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ABORTO BOVINO POR Neospora caninunNO RIO GRANDE DO SUL

BOVINE ABORTION DUE TO Neospora caninuniN RIO GRANDE DO SUL STATE, BRAZIL

Luis Gustavo Corbellini* David Driemeier

RESUMO

Casos de aborto bovino submetidos ao Setor de
Patologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul entre os anos de 1995 e o primeiro
trimestre de 1999 foram selecionados e analisados
histologicamente. Um total de 30 fetos abortados foram avaliados
através da coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE) e les6es
inflamatdrias ndo supurativas foram encontradas principalmente
no cérebro e/ou coracdo de seis casos. Realizou-se
imunoistoquimica pela técnica de streptavidina-biotina,
utilizando-se anticorpos anhleospora caninum e anti-
Toxoplasma gondinesses seisasos. Taquizoitos marcados pelo
anticorpo antiN. caninum foram visualizados em trés dos seis
fetos bovinos testados e ndo houve reagdo com o anticorpo anti-
T. gondii. Esses resultados comprovam a existéncia de aborto
bovino causado poN. caninum no Estado do Rio Grande do
Sul.
Palavras-chave: Neospora caninum
imunoistoquimica.
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SUMMARY

Aborted bovine fetuses submitted to the Pathology
Laboratory at Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil
between 1995 and the first trimester of 1999 were selected and
examined histologically. Tissue from thirty aborted fetuses were
examined after staining with Hematoxylin & Eosin and non-
suppurative inflammations were observed mainly in the brain
and/or heart of six cases. The avidin-biotin immunohistochemistry
technique was done using antiserum agaMabspora caninum
and Toxoplasma gondiiin those six cases. Tachyzoites that
reacted withN. caninum antisera were seen in three of the six
fetuses with non-suppurative inflammation. There was no reaction
with T. gondii antiserum. These results confirm the presence of
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Neospora caninumabortion in cattle in the state of Rio Grande
do Sul, Brazil.
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INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozodrio
pertencente ao filo Apicomplexa semelhante ao
Toxoplasma gondji mas apresenta diferencas
estruturais e antigénicas (DUBEt al, 1988). Foi
identificado pela primeira vez por DUBE¥t al.
(1988) em cées com encefalomielge antes dessa
descricdo, era confundido comT gondii
Taquizoitos, cistos contendo bradizoitos e oocistos,
sdo os estagios infectantes identificadds N.
caninum (DUBEY & LINDSAY, 1996;
MCALLISTER et al, 1998; LINDSAY et al,1999).

Os cistos sdo encontrados principalmente no
sistema nervoso central (SNC) e taquizoitos ja
foram observados em células de diversos érgéos
de animais infectados (DUBEY & LINDSAY,
1996). Com relagdo ao ciclo evolutivo, os cées
sdo os hospedeiros definitivos (McCALLISTER

al., 1998; LINDSAY et al, 1999) e eliminam
oocistos nas fezes, contaminando o ambiente.
Bovinos, caprinos, ovinos, caninos, equinos e
cervideos sdo os hospedeiros intermediarios e
Setor

(UFRGS), Faculdade de Veterinaria,

2Médico Veterinario, Professor Adjunto Setor de Patologia Veterinaria, UFRGS. Bolsista CNPq 301076/93-6. Av Bento Gongal
9090, CP 15094, 91540-000, Porto Alegre RS. E-mail: davetpat@vortex.ufrgs.br. Autor para correspondéncia.
3Médico Veterinario, Mestrando, UFRGS, Faculdade de Veterinaria, Setor de Entomozooses.

Recebido para publicagdo em 27.10.99. Aprovado em 01.03.00



864

Corbelliniet al.

infectam-se através da ingestdo de oocistos (BARR,

1998).Ha evidéncias da transmisséo transplacentaria

de N. caninum em bovinos de leite, sugerindo que
infeccdes porN. caninum (neosporose) podem
persistir dentro de uma propriedade leiteira
(ANDERSON et al, 1997). Casos deeosporose
foram diagnosticados em equinos (MAR&H al.,
1996), caprinos (BARRet al, 1992), ovinos
(DUBEY & LINDSAY, 1996), cervideos (WOODS
et al, 1994) e bezerros com encefalomielite (BARR
etal, 1991).

N. caninum é um importante agente
etiolégico de aborto em bovinos em grande parte do
mundo  (THILSTED & DUBEY, 1989;
THORNTON et al, 1994; OTTERet al, 1995;
McNAMEE et al, 1996; FONDEVILAet al, 1998;
MOEN et al, 1998) e é considerado a principal
causa de aborto em bovinos de leite na Califérnia
(ANDERSONet al, 1991). No Brasil, GONDIM &
SARTOR (1997) detectaram anticorpos coritta
caninum através da imunofluorescéncia indireta
(IF) em vacas de uma propriedade leiteira com
histérico de aborto no Estado de S&o Pain um
estudo soroepidemioldgico realizado no Estado da
Bahig 14,09% dos bovinos de leite, provenientes de
14 diferentes rebanhos, foram positivos na IFI para
N. caninum (GONDIM et al, 1999).

O diagnoéstico dessa enfermidade esta

MATERIAL E METODOS

Casos de aborto bovino enviados ao Setor
de Patologia da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) entre os anos 1995 até o primeiro
trimestre do ano de 1999 foram analisados através
da histologia, para verificar a presenca de lesdes
compativeis conN. caninum Foram selecionados
para andlise histoldgica 30 cagstes aborto bovino
gue estavam disponiveis em blocos de parafina e que
continham fragmentos de cérebro, musculo cardiaco,
figado, pulmdo, rim ou pelo menos um desses
orgdos. Todos os tecidos haviam sido fixados em
formol a 10%, processados histologicamente e
corados pela Hematoxilina e Eosina (HE).

Realizou-se imunoistoquimica
empregando-se um kit contendo anticorpo
secundéario conjugado com biotina e streptavidina
conjugada com peroxidase (técnica de streptavidina-
biotina).  Utilizaram-se  anticorpos  primarios
policlonais antiN.caninun® com uma diluigdo de
1:3000 e antiFoxoplasma gondf (1:2400) em
todos os casos onde foram encontradas lesdes
inflamatérias ndo supurativas na analise histolégica
dos materiais dos 30 fetos corados com HE. A
técnica de imunoistoquimica utilizada (MILLS,
1992) foi modificada, submetendo-se as laminas
histolégicas a uma digestdo prévia com tripsina a

baseado nas lesdes histolégicas produzidas nos0:1% por 10 minutos a 37, e posterior irradiagéo

tecidos dos fetos abortados (OTTERal, 1995), na
identificagdo do protozoario pela técnica de
imunoistoquimica (LINDSAY & DUBEY, 1989) e
em provas soroldgicas utilizando-se os testes de IFI
ou ELISA (DUBEY & LINDSAY, 1996). As lesbes
histoldgicas séo caracterizadas por infiltrados de
células inflamatérias, compostos basicamente por

em forno microondas de uso doméstico por dois
minutos na poténcia maxima. Durante essa etapa, as
laminas ficavam imersas em 100ml de tampao
citrato (pH 6,0). Em cada caso testado na
imunoistoquimica, havia um controle negativo no
qual o anticorpo primario era substituido por soro
fetal bovino.

mononucleares, e podem ser encontradas em todoSRESULTADOS

0s oOrgaos dos fetos abortados, principalmente SNC,

coracao, musculo  esquelético e  figado
(ANDERSON et al, 1991; DUBEY & LINDSAY,

Dos 30 fetos selecionados para analise
histolégica, seimpresentavam lesdes histolégicas

1996). As lesBes produzidas no cérebro consistem de compativeis com as causadas porcaninum. Na

nao
focos

encefalite
multiplos

supurativa, caracterizada por
de infiltrados inflamatérios

tabela 1, sdo descritas as lesdes encontradas nos
diversos oOrgdos avaliados. O cérebro estava

mononucleares e células da glia, geralmente ao redor disponivel para analise em quatro casos e todos

de um centro de necrose (DUBEY & LINDSAY,
1996).

Este trabalho teve como objetivo
identificar casos de aborto bovino causado Mor
caninum ocorridos em diversas localidades do
Estado do Rio Grande do Sul.

apresentavam lesdes inflamatérias nao
supurativas, multifocais, compostas por células
inflamatérias mononucleares. Alguns dos focos
inflamatdrios distribuiam-se ao redor de um
centro de necrose (Figura 1). Infiltrados
inflamatérios ~ mononucleares  perivasculares

Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, 2000.
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Tabela 1 - Achados histopatoldgicos dos casos de aborto bovino que continham lgsifigmatdrios no cérebro (Figura 5).
compativeis com infecgéo phieospora caninum Cistos ndo foram visualizados em
nenhum dos tecidos dos fetos onde
Caso Ano Periodo  Orgdos examinados Lesdes encontradas realizou-se a imunoistoquimica. Em
(meses) alguns cortes de cérebro, havia
numerosas lesGes multifocais n&o
1 1995 NDO  Coragéo, pulméo, figadoMiocardite ndo supurativa com Supurativas, mas apenas em poucas

rim. extensos infiltrados ~ 4reas encontrou-se taquizoitos no
subendocardicos e é&reas de ~
necrose com alguns  CeNtro destas lesGes. A
polimorfonucleares. imunoistoquimica  foi  positiva
2 1996 7,5  Cérebro. Focos inflamatérios multifocais gpnenas no miocardio do caso 4,
compostos por células .
mononucleares. onde, em algumas partes, havia
3 1997 ND  Cérebro. Focos inflamatérios multifocais NUMErosos taquizoitos (Figura 6).
compostos por células  NZo houve reacdo com o anticorpo

mononucleares com  necrose . -
central em algumas areas. ant|-'_l'. gondiiem nenhum dos casos

4 1998 6 Cérebro, coragéo, pumaGérebro contendo varios focos analisados.
figado, rim. inflamatérios multifocais Dentre os seis fetos que

compostos por células . ~
mononucleares  com  necrose coNtinham - lesdes, quatro foram

central em algumas areas; provenientes de propriedades de
miocardite  ndo  supurativa |ejte, um de propriedade de corte e
acentuada com necrose, ~ f . . | t b |
calcificacdo e grupos de um na? 9' possivel esta ee_w_r
taquizoitos; pulméo apresentando procedéncia. Os rebanhos leiteiros

discreto infiltrado de células s quais diagnosticou-se
mononucleares intersticial; rim

com infiltrados inflamatérios néo ne_OSp_Orose tinham em meEila 100

supurativo intersticial. animais da raca holandés em

5 1998 ND Coracao. ml(\)/lcijc;(rzgcritgte nao supurativa grdenha e eram confinados em
6 1999 5 Cérebro, coracdo, pulma@eérebro com focos inflamatérios 'nStalagoeS do tipo “free-stall”. Em

figado. multifocais compostos por células um dos estabelecimentos, havia

mononucleares  com  necrose pisihrico  de  aborto e  foram
central em algumas é&reas; R .
miocardite ndo supurativa; pulmao analisados quatro fetos submetidos
com focos de necrose e infiltrados ao setor de patologia durante um
de  ceélulas ~ mononucleares jntenalo de trés anos. Dois desses
intersticial; figado com éareas de N .

necrose focal. foram positivos pardl. caninumna

imunoistoquimica. Em um outro

estavam presentes em algumas areas do cérebro. rebanho leiteiro, foram enviados
Miocardite ndo supurativa, que variava de moderada doiS fetos em um ano, sendo gue um foi positivo no
a acentuada, foi observada em quatro fetos abortados!€Sté Imunoistoquimico.
(Figura 2). Foram encontrados grupos de taquizoitos .
no citoplasma de fibras musculares coradas com HE DISCUSSAO
em um caso. Lesdes histolégicas também estavam
presentes no pulmao, figado e rim (Tabela 1). O diagnostico de aborto pét. caninum

Dos seis casos de abortom lesdes baseou-se na presenca de lesdes histologicas e
inflamatérias ndo supurativas, compativeis com reagdo positiva na imunoistoquimica. Casos de
infeccdo porN. caninum, trés foram confirmados  neosporose bovina foram confirmados pela
pela imunoistoquimica. Na tabela 2, encontram-se os imunoistoquimica em trés dos trinta fetos bovinos
resultados obtidos na imunoistoquimica. Através analisados (10%). Esses valores correspondem a
dessa técnica, observaram-se taquizoitos marcadosyma estimativa da prevaléncia de casos de aborto
pelo anticorpo antN. caninum em trés dos quatro  porN. caninumno Rio Grande do Sul. Muitos casos
cérebros que continham lesoes (Figura 3) e no miocardio antigos ndo foram avaliados porque ndo estavam
de um caso (Figura 4). Os taquizoitos encontravam-se ignoniveis, o que poderia alterar esses resultados. A

em numero variavel no centro dos focos incidéncia de aborto bovino poN. caninum

Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, 2000.
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Tabela 2 - Resultados da imunoistoquimica realizada nos casos de
aborto bovino com lesBes ndo supurativas compativeis
comNeospora caninum

Caso Orgéo Realizado Resultados

1 Coragéo -

2 Cérebro -

3 Cérebro +

4 Cérebro +

Coracéo +

g 5 Coracéo -

R : = - 6 Cérebro +
Figura 1 - Encefalite focal. Infiltrado inflamat6rio composto por Coragéo -

células mononucleares ao redor de um centro de
necrose. Cérebro. Feto bovino. HE, obj. 20.

diagnosticado pela imunoistoquimica em outros Cerebros positivos neste teste. A visualizacdo de
trabalhos varia de 4,2% na Inglaterra e Irlanda do t@quizoitos foi facilitada pela imunoistoquimica, ja

Norte (OTTERet al, 1995 McNAMEE et al, que estes foram observados através da coloracéo de
1996) a 19% na Califérnia (ANDERSORt al HE somente no miocéardio de um feto. A forma de
1991). ' cisto ndo foi encontrada em nenhum caso

investigado neste trabalho e, conforme alguns
autores (ANDERSONgt al, 1991; HELMAN, et

al., 1998), os cistos sdo geralmente encontrados fora
dos focos de lesGes e em pequeno namero. Lesdes

Dos quatro casos em que havia encefalite
focal, trés foram positivos na imunoistoquimica (75%).
Apesar do pequeno nimero de casos, verificou-se uma
alta correlagdo entre encefalite focal e infeccao\por - i -
caninum, como descrito por ANDERSO#t al(1991) nao supurativas -tam.ber.n estavam presentes no
gue constatou que 83% dos casos que continham Iesﬁe§UIma(_)' f|ga’dq eArm_1, indicando que a ,|n_fecgao_ por
caracteristicas no SNC foram confirmadas pela N. caninumé _S|ste_m|ca e pode atingir varios tecidos
imunoistoquimica. A imunoistoquimica realizada no dos fetos bovinos infectados.

coracdo revelou a presenga de taquizoitos em apenas Os casos de ab_orto deste trapalho foram
um de quatro casos com miocardite ndo supurativa, 2valiados apenas paka caninume T. gondii sendo

Esse resultado, provavelmente seja decorrente do importante salientar que outras causas poderiam estar
pequeno ndmero de taquizoitos presentes nos tecidosMPlicadas ao mesmo tempo e que os achados
dos fetos (NIETFELDet al, 1992). WOUDA et histopatolégicos poderiam ser coincidentes. OTEER
al(1997) verificaram que 14% dos coragdes foram @l(1995) encontraram evidéncias de infeccoes
positivos na imunoistoguimica comparados com 85% de causadas  por Leptospira hardjo, Pasteurella

- - ] 3 ] 3 o Figura 3 - Presenca de taquizoitos (ponta de seta) marcados com
Figura 2 - Miocardite ndo supurativa. Infiltrado inflamatério anticorpos antNeospora caninum Cérebro. Feto

mononuclear entre as fibras musculares cardiacas bovino. Imunoistoquimica. Streptavidina-biotina, obj.
(seta). Coragéo. Feto bovino. HE, obj. 20. 100.

Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, 2000.
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Figura 4 - Grupos de taquizoitos no citoplasma de uma célula Figura 6 - Grande nimero de taquizoitos no miocardio. Coragao.

muscular cardiaca marcados com anticorpos anti-
Neospora caninum (seta). Coragdo. Feto bovino.
Imunoistoquimica. Streptavidina-biotina, obj. 100.

haemolyticae Bacillus licheniformis em casos de
fetos bovinos que continham lesdes inflamatérias
ndo supurativas

Todos o0s casos  positivos na
imunoistoquimica foram provenientes de rebanhos
de leite criados em instalacdes do tipo “free-stall”.
Em uma propriedade com histérico de aborto, foram
encontrados dois casos positivos. Muitos dos relatos
apontam qué\. caninum é uma importante causa de
abortos em bovinos de leite (ANDERSQOH al,
1991; NIETFIELD et al, 1992). No presente
trabalhg ndo foi possivel determinar a real
incidéncia de aborto poN. caninum através de
técnicas histolégicas, pois muitos abortos ndo sao
submetidos a diagnéstico histoldgico.

Os resultados deste estudo indicam que
10% dos abortos avaliados estavam infectados com
N. caninum podendo ser responsavel por
consideraveis perdas econdmicas. Aborto por

Figura 5 - Necrose focal contendo taquizoitos (ponta de seta)
marcados com anticorpos ahgospora caninum
Cérebro. Feto bovino. Imunoistoquimica.
Streptavidina-biotina, obj. 40.

Feto bovino. Imunoistoquimica. Streptavidina-biotina,
obj. 100.

caninum esta presente no Estado do Rio Grande do
Sul e suas causas e fatores predisponentes devem se
melhor avaliados para que medidas preventivas
possam ser tomadas.
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