasite in the
acquisition of new animals, avoiding economic losses in dairy cattle

Keywords: Parasitic disease, Milk, Economy, Rapid method.

1 INTRODUCAO
A neosporose é uma doenga parasitaria economicamente importante, esta relacionada com

perdas reprodutivas, morte embrionaria e aborto no primeiro e segundo trimestres de prenhez. O
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agente etiolégico é o Neospora caninum, um protozoario intracelular do Phylum Apicomplexa
(DUBEY, 1999; PAZ et al., 2019). Tal protozoario foi identificado pela primeira vez no ano de 1988,
em filhotes de cdes com encefalomielite. O N. caninum é um coccidio intracelular, encontrado na
forma de cistos e taquizoitos. Inicialmente este parasita foi confundido com o Toxoplasma gondii,
microrganismo causador da toxoplasmose. No entanto, Dubey et al. (1988) que o identificaram como
um novo género e espécie, facilitando e otimizando os posteriores estudos a partir de entéo.

Segundo Haddad et al. (2005) e Reichel et al. (2013), as principais perdas econémicas
incorridas pelas infestacGes por neosporose estdo relacionadas aos custos dos fetos  abortados, a
diminuicdo da produtividade das vacas, aos atrasos na concep¢ao, as reducgdes na producdo de leite e
as despesas veterindrias, incluindo diagnosticos e terapéuticas elevadas. A neosporose foi relatada
em todos os estados brasileiros e causou perdas substanciais para os produtores de bovinos (CEZAR-
CERQUEIRA et al., 2017).

Nascimento et al. (2014) e Favero et al. (2017), relatam que no Parana 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 lactacéo varia de 17 a 60% (COBERLLINI et al., 2006; FRANDOLOSO et al., 2008). Ragozo et
al. (2003), destacam maior incidéncia de neosporose em bovinos leiteiros do que em bovinos de corte.
Isto se deve, possivelmente, pelo fato das vacas estarem mais proximas dos cdes e submetidas ao
estresse do manejo diario considerado relativamente alto (MOORE, 2005). De acordo com Vogel et
al. (2006) esta doenca apresenta ameacas sanitarias e econémicas.

O noroeste do Rio Grande do Sul, regido do presente estudo, é a principal area produtora de
leite do Estado. Seu rendimento € de 3.093.412 L anualmente (IBGE, 2017), logo, quaisquer reducées
na eficiéncia reprodutiva resultam em perdas econdmicas substanciais nesse setor, portanto, sdo
necessarios estudos das causas das doencas reprodutivas e das perdas resultantes delas.

Destaca-se que os principais fatores de risco associados a neosporose nas fazendas leiteiras
sdo a disfuncdo reprodutiva existente, animais senescentes em proximidade com o rebanho, condicdes
climéticas favoraveis a formacdo de oocistos, introducdo de animais ndo diagnosticados e préaticas
inadequadas de biosseguranca e a presenca de cées nas propriedades (DUBEY et al., 2007; FAVERO
et al., 2017).

Sabe-se que os hospedeiros definitivos de N. caninum sdo os canideos, incluindo céo
doméstico (Canis familiaris), coiotes (Canis latrans), dingos (Canis lupus dingo) e lobos cinzentos
(Canis lupus), essas especies excretam oocistos de N. caninum (GONDIM et al., 2004; DUBEY et
al., 2011). A infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre pela ingestdo de carcacas de hospedeiros

intermediarios infectados, desenvolvendo uma infeccdo intestinal. O parasita se reproduz no intestino
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do hospedeiro e os oocistos sdo eliminados pelas fezes. Em um periodo de trés dias ocorre a
esporulacdo dos oocistos, sendo estes altamente resistentes, mantendo-se viaveis no ambiente por um
longo periodo de tempo até serem ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, onde irdo desencistar
e ocupar tecidos, levando a uma infeccgdo sistémica (FRANDOLOSO et al., 2008).

Os animais das espécies bovina, ovina, equina e bubalina sdo hospedeiros intermediarios
abrigando cistos em seus tecidos (DUBEY & SCHARES, 2011). Eles sdo infectados pelo contato
com implementos agricolas, &gua e alimentos contaminados com fezes de canideos soropositivos
(DUBEY etal., 2007). O parasita € transmitido através do rebanho, pela chamada transmissao vertical
e horizontal (GONDIM et al., 2004). A transmissdo vertical & a mais importante em termos de
manutencdo de doencas (NASCIMENTO et al., 2014), uma vez que é intergeracional (DUBEY et
al., 2007).

N&o ha um tratamento eficaz para a enfermidade, somente controle da introducéo da infecgéo
com a realizacdo de testes diagnosticos e atestados negativos da doenca de animais oriundos de outras
propriedades. Pode adotar-se também praticas de manejo que interrompam o ciclo de transmiss@o do
N. caninum, evitando a interacdo de cdes com o rebanho, prevenindo a contaminacao fecal de agua e
alimentos. Para prevenir a infeccdo dos cées, deve-se evitar que 0S mesmos consumam restos
placentarios, bezerros natimortos, carne e visceras de vacas e bezerros mortos e ainda, 0 consumo de
carcacas bovinas (NASCIMENTO et al., 2014).

Véarios métodos laboratoriais, como histopatologia, imunologia, procedimentos moleculares e
bioensaios estdo disponiveis para deteccdo de infeccdo por N. caninum em animais. Entre os métodos
soroldgicos, a técnica ELISA é adequadamente confidvel em termos de definicdo de titulos
especificos de anticorpos para N. caninum, possui alta aplicabilidade para estudos epidemiolégicos,
devido a sua relativa alta velocidade (DUBEY et al., 2007; GUIDO et al., 2016).

Schares, Barwald e Staubach (2003) relataram que a precisdao do exame do leite a granel é
semelhante a ensaios sorologicos. E alguns Kkits comerciais ELISA estdo disponiveis para deteccao
de anticorpo especifico para N. caninum no leite bovino, bem como leite a granel. O exame do leite
a granel pode, portanto, ser realizado para avaliar niveis de anticorpos contra N. caninum em
propriedades de producdo de leite (HURKOVA, HALOVA & MODRY, 2005). Neste contexto, o
objetivo deste trabalho visa estimar a soroprevaléncia da neosporose e 0 risco de infeccdo em
amostras de leite de bovino de pequenas propriedades rurais do Alto Uruguai Gaucho empregando

um kit portéatil ELISA de forma rapida e eficiente.
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2 METODOLOGIA

Para o presente estudo foram coletadas 10 amostras de leite, de 10 diferentes vacas leiteiras
desprezando os trés primeiros jatos. Estes animais eram das ragas Jersey e Holandesa de quatro
diferentes propriedades de dois municipios do Alto Uruguai Gaicho. No momento da coleta foi
solicitado os registros relacionados ao manejo reprodutivo do plantel.

As amostras foram devidamente acondicionadas em frascos individuais esterilizados,
identificadas, conforme o nimero do animal e proprietério, e transportadas sob refrigeracédo em caixa
isotérmica até o laboratdrio de Microbiologia da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
das Missdes - Campus Erechim. Para realizacdo do teste de identificacdo de N. caninum em bovinos
leiteiros de pequenas propriedades rurais foi empregando o kit ImmunoComb portatil DOT-ELISA
cedido pela BIOGAL® (lsrael). Este kit identifica a presenca de anticorpos 1gG de N. caninum, no
soro ou leite, e de anticorpo 1gG de N. caninum no sangue total, plasma/soro ou leite de bovinos,
fornecendo resultados em cerca de 38 minutos.

De acordo com a BIOGAL®, o kit se baseia no principio Imuno ensaio em fase sdlida, DOT-
ELISA contendo 2 componentes principais: um cartdo plastico ImmunoComb em formato de pente
com 12 dentes sendo que cada um testa uma amostra e cada dente estd adsorvido em um ponto do
antigeno purificado de N. caninum e uma placa reveladora contendo reagentes para o teste.

Os ensaios foram realizados seguindo instru¢bes de uso do fornecedor ImmunoComb
BOVINE NEOSPORA Kit de teste para determinacdo de anticorpos IgG de N. caninum no soro ou

leite.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta informacdes sobre os métodos de reproducdo adotados por cada
propriedade e os resultados de identificacdo dos animais reagentes, ndo-reagentes e suspeitos ao teste
de ELISA para identificacdo de N. caninum em amostras de leite bovino. O emprego do kit
ImmunoComb portatil DOT-ELISA possibilitou identificar trés amostras na propriedade A
classificadas como suspeitas. Na propriedade B, uma caracterizou-se como suspeita e duas foram
negativas. Em relacdo a propriedade C, obteve-se, uma amostra negativa, uma positiva € uma
suspeita, e na D, uma amostra resultou como negativa e uma positiva.

A partir da analise dos registros relacionados ao manejo reprodutivo (Tabela 1), constatou-se
que todas propriedades fazem inseminacéo artificial, exceto a propriedade A que prioriza a monta
natural realizando a inseminacao artificial em casos de repeticdes de cio, ndo tendo registros do indice
de abortos. Na propriedade B ocorreram poucos casos de aborto e repeticdo de cios, sem ter um

namero exato de cada animal, os animais submetidos ao teste apresentaram-se sadios. A propriedade
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C apresentou todos os protocolos de vacinas, porém nao possui dados sobre abortos e repetigdes de
cio em seu rebanho. A propriedade D também ndo apresenta registros referentes a abortos e repeticdes
de cio. Estas informacdes sdo referentes ao periodo de fevereiro a outubro de 2019.

Estes resultados sdo importantes para a regido do Alto Uruguai Gaucho, pois das propriedades
estudadas duas apresentaram resultados positivos e as outras duas apresentam resultados suspeitos
para animais contaminados com N. caninum. Sendo a neosporose uma doenga contagiosa e de fécil
transmissdo, todas as propriedades deveriam realizar testes diagndsticos como método de prevencao.
Entre as causas mais provaveis da disseminacdo da doenca, encontra-se a ingestdo, pelos animais
domésticos da propriedade (cdes e gatos, principalmente), de partes das carcacas de animais mortos
ou mesmo das visceras contaminadas. Como método de controle, ap6s a morte de animais na
propriedade, especialmente se apresentam diagndstico positivo para neosporose, deve-se enterra-los
e cobrir o local com cal virgem (CONAMA, 1993) ou incinerar as carcagas (Martins et al., 2018)

evitando o consumo e posterior recontaminagao.

Tabela 1 — Métodos de reproducéo e identificagdo dos animais reagentes, ndo-reagentes e suspeitos ao teste de ELISA
para N. caninum em bovinos.

Identificacdo de N. caninum

Identificacdo do

Propriedade 3 Animal*
Reprodugao Né&o-reagentes Suspeito Reagentes
Monta Natural 3
A Inseminacéo 4
Artificial
5 X
B Inseminacéo 6 X
Artificial
7
8
c Inseminacéo 9 X
Artificial
10 X
Inseminacéo 11 X
D Artificial
12 X

* 1 e 2 referem-se as amostras controle.
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Os animais de namero 3, 4 e 9, classificados como suspeitos e 0s de nimero 10 e 12 com
neosporose confirmada (Tabela 1), representam 50% das amostras analisadas e conforme relato dos
proprietéarios estes foram comprados para reposicdo de plantel. Desta forma, na compra de animais
de reposicdo existe risco de adquirir animais infectados por N. caninum. Nestes casos, a analise do
leite ou soro com o kit portatil ELISA DOT-ELISA, antes da aquisicdo evitaria a disseminacdo da
doenca.

Byrem et al. (2012), avaliaram a performance de um kit comercial ELISA (Neospora Ab Test,
IDEXX) para a deteccdo de anticorpos de Neospora caninum em amostras de leite integral e
desnatado e observaram que a soroprevaléncia geral determinada pelo ELISA foi de 18,3%. Os
autores consideraram o teste IDEXX Neospora Ab adequado para a analise de leite e uma ferramenta
de triagem em programas de controle da neosporose. Gharekhani e Yakhchali (2019), investigaram a
presenca de anticorpos contra N. caninum em amostras de leite usando ELISA kit (ID Screen®
Neosporosis) na provincia de Hamedan, no oeste do Ird. De todos os animais examinados, 24,8% dos
bovinos eram soropositivos para N. caninum. Estes resultados sdo similares aos encontrados no
presente estudo, que detectou 20% das amostras positivas.

Como ndo existe um tratamento curativo dos animais contaminados, aplicam-se medidas
preventivas para diminuir a disseminacdo da doenca no rebanho. Lefkaditis et al. (2020),
recomendam a quarentena e testagem soroldgica para substituicdo do rebanho, bem como de animais
de reposicao, podendo decidir pela remocéo de vacas infectadas ou sua progénie do rebanho; eliminar
alimentos e materiais empregados na alimentacdo contaminados com fezes de cées e outros potenciais
hospedeiros definitivos; realizar o controle regular do suprimento de agua; fazer o controle regular
de roedores para eliminar um potencial reservatorio de N. caninum no manejo dos animais € no
processo reprodutivo (por exemplo, o cuidado na transferéncia de embrides de mées infectadas para
receptores ndo infectados pode impedir a transmissdo transplacentaria endogena do parasita,
inseminacao artificial de maes soropositivas com sémen de touros de corte).

O teste ELISA em amostras de leite oferece uma alternativa atraente para diagnéstico da
infeccdo por N. caninum, pois pode ser conveniente e economicamente incorporado aos programas
que coletam e testam rotineiramente amostras de leite de vacas leiteiras individuais. Alguns kits
ELISA, disponiveis no mercado, foram previamente validados para uso em leite integral (Schares et
al., 2004, 2005) ou desnatado (Varcasia et al., 2006; Gonzalez-Warleta et al., 2011).

Outro dado importante a ser destacado para o uso de amostras de leite na implementacédo de
programas de testes para identificacdo de N. caninum, empregando o teste ELISA é que o0s anticorpos

podem ser detectados em todas as fases da lactacdo (Byrem et al., 2012).
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4 CONCLUSAO

O emprego do kit ImmunoComb portatil DOT-ELISA (BIOGAL®) em amostras de leite,
mostrou ser uma alternativa répida, eficiente e econdmica para diagnosticar a incidéncia da
neosporose em rebanhos leiteiros na regido do Alto Uruguai Galcho. Desta forma, pode ser
recomendada a aplicacdo deste kit para avaliagdes reprodutivas de rebanhos e, principalmente na
aquisicdo de animais para reposi¢cdo do plantel, auxiliando o diagndstico, a percepcao e a incidéncia
de neosporose nas propriedades.
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