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Cinética de Anticorpos IgG em Bovinos de leite. 2022. 76f. Tese (Doutorado em
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RESUMO

Doengas que causam abortamento em vacas leiteiras refletem em grandes perdas
reprodutivas e econdmicas. No caso da neosporose, causada pelo protozoario N.
caninum, os indices produtivos sdo preocupantes por se tratar: de uma infecgéo
negligenciada por grande parte dos técnicos e produtores; ndo existe vacina; ha
muitas lacunas a respeito da patogenia e suas interagdes imunoldgicas. O presente
trabalho, divididos em duas fases (artigo A e B), teve como objetivos determinar a
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum e avaliar a ocorréncia de fatores associados
ao risco de soropositividade em propriedades rurais situadas na regido Oeste-
noroeste do estado de Sao Paulo; acompanhar a cinética de IgG anti-N. caninum em
matrizes e suas progénies; calcular a taxa de transmissdo transplacentaria de N.
caninum durante trés geracdes; analisar fatores de risco para soropositividade para
N. caninum. No experimento 1 foram coletadas amostras de sangue de todos os
bovinos leiteiros de 10 propriedades rurais totalizando em 653 animais. As coletas
foram realizadas entre margo de 2019 a dezembro de 2021. Inicialmente, foi utilizado
a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a pesquisa de anticorpos IgG
contra os parasitas N. caninum e Toxoplasma gondii. A soroprevaléncia de N. caninum
e T. gondii nos animais testados foi de 41,7% (272/653) e 11,5% (75/653),
respectivamente. Os resultados da sorologia foram associados aos dados
epidemiologicos das propriedades por meio de regressao logistica baseada nos
valores medianos dos titulos de anticorpos. Observou-se associagao significativa
entre a ocorréncia sérica de IgG ant-N. caninum com raga, suplementacdo de
bezerros, introdugdo de animais com problemas reprodutivos no rebanho e periodo
de gestacado. Ja a baixa soroprevaléncia para T. gondii no rebanho pode ser explicada
pela resisténcia da espécie bovina ao parasita. No experimento 2 dos 653 animais
coletados na primeira fase do experimento, 152 eram vacas prenhas e seguiram no
acompanhamento 37 matrizes (primeira geragcdo) que pariram progénies fémeas
(segunda geragdo — P1), cujo a primeira coleta de sangue ocorreu desde o
nascimento, antes da ingestao do colostro até o ultimo tergo gestacional e por fim,
suas progénies (terceira geragcao — P2). A partir da RIFI anti-N. caninum, notou-se que
48,6% (18/37) das matrizes das bezerras eram sororreagentes para N. caninum. Foi
observado um risco adicional de 88,9% de ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum
em progénie 1 (P1) que nasceram de matrizes sororreagentes (p<0,001), sendo que
das transmissdes oriundas de infecgao pré-natal, 100,0% (3/3) das progénies 2 (P2)
permaneceram reagentes antes da ingestdo do colostro. Ja em relagdo ao grupo de
bezerras ndo reagentes, foi observado a partir do acompanhamento de coorte a
inversao de soroldgica, nas quais, 26,3% (5/19) positivaram para N. caninum aos trés
meses; e 60,0% (6/10) aos seis meses da segunda geragédo (P1). Em relagéo a
comparacgao dos titulos de anticorpos IgG nos individuos da P1, observou-se que as
bezerras nascidas de matrizes sororreagentes apresentaram maiores titulos nas fases
antes do colostro (p= 0,0002) e aos 90 dias de vida (p=0,0474). A N. caninum esta
amplamente disseminada na regido estudada. Ao considerar que matrizes
soropositivas no tergo final de gestagao apresentam uma maior possibilidade de gerar
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progénies positivas, as demonstragcdes entre transmissao vertical e horizontal do
presente estudo indicam a necessidade de mais estudos epidemiologicos sobre N.
caninum nos rebanhos leiteiros.

Palavras-chave: Neoporose. Aborto. Bovinos de leite. Acompanhamento cronologico.
S&o Paulo.
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ABSTRACT

Abortions in dairy cows result in large reproductive and economic losses. In the case
of neosporosis, caused by the protozoan N. caninum, the rates are even more alarming
by the fact it is a pathology neglected by most technicians and farmers; there is no
vaccine; there are many gaps regarding the pathogenesis and its immunological
interactions. The present study, divided into two phases (A and B), aimed at 1)
determining the prevalence of anti-N. caninum antibodies and evaluating the
occurrence of factors associated with the risk of seropositivity in rural properties
located in the west-northwestern region of the state of S&o Paulo; 2) following the
kinetics of IgG anti-N. caninum in dams and their progeny; 3) to calculate the rate of
transplacental transmission of N. caninum during three generations; 4) to analyze risk
factors for seropositivity for N. caninum in a cohort. Article A: blood samples were
collected from all dairy cattle of 10 rural properties totalizing 653 animals. The
collections were performed from March 2019 to December 2021. Initially, indirect
immunofluorescence reaction (IFR) was used for serodiagnosis of antibodies against
N. caninum and Toxoplasma gondii parasites. The seroprevalence of N. caninum and
Toxoplasma gondii in the tested animals was 41.7% (272/653) and 11.5% (75/653),
respectively. In this phase, epidemiological data of the properties were associated with
the serological results utilizing logistic regression based on the median values of the
antibody titers. A significant association was observed between the serum occurrence
of N. caninum with race, supplementation, the introduction of animals with reproductive
problems and gestation period. The low seroprevalence of T. gondii in the herd may
be explained by the resistance of the bovine species to the parasite. Article B: it was
collected 653 samples from each animal in the first phase of the experiment, 152 were
pregnant cows and followed in the follow-up 37 dams (first generation) that gave birth
to female progeny (second generation - P1), whose first blood collection occurred from
birth, before the ingestion of colostrum until the last gestational third and finally, their
progeny (third-generation - P2). From the RIFI anti-N. caninum, it was noted that 48.6%
(18/37) of the dams of the calves were seroreagent for N. caninum and 51.4% (19/37)
negative. An additional risk of 88.9% of the occurrence of anti-N. caninum antibodies
were observed in P1 that was born from seroreagent dams (p<0.001), and of the
transplacental transmissions originating from pre-and postnatal infection, 100.0% (3/3)
of the progeny (P2) remained reagent before the ingestion of colostrum. Concerning
the group of non-reactive calves, it was observed that the frequency between
generations in horizontal transmission was 26.3% (5/19) at three months and 60%
(6/10) at six months in the second generation (P1). Regarding the comparison of IgG
antibody titers in P1 individuals, it was observed that born from seroreagent dams
showed higher titers in the phases before colostrum (p= 0.0002) and at 90 days of life
(p=0.0474) than those born from seronegative dams. N. caninum is widely spread in
the studied region. When considering that seropositive matrices in the final third of
pregnancy are more likely to generate positive progenies, the demonstrations between
vertical and horizontal transmission in the present study indicate the need for further
epidemiological studies on N. caninum in dairy herds.
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1 INTRODUGAO

A produgédo pecuaria leiteira é uma atividade realizada em todo
territério nacional. Em 2021 o estado de Sao Paulo produziu 1.567.625 mil litros de
leite, sendo Araras, SP a maior regido produtora (IBGE, 2021). Os impactos na cadeia
produtiva do leite procedentes do ambiente organizacional, institucional,
socioeconOémico e sobretudo, sanitario, podem influenciar diretamente na
reorganizacdo ou exclusdo da atividade (MVAGALHAES, 2007).

Neospora caninum é considerado um dos principais causadores de
abortamento em bovinos de leite (DUBEY, et al., 1999; REICHEL, et al., 2013;
DUBEY, et al. 2017). A infecgéo transplacentaria pelo protozoario pode ocorrer por via
endogena e exdgena. Na via enddgena, matrizes cronicamente infectadas podem
transmitir a doencga aos seus descendentes por via transplacentaria apds a reativagao
da infecgdo; na exdgena, a transmissao ocorre apds a infeccdo da fémea gestante
soronegativa através da ingestdo de oocistos esporulados no ambiente. O hospedeiro
intermediario, como o cdo doméstico, se infecta pela ingestdo de placentas, com a
presenca de taquizoitos, ou mesmo restos fetais, com cistos teciduais (DUBEY, 2003).

Quando vacas infectadas transmitem o parasita ao feto trata-se de
uma importante forma de manutencdo do agente no rebanho, uma vez que estas
apresentam sete vezes mais chances de apresentar repeticdo de cio e abortamentos
que fémeas nao infectadas. A ocorréncia de natimortos, mortalidade neonatal, morte
fetal, aumento no intervalo entre partos, descarte precoce de animais e queda na
producdo de leite € associada a presenca de vacas com neosporose no rebanho.
Desse modo, a persisténcia da doenca no rebanho pode gerar grandes prejuizos
econdmicos a perdas produtivas (DUBEY, et al., 1988; BARTLES, et al. 1999;
ANDERSON, et al. 2000, INNES, et al. 2007).

Para a deteccdo da infeccdo em hospedeiros intermediarios, os
imunodiagnosticos que detectam anticorpos em individuos que tiveram contato com o
agente sao eleitos como excelentes ferramentas para pesquisa e acompanhamento.
A ocorréncia de absorcao fetal e abortamento, consequentes da infeccdo e
recrudescéncia de N. caninum sao mais severas no inicio da gestacéo, e de maior
risco de transmisséo, a partir do segundo tergo gestacional. Ressalta-se que a maioria
dos abortos ndo ocorrem no inicio da gestagdo. Conhecer a prevaléncia e incidéncia

de neosporose nos rebanhos € extremamente necessario para a escolha do melhor
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manejo preventivo e consequentemente, eficiéncia econbmica para o produtor
(MACALDOWIE et al., 2004; DUBEY, et al., 2017).

Sabe-se que a neosporose vem sendo estudada em rebanhos
leiteiros em todo o mundo, pesquisas demonstram consideraveis avancgos frente a
compreensao da biologia do parasita, no entanto, pouco se sabe sobre a clinica e
patogenia da doenga. No Brasil, em uma revisao feita por Cerqueira-Cézar, et al.
(2017), analisou-se a presenca do parasita em 16 estados do pais, entretanto, a
auséncia de dados sobre a ocorréncia de N. caninum nos demais estados esta
relacionada a falta de estudos nessas localidades.

Avaliar a cinética de anticorpos em trés geracbes de fémeas
naturalmente infectadas por meio de um estudo longitudinal permite compreender
como ocorre essa flutuacédo na natureza, colaborando, dessa forma com a diminui¢cao

de prejuizos econdmicos e sanitarios da bovinocultura leiteira.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

O primeiro relato, realizado por Bjerkas et al. em 1984 na Noruega,
descreveu a ocorréncia de caes com disturbios neuroldgicos, paralisia dos membros
posteriores, soronegativos para Toxoplasma gondii e com cistos teciduais
encontrados no sistema nervoso central morfologicamente diferentes dos cistos de T.
gondii (GOODSWEN et al., 2013).

Ancestral e morfologicamente relacionado ao T. gondii, o N. caninum
€ 0 agente causador de uma doenga ha poucas décadas conhecida. No ano de 1988,
esse parasita foi cultivado e aplicado para o aprofundamento de pesquisas e
descobertas. Em 1990 uma das principais causas de abortamentos ocorridos em
bovinos em todo o mundo teve como causa N. caninum. No Brasil, o primeiro relato
descrito de neosporose ocorreu no estado de Sao Paulo em um rebanho leiteiro
através da imunofluorescéncia indireta (IFl) em vacas com historico de abortamento
(Gondim et al., 1999).

2.1.2 Agente Etiolégico

N. caninum é um protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoasida, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina,
Familia Sarcocystidae, causador da neosporose com distribuicdo mundial. O parasito
possui trés formas bioldgicas distintas com multiplicagdo no interior das células:
taquizoitos com formato ovalado, lunar ou globular, granulos densos, roptrias,
micronemas cujo tamanho varia entre 3-7 x 1-5 ym, com até 16 roptrias de conteudo
eletrodensos e sao identificados em vacuolos parasitéforos no citoplasma da célula
hospedeira. Bradizoitos sdo a forma de multiplicacao lenta do parasita, essa forma
apresenta nucleo subterminal, formato alongado, grénulos densos, roptrias,
micronemas e medem em torno de 8 x 2 ym. Sua conformagao em cistos teciduais
ocorre por meio de componentes proteicos que podem ser encontrados em tecidos
neurais e musculos. Os oocistos possuem dois esporocistos com quatro esporozoitas
cada (DUBEY, BARR & BARTA et al., 2002). (Figura 1).
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Figura 1 - Formas infecciosas de Neospora caninum: (A) ultraestrutura de taquizoitos;
(B) bradizoitos; (C) cisto; (D) oocisto nao-esporulado; (E) oocistos esporulados com
dois esporocistos (seta) e dois esporozoitos (ponta da seta)

Fonte: Goodsween, 2013.

2.1.2 Hospedeiros

O parasita acomete diversas espécies animais, causando doenca
clinica importante em bovinos e caes. Os caes (Canis lupus familiaris), os lobos cinzas
(Canis lupus) e dingos australianos (Canis lupus dingo) sao reconhecidos como
hospedeiros definitivos do agente (GONDIM, et al., 2004). A infecgao por N. caninum
foi demonstrada em varias espécies de hospedeiros intermediarios, incluindo: gatos,
carneiros, porcos, bovinos, bufalos, cavalos, coiotes, lobos, raposas, alpacas,
camelos, veados e psitacideos O género Neospora possui duas espécies, N. caninum
que acomete as espécies ja mencionadas e N. hughesi encontrada apenas em
equinos (DONAHOE et al., 2015; CERQUEIRA-CEZAR et. al., 2017).

2.1.3 Ciclo Biolégico e Vias de Transmissao

Como protozoario de ciclo biolégico heteroxeno facultativo, N.
caninum pode infectar o gado bovino por meio da ingestdo de oocistos, conhecida
como transmissao horizontal ou exdgena, e por meio da transmissao transplacentaria,
da mae para o feto (transmissao vertical ou endégena). Observa-se que cada um dos

mecanismos de transmissdo apresenta distingdo quanto as caracteristicas
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patogénicas, imunoldgicas e epidemiolégicas (REDIGOR-CERRILLO et. al., 2014;
DUBEY et. al. 2017).

Os hospedeiros definitivos eliminam em suas fezes oocistos nédo-
esporulados no ambiente que, dependendo das condigdes de oxigenacgao,
temperatura e umidade, tornam-se esporulados entre 24 a 72h pelo processo de
esporogonia, tornando-se infectantes. Estes favorecem a contaminacéao parasitaria de
pastagem e na agua consumida pelos hospedeiros intermediarios propagando a
disseminagao da infecgdo pelo rebanho. Ao serem ingeridos, esporozoitos s&o
liberados no sistema digestivo e invadem as células do epitélio intestinal, fibroblastos
e leucocitos, reproduzindo-se como taquizoitos e disseminando-se por todo o
organismo (GOODSWEN et al., 2013; DUBEY et. al., 2017).

Os taquizoitos alojam-se em vacuolos intracelulares e replicam-se por
endogenia, no qual possibilita a invasao de células do hospedeiro (células neurais,
fibroblastos, endotélio vascular, macrofagos, células musculares e hepatdcitos). Apos
a infecg¢ado, os taquizoitos provocam resposta inflamatéria levando a manifestacédo dos
sinais clinicos da patogenia (fase aguda). Influenciado pela presséo da resposta
protetora do hospedeiro, os taquizoitos transformam-se em bradizoitos formando a
segunda fase do desenvolvimento assexuado (GOODWEN, et. al, 2013; MONNEY e
HEMPHILL, 2014). Os bradizoitos permanecem em estado de laténcia, se multiplicam
também por endogenia e formam cistos teciduais, preferencialmente em células
neurais e esqueléticas, podendo manter-se por toda a vida do hospedeiro, sem que
este apresente sinais clinicos significativos (fase cronica), no entanto, € também
possivel que ocorra uma baixa taxa de reativagcdo espontdnea (MONNEY &
HEMPHILL, 2014; McALLISTER, 2016; DUBEY et. al., 2017).

O ciclo de vida termina quando os cistos presentes nos tecidos
infectados sao ingeridos por hospedeiros definitivos (figura 2), desse modo, os
bradizoitos liberados no intestino delgado invadem células epiteliais, iniciam a fase
sexuada (formacdo de esquizontes) e a gamogonia produzindo oocistos né&o
esporulados que serao eliminados nas fezes (GOODSWEN, et al. 2013; MONNEY e
HEMPHILL, 2014).
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Figura 2 - Ciclo de vida de Neospora caninum
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Fonte: Adaptado de Goodsween, 2013.

2.3 Etiopatogenia do abortamento

De acordo com Dubey et. al. (2017), a transmissao transplacentaria é
uma das principais vias de propagag¢ao de N. caninum em bovinos. A patologia
placentaria imunomediada tem sido relatada como a responsavel por inviabilizar a
gestacgao devido aos efeitos antagdnicos da resposta tipo Th1 aumentada na interface
materno-fetal. Apds infecgoes experimentais em bovinos, sabe-se que diversas
manifestagdes clinicas ocorrem nos diferentes estagios gestacionais, sendo que a
morte fetal foi o achado mais comum em vacas infectadas no primeiro terco
gestacional e o nascimento de bezerros congenitamente infectados em vacas
infectadas no terco final da gestacdo (CANTON et. al., 2014).

A transmissao transplacentaria ocorre devido a reativacdo e
reconversao (recrudescimento) de bradizoitos em taquizoitos durante a gestagéo e
em seguida infeccao fetal (MONNEY e HEMPHILL, 2014). Sabe-se, ainda, que a
proliferagdo de parasitas na placenta causa restrigdes de oxigénio e nutricdo, os quais

compromete a viabilidade fetal e induz desequilibrio imunolégico na placenta.
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Chryssafidis et. al. (2016) complementam por meio de achados histoldgico, a detec¢ao
de infiltragdo de linfécitos nos diferentes tecidos analisados (placenta, cérebro fetal,
coragao, pulméo, rim e figado); quanto maior a infiltragdo mais comum a presenca de
macrofagos e plasmaocitos nos achados. Em placentas com elevada carga parasitaria,
notou-se também necrose tecidual.

O abortamento € o sinal clinico mais observado na infecgdo por N.
caninum em bovinos, no entanto, a morte, reabsor¢do e mumificagdo do feto, assim
como natimortos, neonatos fracos ou com neuropatia e recém-nascidos sem sinais
clinicos, mas portadores, também s&o importantes. Ressalta-se que a ocorréncia do
abortamento no rebanho pode ser esporadica, endémica ou epidémica e a
manifestagdo subclinica ocorre com maior frequéncia nas infec¢des por N. caninum
(DONAHE, et. al.; 2015; DUBEY, 2017; McALLISTER, 2016). Bruhn et. al. (2013)
complementam ainda que anormalidades reprodutivas como estro e abortos
repetidos, assim como, anestro temporario foram associadas a soropositividade por

N. caninum sendo, portanto, caracterizados como sinais clinicos.

2.4 Prejuizos Econémicos na Bovinocultura de Leite

Os prejuizos causados por N. caninum somaram em torno de 1 bilhao
de dodlares e possivelmente alcancara um cenario de perdas entre 2 e 4 bilhdes de
dolares/ano entre 10 e 20 paises (representantes das maiores agroindustrias bovinas
no mundo), estimando dois tergos de danos financeiros para o leite e um terco para
carne (REICHEL et al.,, 2013). Nos Estados Unidos estimam-se prejuizos de 546
milhdées de délares/ano para laticinios e 111 milhdes de ddlares/ano para a industria
de carne (McALLISTER, 2016). Ja no Brasil, os danos sao previstos em torno de 51,3
milhdes de dolares/ano de prejuizos para o leite e 101,0 milhdes de ddlares/ano para
carne (REICHEL et al., 2013).

N. caninum é reconhecido como uma das principais causas de perdas
reprodutivas em todo o mundo. Com patogénese ndo completamente compreendida,
passa a ser considerada como uma doenca importante (CANTON et. al., 2014).
Quatro problemas criticos e de impacto econbémico sdo gerados pela doenca:
abortamento, parto prematuro, retencdo de placenta e metrite (FAVERO et al. 2017).

A importancia do impacto econémico causado por N. caninum sugere

que a vacina seria a melhor alternativa custo-efetiva para controlar a infecgdo sem
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deixar residuos no leite ou na carne, porém, ainda nao existe vacina comercial

disponivel para a prevengao de neosporose (GOODSWEN et al., 2015).

2.5 Epidemiologia

No Brasil a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum varia de acordo
com pais, regido, e entre bovinos de leite e de corte (DUBEY et al., 2017). Tais
diferencas podem estar predominantemente relacionadas aos numeros de gestagdes,
presenca e numero de caes na fazenda, idade dos animais, forma de infeccao e
exposi¢ao ao parasita, assim como o tipo de teste soroldgico utilizado para determinar
infeccdo (GOODSWEN et al., 2013). A idade dos bovinos e a presenga de caes na
fazenda foram significativamente associadas com maiores chances de disturbios
reprodutivos. Llano et al. (2018) verificaram maior prevaléncia de soropositivos em
animais com mais de trés anos de idade. Vacas positivas para N. caninum tém
probabilidade 25% maior de terem problemas como abortamento, parto prematuro,
retencdo de placenta e metrite (FAVERO et al. 2017).

Na regido ocidental da Coldmbia, um rebanho de 1.038 animais
apresentou soropositividade de 28.0%. Foi possivel detectar associagao significativa
entre animais soropositivos e histérico de abortamento nos ultimos 2 anos, sendo a
prevaléncia nestes animais de 68,0%. Com relacao a repeticdo de cio, foi observada
uma associagdo significativa, com uma maior porcentagem (30.0%) em animais
soropositivos (LIANO et al., (2018). De forma semelhante, Pessoa et al., (2015)
identificaram uma incidéncia 15 vezes maior de disturbios reprodutivos em vacas
soropositivas (PESSOA et al., 2015). Em suma, os autores confirmam a associagao
de perdas reprodutivas com a ocorréncia de N. caninum no rebanho.

Em estudo realizado por Klauck et al., (2016), analisou os fatores de
risco para N caninum correlacionados com a idade da vaca, a quantidade de tempo
que a propriedade desenvolve atividade leiteira, numero de animais na propriedade,
e 0 numero de gestacdo. Notou-se que as fazendas com menos de dez anos de
atividade leiteira foram trés vezes mais suscetiveis a neosporose quando comparadas
com as fazendas com mais de dez anos.

N. caninum em hospedeiros intermediarios pode provocar sinais
clinicos ou ndo. Diante desse cenario, a identificacdo de estresse oxidativo e aumento

de marcadores de inflamacéo sdo essenciais para indicar dano tecidual e aprofundar
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a investigacao da prevaléncia no rebanho. Marcadores de estresse oxidativo —
espécies reativas de oxigénio (ROS), niveis de substancias reativas ao tiobarbiturico
(TBARS), atividade de S-transferase (GST), adenosina desaminase (ADA) e
butirilcolinesterase (BChE) — foram analisados em vacas leiteiras soropositivas para
N. caninum (assintomaticas ou sintomaticas) associando a influéncia das alteragdes
nesses marcadores com perdas produtivas. Os niveis de ROS, ADA, GST e BchE
apresentam diferentes variagbes entre os grupos estudados, todavia, o grupo de
animais soropositivos sintomaticos demonstrou dano tecidual associado com estresse
oxidativo e inflamacdo de modo exacerbado, o que reforca a importancia da
investigacao clinica de todo o rebanho, uma vez que animais sem manifestagdes
clinicas podem ter um desempenho inferior. Nesse caso, entende-se que a falta de

inspecéo clinica € um efeito de perda por N. caninum (GLOMBOWSKY et. al.,2017).

2.6 Resposta Imune Contra Neospora caninum

A resposta protetora frente a N. caninum tem sido relatada como
responsavel por comprometer a gestacdo em vacas. A infecgdo pelo parasito
desencadeia estimulos decorrentes do sistema imunologico e as respostas pro-
inflamatdrias sdo mediadas por meio de a¢des do interferon gama (IFN-y) na ativagao
e migracdo celular (CANTON et. al., 2014).

Estudos in vivo demonstraram que camundongos com deficiéncia
para IL-12 (interleucina 12) e IFN-y sdo incapazes de resistir a N. caninum. Nesse
caso, ressalta-se que a imunidade protetora do hospedeiro induzida por N. caninum é
tipicamente mediada por Th1 envolvendo a produgao da IL-12, IFN-y e TNF (fator de
necrose tumoral) junto com a produgédo de NO (6xido nitrico) e consequentemente
alteragéo de subclasse para IgG2 (DONAHOE et al., 2015; HECKER et al., 2015).

No decorrer da fase aguda da infecgcdo, macréfagos e células
dendriticas produzem e secretam altos niveis de IL-12 e TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) em repostas a taquizoitos, por sua vez, a IL-12 estimula células natural
killer a produzirem e secretarem altos niveis de IFN-y, assim como, induzirem a
diferenciacao celular de T CD4+ na subpopulagao Th1 (protetora de IL-12 e IFN-y),
tais eventos sédo nocivos para o hospedeiro (DONAHOE et al., 2015; HECKER et al.,
2015). A resposta pro-inflamatoéria é essencial para paralisar a replicagao do parasito

podendo afetar a integridade fisiologica da placenta que consequentemente podera



O 0 3 O N B~ W N =

NS I S S S V2 "I S S S e e e e e e e e
O 00 9 O N bk W NN = O 0O 0 N N N R WD = O

21

induzir a ma-formacgéao fetal ou o abortamento (MONNEY e HEMPHILL, 2014;
HECKER et al., 2015).

Durante a gestagédo, a imunomodulagdo do hospedeiro favorece o
perfil de resposta mediada por Th2 associadas a mudanga para a subclasse IgG1 e
células T regulatérias que auxiliam na manutencdo da gestagdo, no entanto,
inviabilizam o controle da infecgao por N. caninum. A sincronia entre a gestagédo com
altos niveis de citocinas IL-4 e IL-10, associada a infec¢ao por N. caninum leva uma
replicacdo descontrolada do parasito que consequentemente prejudica o feto; tais
eventos tornam a gestacao frente a infeccdo por N. caninum um grande desafio
(KLEIN et al., 2013; MONNEY & HEMPHILL, 2014; DONAHOE et al., 2015; HECKER
et al., 2015; AGUADO-MARTINEZ et al., 2016).

Respostas imunes humorais ndo séo protetoras contra N. caninum,
porém, a soropositividade e o nivel de anticorpos mostram-se como bons marcadores
para o diagnostico de neosporose bovina e o risco de abortamento associado.
Todavia, foram observadas diferengas entre os mecanismos humorais contra N.
caninum e o abortamento em vacas puras e cruzadas. Além disso, concentracdes de
PG-2 (prostaglandina 2) também podem ser usadas para prever abortamentos
(ALMERIA, et. al., 2017).

Sabe-se que anticorpos contra N. caninum em fetos podem
determinar a presenca da infeccao pelo protozoario, entretanto, a resposta
imunoldgica depende do estagio fetal, do nivel e do tempo de exposi¢cado entre a
infeccdo e a coleta de sangue. A presenca de anticorpos fetais anti-N. caninum
assegura a ocorréncia de infeccao transplacentaria deste agente sem interferéncia da
imunidade passiva. Em bovinos naturalmente infectados foi possivel observar um
aumento significativo nos niveis de IgG especificamente na segunda e terceira fase
gestacional. Sabe-se que o titulo de anticorpos pode ser um indicador indireto da
exposicao antigénica para o sistema imunoldgico, sendo os bovinos soropositivos

para N. caninum mais propensos ao abortamento (DUBEY, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia e acompanhar a cinética de IgG contra N.

caninum em bovinos leiteiros

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum e anti-T.
gondii, por meio da Imunofluorescéncia Indireta, em bovinos leiteiros de propriedades
rurais situadas na regido Oeste-noroeste do estado de Sdo Paulo;

e Avaliar a ocorréncia de fatores associados a soropositividade
para N. caninum e T. gondii em bovinos leiteiros em bovinos leiteiros de propriedades
rurais situadas na regido Oeste-noroeste do estado de Sao Paulo;

e Acompanhar a cinética de IgG anti-N. caninum em matrizes e
suas progénies;

e Calcular a taxa de transmissao transplacentaria de N. caninum
durante trés geragdes;

e Analisar fatores de risco para soropositividade para N. caninum

por meio de um estudo de Coorte.
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4 ARTIGO A - SEROPREVALENCE AND RISK FACTORS FOR Neospora
caninum AND Toxoplasma gondii IN DAIRY CATTLE OF SAO PAULO STATE

*Artigo submetido para a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

Abstract

Neospora caninum is considered one of the major causes of reproductive losses in
cattle all over the world because of abortion and animal reposition. Whereas
Toxoplasma gondii can present a risk for beef specially regarding milk transmission.
This study aimed to evaluate the occurrence of anti-N. caninum and anti-T. gondii
antibodies in dairy cattle from the west and northwest regions of the Sdo Paulo State.
A total of 653 serum samples from dairy cows were analyzed using Indirect Fluorescent
Antibody Test (IFAT). Epidemiological data from farms was associated with serological
results of animals by logistic regression based on the median values of antibody titers.
The frequency of antibodies against N. caninum and T. gondii were 41.6% (272/653)
and 11.5% (75/653), respectively A significant association between the serum
occurrence of anti-N. caninum antibodies with breed, feed supplementation for calves,
introduction of outside animals with reproductive problems and the gestation period
was demonstrated. The presence of these factors increased the chance of

seropositivity.

Keywords: Neosporosis. Toxoplasmosis. Dairy Cattle. Seroprevalence. Risk factors.

Introduction

The milk production chain is one of the main economic activities in
Brazil. The country is the fifth largest milk producer in the world which got R$35 billion
with its yield in 2019. The southeast region is the leader in milk production, responsible
for 34.3% of the national yield (USDA, 2020) and 5% of the regional production comes
from Sao Paulo State (Embrapa Gado de Leite, 2019).

Neospora caninum is one of the great causes of abortion in dairy cattle
and the vertical transmission is considered the most relevant route (Dubey, 1999,

2017; Reichel, et al., 2013). However, cattle can also be infected through horizontal
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transmission, which can occur by ingestion of food or water contaminated by
sporulated oocysts eliminated by definitive hosts of the parasite that are some species
of canids (Dubey, 2017). In Brazil, N. caninum is widely distributed, with reports in 16
Brazilian states (reviewed by Cerqueira-Cézar et al, 2017).

Although Toxoplasma gondii is not an important cause of abortion in
cattle, its epidemiological importance in terms of infection in humans needs to be
determined, mainly because the protozoan can be transmitted by the consumption of
bovine products such as unpasteurized milk and raw meat (Dubey, 1986; Marana et
al, 1995). The herd can be infected by the consumption of pastures contaminated with
oocysts eliminated by felines. Clinical signs of toxoplasmosis are indistinguishable
from neosporosis which makes T. gondii a mandatory differential diagnosis.
Establishing the real causal agent is important for promoting efficiency in
epidemiological knowledge and sanitation practices (Gomes, et al, 2020). The aim of
the present study was to investigate the occurrence of anti-N. caninum and anti-T.
gondii antibodies in dairy cattle from the west and northwest regions of S&o Paulo

State, Brazil.

Material And Methods
Study Location and Ethics Approval

The study was conducted on ten dairy farms in the municipalities of
Tupa (4 dairy farms), lacri (1 dairy farms), Queiroz (1 dairy farms), Alto Alegre (2 dairy
farms), and Penapolis (2 dairy farms), which belong to the west and northwest regions
of Sao Paulo State, Brazil. This study was approved by the Committee of Animal Ethics
from State University of Londrina (UEL) (CEUA 10/2019, number 23340.2018.90).

Sampling

Blood samples from dairy cows of Holstein, Jersey, Gir, Girolando,
Jersolando, Brown Swiss, and crossbreds were obtained from 10 farms from March to
April 2019. These farms used a semi-intensive livestock system, and they were chosen
according to the region not yet studied. The sampling inclusion criteria of animals were
all males and females’ dairy cattle in farms which were up to 10 years of age, totaling

653 animals, including 631 females and 22 males. The animals in this cross-sectional
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study were divided into three age categories: 0-12 months, 12 to 24 months, and = 24
months.

The blood samples of the herds were deposited in tubes without
anticoagulants and transported to the Center of Veterinary Medical Diagnosis
(EMERGE, Tupa, Sao Paulo, Brazil) in isothermal boxes at 8°C. At the laboratory, the
samples were centrifuged at 3000 x g for 10 min, and then the serum was transferred

to a 2 mL microtube and stored at -20°C until serological analysis.
Serological Analysis

The presence of antibodies against N. caninum and T. gondii was
verified by an indirect fluorescent antibody test (IFAT) using bovine anti-lgG marked
with fluorescein (Fluoresceinisothiocyanate - Sigma- Aldrich, San Luis, Missouri, USA)
for both parasites and, slides fixed with tachyzoites from the NC-1 strain for N. caninum
and from the RH strain for T. gondii (Conrad et al, 1993; Camargo, 1964). One positive
and negative serum for the antibody presence were added to each slide as a control
of analysis. For screening, serum samples were diluted to 1:50 and 1:100 and samples
were considered positive for anti-N. caninum antibodies when calf and cow serum
presented titers 2100 (Antonello et al., 2015). For screening, the samples were diluted
1:16 and 1:64 and were considered positive for anti-T. gondii antibodies when calf and
cow serum presented titers 21:64 (Santos et al.,, 2020). All positive samples in
screening analysis had their titers determined by complete dilution of sera performed

until no fluorescent reaction was observed.

Epidemiological Characterization

To obtain epidemiological data, a questionnaire was applied regarding
information about: structure and management of farms (variables: opened or closed
market, crossbred of pure production system), zootechnical and health characteristics
of animals (variables: sex, age, breed, food supplementation for calves, vaccines,
trimerster wich occured reproductive problems, reproductive problems, neurological
problems, previous disease, endo-ectoparasites), and environment (variables:
presence of dogs, presence of cats, source of water for animals, wastewater

destination, distance between water source and wastewater).
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Statistics

Epi Info® 3.5.4 (CDC, Atlanta) and R environment (R Core Team,
2016) were used for statistical analysis. For georeferencing, the QGIS software
(QGIS.org Association - Free Software Foundation, Massachusetts, New York, USA)
was applied using geospatial data from the Brazilian Institute of Geography and
Statistics (IBGE, 2010).

Results

Blood samples from 653 animals (table 1) were collected, being 251
(38.4%) in the west and 402 (61.6%) in the northwest region (653) of Sao Paulo State.
Antibodies against N. caninum were verified in 41.6% (272/653 — Cl: 37.93 - 45.47%)
of these animals. The occurrence of the protozoan antibodies was 33.5% (84/251 ClI:
27.66 - 39.67%) in the west region and 46.8% (188/402 CI: 41.94 - 51.65%) in the
northwest region (figure 1). N. caninum was observed in 100.00% (10/10) of the farms
studied (table 2).

Regarding animal ages, 12.4% (81/653) were 0—12 months, 16.4%
(107/653) were 12 to 24 months, and 71.2% (465/653) were = 24 months. Although no
statistical significance was observed among age and seroprevalence of parasites, a
major part of the prevalence occurred in those =24 months old (44.1% - 205/465).

The model obtained by multivariate logistic regression demonstrated
a significant association between the seropositivity for N. caninum with the following
factors: breed, food supplementation for calves, presence of reproductive problems in
animals, and reproductive period with a major number of reproductive losses. Herds
composed of crossbred cows presented 2.08 (Odds-ratio Confidence Interval (OR ClI):
1.30- 3.31) times more chances of being seropositive in comparison to N. caninum. In
the same way, farms that not supplemented calves were 4.67 (OR CI: 2.93 - 7.45)
times more likely to be seropositive; and for cows bought with reproductive problems,
the chances of being seropositive were 5.02 (OR CI: 3.14 - 8.00) times (Table 3). Each
property followed specific diets for the calves, and the main supplements used were
vitamins, minerals, and protein sources.

Animals presenting reproductive problems as abortion, retained
placenta, and return to estrus in all three trimesters of pregnancy were observed 272

(41.65%). As demonstrated by the model, reproductive problems were associated to



O 0 3 N »n B~ W N =

W W W W W N N N N N N N N N N R R e e = e e e
AW N = O O 0 NN N PR WD = O VO NN R W NN = O

32

N. caninum infection mainly for farms that had an abortion episode in the second
trimester of pregnancy which had 5.02 times more chances of being soropositive for
the protozoan than cows with an abortion in the third trimester (Table 3).

T. gondii was verified in 11.5% (75/653 CI: 9.26 - 14.16%) of the
animals, with 12.7% (32/251 CI: 8.89 - 17.52%) of them located in the northwest region
and 10.7% (43/403 CI:8.04 - 14.10%) located in the west region and it was observed
in 90% (9/10) of the farms studied (Table 2). There were no factors associated with the

presence of T. gondii antibodies in animals.

Discussion

Neospora seropositivity in cattle was 41.6% (272/653). Similar results
were found in the Presidente Prudente region of the Sdo Paulo State, reporting 35.5%
(145/408) of animals positive and a risk associated with the presence of anti-N.
caninum in dairy cattle when compared to beef cattle (OR: 1.78), analysed using the
immunoenzymatic ELISA test, which was explained by differences in management and
rearing systems (Sartor et al., 2005). The municipality of Presidente Prudente is in the
extreme west of the Sdo Paulo State and has high activity in dairy farming and similar
geophysical conditions to the region in the present study. The open management
carried out in the studied properties (7/10) and the association with bought animals
that presented later reproductive problems emphasizes the risk of neosporosis in herds
when an exchange of animals between farms without veterinary control is used.

The seropositivity of N. caninum was evaluated in dairy cattle from the
southeast region of Sdo Paulo by Sartor et al. (2003) using two methodologies (ELISA
and IFAT), and they found almost 47% positivity from 521 animals combining the two
methodologies. Although a more reliable result comes from a combination of more than
one serological test, IFAT is cheaper and more specific than ELISA. The authors also
described anti-N. caninum antibodies in all cows that presented an abortion episode.
Other studies have shown an association between N. caninum presence and abortion.
These studies reported an average of 56.8% (23.3% to 91.7%) of N. caninum
prevalence among animals in which abortion had occurred (Boas et al., 2015; Brunh
et al., 2013; Chiebao et al., 2015; Corbellini et al., 2002; Hein et al., 2012; Oshiro et
al., 2007; Pessoa et al., 2016).

In the present study, pregnancy was observed at the time of blood
collection in 23.3% (152/653) of cows; among them only 17.1% (26/152) presented an
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abortion episode and the presence of anti-N. caninum antibodies. Even without
statistical significance, farmers described other clinical signs commonly seen in
neosporosis, such as retained placenta, repeated heat, and parturition complications.
It was also observed that pregnant cows seropositive to Neospora, which did not
presented abortion, calved a stillborn. The clinical signs are in accordance with other
studies that demonstrated a statistical association with abortion and N. caninum
seroprevalence (Boas et al., 2015; Brunh et al., 2013; Chiebao et al., 2015; Corbellini
et al., 2002; Hein et al., 2012; Oshiro et al., 2007; Pessoa et al., 2016).

In the northwest region of Sdo Paulo, Curci et al. (2017) observed a
N. caninum seroprevalence of 35.1% (332/945) in dairy herds from a family farming
system by IFAT method. Using ELISA, Piagentini (2003) found an anti-N. caninum
antibodies in 30.8% (114/370) of Bos taurus cattle located in the Avaré municipality
(midwest region of Sao Paulo). Although these findings were not from the same region
of the present study, it shows how widespread neosporosis is in family farming
livestock in Sdo Paulo and it could negatively affect the dairy yield in the state. This is
a concern for dairy farming in Brazil because 52% of all dairy yield in the country comes
from family farming (CTLeite, 2019).

Even with a high range in animal age, there was no statistically
significant association with Neospora seropositivity. Some studies have demonstrated
this association with N. caninum infection and animal age (Dyer et al.,2000;
Guimaraes, 2002; Sanderson et al., 2000;) which hypothesized that the cause is the
exposure time of hosts to parasite forms. This was based on the results of previous
studies that showed younger animals with lower seroprevalence compared to animals
above 24 months of age. The lifetime of these animals in contact with a contaminated
environment probably increases the chances of infection (Bastos et al., 2019; Dyer et
al.,2000; Guimaraes, 2002;).

In this study, evidence of a higher susceptibility to neosporosis in
calves without dietary supplementation was observed. Bartles et al. (1999) found an
association with farm management and the risk of infection in dairy herds from the
Netherlands. According to Tokarnia et al. (2000), the unequilibrated management of
nutrients may occur at many levels and cause metabolic disturbances, resulting in a
decrease in productivity and immunity. These decreases may provide reactivation of
the parasite and cause clinical signs. Non-supplemented calves are 4.67 times more

likely seropositive for N. caninum and it was associated with farm management, as the
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farms which offered the best nutrition program to cattle also had the most efficient
sanitation parameters (Chiebao, 2010).

All farms with crossbred animals used open-market management
while farms with European cattle used a closed-herd market. This absence of the
introduction of foreign animals in the farms with European cows probably decreased
the chances of transmission, which may explain their low rates of seropositive animals
and low rates of Neospora transmission by the vertical pathway. The non-replacement
of animals from other herd can be a protective factor against N. caninum infection in
the dairy farm. The study that analyzed the impact of N. caninum on the reproductive
parameters of 434 Holstein dairy cows belonging to a closed herd in Brazil even finding
an association of risk for age at first calving and services by conception, they
highlighted the low seropositivity of the animals due to closed handling (Barros et al.,
2021).

Gindri et al. (2018) reported that 31.1% (100/322) of dairy cattle from
the Rio Grande do Sul State were seropositive for N. caninum, with no statistical
association with the productive system, reproductive management, breed, age, nor
parturition number. However, purchase and animal substitution showed a significant
correlation with anti-N. caninum antibodies. In Rondénia, both populations of dairy and
beef/dairy herd had a higher risk of infection with N. caninum (Aguiar et al, 2006).

According to Dubey (2017), the pathogenesis of abortion is not
completely clear. It is known that abortion caused by Neospora occur more in the
second and third trimesters of pregnancy, but that in this gestational phase
transplacental infection is very common; however, miscarriage rarely occurs.
Nishikawa (2001) and Innes et al. (2005) affirmed that a seropositive cow could present
with reactivation of N. caninum during pregnancy due to modulation of the humoral and
cellular pathways of the immune system. This modulation is expressed by a decrease
in cellular response, which causes the change of bradyzoites to tachyzoites and,
consequently, the invasion of the placental barrier and infection of the fetus. In the
present study, an association was found between the third trimester of pregnancy and
N. caninum infection. Stenlend et al. (1999) and Almeria et al. (2009) showed higher
IgG titers in the third trimester when compared to others, suggesting that the most
probable period of Neospora reactivation occurs between the fourth and sixth months

of pregnancy.
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This study verified seropositivity for T. gondii in 11.5% of the
animals.%. Ogawa et al. (2005) observed the seroprevalence of T. gondii and N.
caninum in dairy cattle from 90 farms in 12 municipalities in the northern region of
Parana and demonstrated that 26.0% (102/392) and 11.4% (45/392) of the animals
were seropositive for T. gondii and N. caninum, respectively. In this population, only
1.0% (4/392) of cows were positive for both protozoa, which was in accordance with
the low seroprevalence of 4.0% (27/670) found in this study for both parasites. In Brazil,
T. gondii seroprevalence in cattle varies among regions and diagnostic methodology.
The seroprevalence amplitude of positive animals is approximately 1%—-49% and
studies highlight that the cows’ resistance to T. gondii may interfere with prevalence
rates and transmission (Albuquerque, et al, 2005; Daguer et al, 2004; Dubey, 1986;
Costa, 1978; Garcia et al, 1999; Marana et al, 1995). This resistance of cows to
Toxoplasma may be the reason for lower seroprevalence found in this study when
compared to N. caninum.

A study conducted in 58 dairy properties in Western Parana, found a
risk association of co-infection with N. caninum and T. gondii. The prevalence of co-
infection was 8.7% (34/390), indicating to be a risk-associated factor mainly for
abortion (Santos et al., 2020). Serological screening of N. caninum and T. gondii for
the herd is essential to detect the real epidemiological prevalence of the disease and

direct towards its control and eradication (Dubey & Schares, 2011).

Conclusion

Herein, we described a high frequency of antibodies to N. caninum in
study the studied farms, however, there was a low seropositivity for T. gondii. There
was association between N. caninum infection and reproductive problems, however,
there was not with T. gondii. This showed the importance of neosporosis in dairy cattle
from study region, thus, the inclusion of this parasite in animals with reproductive

disorders is fundamental for future diagnosis.
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Mesoregion Age of animals (months)
0-12 (%) 12-24 (%) > 24 (%)
West-northwest 40/653 (6.12) 41/653 (6.28) 170/653 (26.03)
West 41/653 (6.28) 66/653 (10.11) 295/653 (45.18)
Total 81/653 (12.40) 107/653 (16.39) 465/653 (71.21)

Table 1 — Number of samples collected from cattle of west-northwest and west
regions of Sdo Paulo State, Brazil, by their age - 2019.

N. caninum N. caninum T. gondii T. gondii
Mesoredion farms Animals farms Animals
g Positive/Total Positive/Total Positive/Total Positive/Total
(%) (%) (%) (%)
West- 84/251 6/6
northwest 6/6 (100.0) (33.5) (100.0) 321251 (12,7)
188/402 3/4
West 4/4 (100.0) (46.8) (75.0) 43/403 (10.7)
272/653 9/10
Total 10/10 (100.0) (41.6) (90.0) 75/653 (11.5)

Table 2- Frequency of anti-Neospora caninum and anti-Toxoplasma gondii antibodies
in dairy cattle from S&o Paulo State, Brazil - 2019.
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Variables Positive/Total p* OR P Adjusted OR
(%) (C1 95%) (Cl 95%)
Breed
2.23 2.08 (1.30-
Crossbred 153/292 (52.4) <0.0001 (1.62-3.07) 0.0016 3.31)
Pure Breed 119/361 (33.0)

Food supplementation for calves

Yes 209/529 (39.5) 1.58 (1.06- 4.67 (2.93-
0.0223 < 0.0001

No 63/124 (50.8) 2.34) 7.45)

Bought animals that presented later reproductive problems

Yes 188/402 (46.8) 1.74 (1.25- 5.02 (3.14-
0.0007 0.0007

No 84/251 (33.5) 2.42) 8.00)

Trimester of gestation where cows had reproductive problem

. 0.46 (0.24- 0.88 (0.55-

First 31/112 (27.7) 0.86) 1.41)
0.0034 0.96 (0.52- 0.0007 5.02 (3.14-

Second 208/468 (44.4) 1.80) 8.00)

Third 33/73 (45.2)

*Bivariate

**Multiple Logistic Regression
Table 3 - Variables statistically associated with the prevalence of anti-Neospora
caninum antibodies in bovine milk breeding properties of the west-northwest and west

region of Sdo Paulo State, Brazil - 2019.
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Figure 1- Frequency of anti-Neospora caninum antibodies detected by IFAT in

bovine milk breeding cities in the northwest region of Sao Paulo State, Brazil.
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5 ARTIGO B Neospora caninum: Cinética de IgG bovinos leiteiros naturalmente

infectadas em Sao Paulo, Brasil

Abstract

This study aimed to evaluate the occurrence of Neospora caninum transmission in
calves, heifers, and naturally infected dairy cows and to record the kinetics of
antibodies to this protozoan in bovines. A total of 152 pregnant dams were selected
from ten rural properties in the west and west-northwest regions of the State of Sao
Paulo. Females whose first blood collection occurred from birth, before and up to the
last third of gestation were followed, totalizing 37 animals. The indirect
immunofluorescence reaction (IFAT) was used for the serodiagnosis. It was observed
that 48.6% (18/37) of the heifer cows were seroreagent for N. caninum and 51.4%
(19/37) negative. An additional risk of 88.9% on the occurrence of anti-N. caninum
antibodies were observed in first progeny (P1) that was born from seroreagent dams
(p<0.001) and transplacental transmissions originating from pre-and postnatal
infection, 100.0% (3/3) of the second progeny (P2) remained reagent before the
ingestion of colostrum. Regarding the group of non-reactive calves, it was observed
that the frequency between generations in the horizontal transmission was 26.3%
(5/19) at three months and 60% (6/10) at six months in the second generation (P1). It
was observed that calves born from sero-reactive dams presented higher titers in the
phases before colostrum (p=0.0002) at 90 days of life (p=0.0474) than those born from
seronegative dams. N. caninum is widely spread in the studied region and this implies
in an urgent need of control and prevention measures. This demonstrates that N.
caninum is widely disseminated in the localized region. In addition, a high rate of
infection by N. caninum for the subsequent emergency alerts for prevention measures

in the investigated animals.

Keywords: Antibody IgG; dairy cow; transplacental and horizontal infection;

Neosporosis.
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Resumo

Objetivou-se avaliar a ocorréncia da transmissao de Neospora caninum em bezerras,
novilhas e vacas leiteiras naturalmente infectadas e monitorar a cinética de anticorpos
para esse protozoario nas bovinas. Foram selecionadas 152 matrizes prenhes,
provenientes de dez propriedades rurais pertencentes a regido Oeste e Oeste-
noroeste do estado de Sao Paulo, das quais, seguiram no acompanhamento apenas
fémeas cujo a primeira coleta de sangue ocorresse desde o nascimento, antes do
colostro até o ultimo tergco gestacional, totalizando 37 animais. Foi utilizada a reagao
de imunofluorescéncia indireta (IFAT) para o sorodiagnéstico. Observou-se que 48,6%
(18/37) das matrizes das bezerras eram sororreagentes para N. caninum e 51,4%
(19/37) negativas. Foi observado um risco adicional de 88,9% de ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum em P1 que nasceram de matrizes sororreagentes
(p<0,001), sendo que das transmissoes transplacentarias oriundas de infeccao pré e
poés-natal, 100,0% (3/3) das progénies (P2) permaneceram reagentes antes da
ingestdo do colostro. J& em relagdo ao grupo de bezerras ndo reagentes, foi
observado que a frequéncia entre as gerag¢des na transmissao horizontal foi de 26,3%
(5/19) aos trés meses e 60% (6/10) aos seis meses da segunda geragao (P1).

Isso demonstra que N. caninum esta amplamente disseminada na regido estudada.
Além disso, alta taxa de infecgado por N. caninum para as geragdes subsequentes

aponta emergéncia para medidas de prevengao nos rebanhos analisados.

Palavras-chave: Anticorpos IgG; bovinos de leite; infecgdo transplacentaria e

horizontal; Neosporose.

INTRODUCAO

A neosporose € uma das maiores doengas envolvidas em perdas
reprodutivas em bovinos. Sem a existéncia de vacina, o diagnéstico de Neospora
caninum em rebanhos é de grande importancia, principalmente para programas de
mitigar impactos produtivos e controle da doenga. O parasito pode infectar diversas
espécies animais, sendo os cades domeésticos e alguns canideos silvestres
hospedeiros definitivos capazes de eliminar oocistos nas fezes. Os oocistos, quando

esporulados, podem contaminar o ambiente e infectar bovinos, ovinos, caprinos,
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cervideos e animais silvestres, os quais sao considerados como hospedeiros
intermediarios. Na bovinocultura de leite a principal via de transmissao é a vertical,
entretanto, a transmissao horizontal, por meio da ingestdo de oocistos esporulados
em pastagem, solo, cochos e bebedouros também pode causar infec¢do nos animais
(DUBEY, 2003; DAVIDSON et al, 1999, BERTOCCO & BERTOCCO, 2008).

Segundo Nicolino (2015), os prejuizos causados por N. caninum em
bovinos de leite envolve custos com o descarte prematuro de animais, reposicédo de
matrizes, queda na producao de leite e abortamentos.

O carater persistente da infecgao faz da investigacao de anticorpos
anti-N. caninum um indicador importante para a exposi¢ao e o status de portador em
bovinos (DUBEY 2003; UGGLA et. al. 1998; SILVA 2005).

De acordo com Cerqueira-Cézar et al. (2017), no Brasil foram
realizados diferentes estudos para determinar a soroprevaléncia de N. caninum. Os
autores compilaram o resultado de diversas regides do pais, em diferentes espécies
animais utilizando técnicas de imunodiagnostico e diagndstico molecular para
determinar a ocorréncia e incidéncia da neosporose no pais, no entanto, ainda existem
regides no Brasil nas quais o cenario epidemioldgico e imunoldgico da doenga nao é
totalmente conhecido, como é o caso da regiao Oeste-noroeste do Estado de Sao
Paulo.

Respostas imunes humorais ndo séo protetoras contra N. caninum,
porém, a soropositividade e o nivel de anticorpos mostram-se como bons marcadores
para o diagnostico de neosporose bovina e o risco de abortamento associado. O
conhecimento do perfil epidemiolégico e imunolégico, em especial em transmissdes
transplacentarias, importante via na manutencao do protozoario no rebanho, faz-se
necessaria para introduzir medidas preventivas e, assim diminuir perdas econémicas
e reprodutivas que tanto impactam o agronegadcio do leite e produgao familiar nacional.
Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivos: a) analisar a ocorréncia de IgG anti-
N. caninum de trés gerag¢des de bovinas de leite; b) acompanhar a cinética de IgG

anti-N. caninum em vacas e suas progénies.

Material e Métodos

Desenho experimental



O 0 3 O »n B~ W N =

W W W W W N N N N N N N N N N R R e e e = e e e
AW N = O O 0 N N N B WD = O VO NN R W NN —= O

47

O presente estudo foi realizado em dez propriedades produtoras de
leite, localizadas na regido Oeste e Oeste-noroeste de Sao Paulo composta,
especificamente, pelos municipios de: Tupa, lacri, Queiroz, Alto Alegre, e Penapolis.
Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Estadual de
Londrina — UEL n°® 23340.2018.90, e financiado pelo Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia — INCT/Leite n°® 465725/2014-7.

O estudo foi conduzido em um delineamento epidemiolégico de
longitudinal prospectivo de trés gerag¢des de vacas leiteiras. Com uma das geracgoes,
a progénie 1 (P1), foi conduzido um estudo de coorte com acompanhamento desde o
nascimento até o primeiro parto. Nesse caso, o fator de exposigao considerado para
a separagao das coortes foi a soropositividade para N. caninum das matrizes (primeira

geracao) e o desfecho foi a soropositividade da P1 (Figura 1).

Amostras

Para responder o acompanhamento longitudinal prospectivo foram
coletadas 152 amostras de sangue de bovinas de leite primiparas prenhes entre o
segundo e o terceiro terco de gestagao, das ragas Holandesa, Jersey, Gir, Girolando,
Jersolando, Pardo-suica e mesticas provenientes de rebanho com sistema de
produgao semi-intensivo e intensivo. Dessas, selecionou-se para o acompanhamento
matrizes que tiveram descendentes fémeas (segunda geracao - Progénie 1 - P1) com
primeira coleta de sangue antes da ingestao de colostro. O acompanhamento com
coletas sanguineo da progénie 1 seguiu as seguintes fases de vida: primeiro dia apés
0 parto antes da ingestdo do colostro, aos trés meses, aos seis meses, aos doze
meses, nos trés tercos do periodo gestacional até suas progénies fémeas (terceira
geragao - Progénie 2 - P2). A cronologia do acompanhamento teve inicio em margo
de 2019 e seguiu até dezembro de 2021. Durante os trés anos de acompanhamento

foi realizado o monitoramento dos animais e contato semanal com os produtores.
Coletas de sangue
Realizou-se a coleta de sangue de bezerras, novilhas e vacas

prenhes mediante pungdo da veia jugular ou coccigea, em tubos de 4 a 8 mL sem

anticoagulante. Apos coleta, o material foi transportado e armazenado em caixas
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térmicas refrigeradas, até o laboratério de Diagndstico Médico Veterinario —- EMERGE
(Tupa — SP), onde, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g / 10 minutos para
obtencao do soro, transferido para microtubos de 2 mL, armazenados em freezer até
envio para o laboratorio de Protozoologia Veterinaria da Universidade Estadual de
Londrina — UEL.

Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A pesquisa de imunoglobulinas da classe G, anti-N. caninum no soro
sanguineo foi realizada pela RIFI como descrito por Camargo (1973). Utilizou-se
conjugado anti-lgG espécie-especifico para bovinos (Sigma-Aldrich, San Louis,
Missouri, EUA) e taquizoitos da cepa NC- 1 de N. caninum como antigeno. Além disso,
um controle positivo e um negativo foram incluidos em cada lamina. Bezerras e
fémeas adultas com titulos de anticorpos =100 foram considerados positivas. Os soros
coletados foram diluidos em uma razédo de 1:2 e testados até que fosse obtido um
resultado de titulagdo sérica negativa. Considerou-se reagdes positivas aquelas que
apresentaram fluorescéncia periférica ou difusa dos taquizoitos, da mesma forma, as
fluorescéncias com caracteristicas apicais ou polares foram classificadas como

negativas (Paré et al. 1995; Antonello et al., 2015).

Estatistica

O software Excel foi utilizado tabular os resultados sorolégicos, bem
como para confecgéo de graficos e calculo de ocorréncias e incidéncias. O ambiente
R (R Core Team, 2016) foi utilizado para os testes de hipoteses qui-quadrado, exato

de Fisher e teste Wilcoxon, considerando uma significancia nivel de 5%.

Resultados

Das 152 vacas prenhes, 42.8% (65/152) conceberam machos, 17.1%
(26/152) sofreram abortamento, 11.9% (18/152) conceberam bezerras que foram
descartadas do estudo devido a impossibilidade da coleta antes da ingestdo do
colostro, 3.9% (6/152) pariram natimortos fémeas. Por fim, 24.3% (37/152) das

matrizes tiveram fémeas vivas, as quais foram selecionadas para o estudo longitudinal
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prospectivo e coorte. Ressalta-se que 60,0% das propriedades pertencem ao sistema
de produgao semi-intensivo, o que impossibilitou um maior controle para as coletas
antes da ingestédo do colostro. Em relagdo ao nascimento de machos, apenas 40,0%
das propriedades tém acesso ao sémen sexado, as demais propriedades utilizam
sémen convencional.

A Figura 1 apresenta: (a) geragdes divididas em estudo longitudinal
prospectivo (P1): matrizes sororreagentes (48.7% - 18/37) e matrizes nao
sororreagentes (51.3% - 19/37) para N. caninum; (b) ocorréncia de anticorpos anti-N.
caninum em coorte (P2); (c) dinamica da transmissao transplacentaria/vertical do
parasito entre os dois grupos.

No grupo de matrizes sororreagentes a idade gestacional
correspondente foi de 27.8% (5/18) entre 150 a 170 dias, 55.5% (10/18) de 171 a 190
dias e 16.7% (3/18) com 191 a 211 dias gestacionais. Observou-se que 88,9% (16/18)
tiveram progénies (P1) reagentes para N. caninum em amostras coletadas antes da
ingestdo do colostro e 11.1% (2/18) ndo reagentes (Figura 1). Entre os periodos,
destaca-se as progénies que permaneceram reativas para N. caninum. Na fase de 3
meses, contatou-se que das P1 soropositivas, 33.3% (6/16) vieram a 6bito, mudando
o tamanho amostral do acompanhamento para 12 descendentes. Nos periodos de
seis meses 0 acompanhamento seguiu com 83.3% (10/12) de P1 sororreagentes para
N. caninum. Ao completar 12 meses, seguiram no acompanhamento as novilhas (P1)
que entrassem no periodo reprodutivo com nascimento da progénie (P2) até
dezembro de 2021, nesse caso exclui-se 50% (6/10) de P1 reagentes que né&o
atenderam esse critério.

A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum na P1 ao nascer foi de
43.2% (16/37), estatisticamente foi observado um risco adicional de 88.9% de
ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum em P1 que nasceram de matrizes
sororreagentes (p<0,001).

Em relagcdo ao grupo de matrizes soronegativas, 100% (19/19) das P1
coletadas antes colostro também nao foram reagentes para N. caninum. Aos trés
meses de idade 26.3% (5/19) de P1 soro converteram para reagentes, outros 26.3%
(5/19) permaneceram nao reagentes a N. caninum e 47.4% (9/19) de P1 vieram a
obito. No periodo de seis meses a dinamica seguiu com 10 progénies, das quais,
60.0% (6/10) de P1 foram sororreagentes para N. caninum e 40.0% (4/10) n&o

reagentes. Aos 12 meses, atendendo o mesmo critério citado anteriormente, foram
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excluidas 60.0% (6/10) de P1 do periodo reprodutivo. A frequéncia entre as geragdes
na transmisséo horizontal foi de 26.3% (5/19) aos trés meses e 60.0% (6/10) aos seis
meses da segunda geragéao (P1).

Na terceira fase da prospeccdo, foi observado a dinamica da
transmissao pré-natal, pos-natal e auséncia de soropositividade em um mesmo
seguimento. Essa fase acompanhou nove novilhas (P1) no periodo gestacional.

O primeiro e segundo tergos gestacionais seguiram com 77.8% (7/9)
de P1 reagentes para N. caninum e 22.2% (2/9) nédo reagentes. No terceiro terco,
42.8% (3/7) de P1 permaneceram soropositivas, 57.2% (1/7) sofreram abortamento.
As P1 desse grupo que seguiram sem o contato com o agente, 50.0% (1/2)
continuaram nao reagentes e outras 50.0% abortaram.

A prospeccao se encerrou no nascimento da P2, totalizando quatro
descendentes da P1. Das quais, 100.0% (4/4) permaneceram reagentes para N.
caninum na coleta antes colostro oriundas de transmissao pré-natal. E 100.0% (1/1)
das P2 persistiram ndo reagentes para o parasito (Figura 1).

Observou-se que um total de 40.5% (15/37) das bezerras morreram
antes de completar seis meses por causas variadas e, portanto, foram removidas do
experimento.

O planejamento reprodutivo das novilhas discorreu de acordo com o
manejo de cada propriedade. Dentre os protocolos reprodutivos, 75.0% das
propriedades induziram as novilhas a inseminacdo artificial com ou sem sémen
sexado e 25.0% seguiram a monta natural.

Durante o acompanhamento verificou-se que a flutuagéao de IgG em
progénies positivas por transmissao vertical até um ano variou entre titulos de 100 a
800 (Figura 2), demostrando flutuagdo maior entre os trés e seis meses de vida. Em
relagdo a comparagéao dos titulos de anticorpos IgG nos individuos da P1, observou-
se que nascidas de matrizes sororreagentes apresentaram maiores titulos nas fases
antes do colostro (p= 0,0002) e aos 90 dias de vida (p=0,0474) do que as nascidas de

matrizes soronegativas.

Discussao

A ocorréncia da N. caninum em bovinos de leite do estado de Sao
Paulo, varia entre 10,4% a 15,9% (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). No presente
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estudo, a ocorréncia de N. caninum foi de 48.7% (18/37) para as matrizes. Para excluir
reagdes cruzadas com outros protozoarios do filo Apicomplexa, foram consideradas
positivas as vacas, novilhas e bezerras que apresentaram titulagdo 2100 (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2003). No entanto, os valores do ponto de corte néo s&o totalmente
comparaveis entre os estudos, uma vez que diferentes pontos de corte podem ser
aplicados e a leitura da RIFl é considerada parcialmente subjetiva (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2003; CAMPERO et al., 2018).

O nascimento de machos e perdas por problemas reprodutivos
representaram 21.0% dos critérios de exclusdo do acompanhamento no presente
trabalho. Um estudo realizado com 23,5 milhdes de vacas ordenhadas no Brasil
observou que 42.5% dos descendentes eram machos de origem leiteira (EMBRAPA,
2012). A taxa de nascimento de machos das matrizes estudadas foi de 46.2%,
considerando o uso do sistema semi-intensivo e baixa tecnologia no manejo das
propriedades; o resultado se aproxima do percentual encontrado no pais,
considerando as diferentes tecnologias reprodutivas (IBGE, 2017; GARNER et al.,
2008; BORCHERSEN & PEACOCK, 2009; HOLDEN, S., & BUTLER, 2018).

Em relagdo a observagdo soroepidemiolégica em geragdes
subsequentes, o presente estudo constatou que progénies de matrizes soropositivas
teve 88.9% vezes mais chance de serem soro reagente para N. caninum, alcangando
100,0% das progénies da terceira geragdo detectadas no final dos trés anos da
prospeccao. De acordo com Trees & Williams (2005) a infecgéo transplacentaria (TPI)
endégena € muito eficiente na transmissdo de N. caninum em bovinos devido a
recrudescéncia de uma infecgdo materna pré-existente durante a gravidez. Entretanto,
tais comparacgdes tornam-se relativas, uma vez que uma matriz é soropositiva no terco
final da gestagcdo, havera uma chance muito grande de apresentar transmisséo
vertical, ja a matriz que € soropositiva no inicio da gestacdo, caso nao apresente
infeccao vertical, tende a se tornar soronegativa no decorrer da gestagdo. Em um
estudo transversal realizado com 98 matrizes e foi possivel observar que 38.0% das
filhas soropositivas eram nascidas de maes soropositivas (BERGERON et al., 2000),

No presente estudo, o grupo de matrizes nao reagente para N.
caninum pode ter apresentado transmissao horizontal a partir dos trés meses de vida,
sendo que a TPI ocorreu até a P2 da terceira geragdo com 33.0% de descendentes
reagentes, 0 que ressalta as lacunas na comparagdo entre a importancia da

transmissao vertical e horizontal. Um estudo sobre infecgdo natural por N. caninum
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em 244 vacas de leite observou transmissao transplacentaria de bovinos infectados
poés-natal de 58.0% (14/24) no rebanho, ja em um estudo anterior realizado com trés
rebanhos, foi encontrada transmissao transplacentaria de aproximadamente 45.0%
em animais infectados pos-natal (BJORKMAN et al., 2006; DIJKSTRA et al., 2008).
Com relagdo a flutuacdo de anticorpos em P1 sorreagentes, o
presente estudo detectou relagao significativa nas duas primeiras fases de coleta, no
entanto n&o foi observado diferenca estatistica nas fases subsequentes da segunda
geracgao. Esse evento pode ser associado a estabilidade de anticorpos mediada na
imunossupressao natural durante o periodo gestacional (INNES et al., 2002).
Sabe-se que problemas reprodutivos tem impacto significativo na
producao de bovinos de leite. Um estudo realizado por Corbellini et al. (2006) na regiao
sul do Brasil constatou que 88% dos fetos abortados foram associados a agentes
infecciosos, sendo que, os animais infectados com N. caninum apresentaram 2,4
vezes mais chance de abortar (IC 95% de OR=0,9-6,8, P=0,06) quando comparado

com outros agentes.

Conclusao

As vacas, novilhas e bezerras estdo constantemente expostas a N.
caninum na regiao estuda. A alta taxa de infec¢ao por N. caninum para as geragdes
subsequentes demostrada pela cinética de IgG anti-N. caninum em vacas e suas
progénies aponta emergéncia para medidas de prevengao nos rebanhos analisados.
Ao considerar que matrizes soropositivas no terco final de gestacao apresentam uma
maior possibilidade de gerar progénies positivas as demonstragdes entre transmissao
vertical e horizontal do presente estudo indicam a necessidade de mais estudos

epidemioldgicos sobre N. caninum nos rebanhos leiteiros.
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CONCLUSAO

Este estudo apresenta a primeira descricdo da ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum em bovinos leiteiros (41,6%) nas regides Oeste e Oeste-
Noroeste do estado de S&o Paulo, e é a primeira vez que € realizado um estudo
longitudinal prospectivo e coorte sobre N. caninum no estado de S&o Paulo.

N. caninum esta amplamente disseminada na regidao estudada.
Embora os animais do presente estudo ndo apresentaram ocorréncia de anticorpos
anti-T. gondii ndo podemos excluir a presencga deste protozoario.

A alta possibilidade da transmisséo transplacentaria de N. caninum
nos dois ultimos tergos gestacionais n&do exclui a importancia da transmisséo
horizontal.

A alta taxa de TPI pré-natal em matrizes e suas descendentes
apresenta-se como indicativo para restruturagdo do manejo preventivo nas
propriedades estudadas e determina a necessidade de um maior aprofundamento em
pesquisa na regiao.

O acompanhamento prospectivo e de coorte identificou a presenca e
manutencado da N. caninum nas geragdes analisadas, o que evidencia a importancia
de medidas eficientes de prevengao.

Durante os quase trés anos de acompanhamento, o presente estudo
estabeleceu contato semanal com os 10 produtores envolvidos. Além do
monitoramento dos rebanhos, as propriedades receberam assisténcia técnica,

palestras e retorno dos resultados obtidos no decorrer do experimento.
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ANEXOS

ANEXO A ]
Termo de Autorizagao dos Produtores de acordo com Comité de Etica Animal
em Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina

TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

Eu XX, RG: XX, responsavel pelos bovinos de leite e caes da propriedade rural XX
autorizo a participagdo dos animais no projeto de pesquisa intitulado Neospora
caninum: acompanhamento da cinética de anticorpos IgG e expressado de citocinas
IFN-y, IL10 e IL7B em bezerras, novilhas e vacas leiteiras sob coordenagao do
pesquisador da Universidade Estadual de Londrina que assina abaixo. Fui esclarecido
sobre os objetivos do projeto/aula, que séo: avaliar a cinética de anticorpos IgG contra
N. caninum em fémeas bovinas leiteiras, desde o nascimento até o primeiro parto;
especificamente, analisar a associacao de riscos, bem como a taxa de transmissao
transplacentaria do N. caninum em novilhas; avaliar a expresséo de citocinas IFN-y,
IL 10 e IL17B nas vacas e bezerras durante o nascimento até o primeiro parto; e
levantamento epidemioldégico do rebanho leiteiro situado na regido Tupa, Sao Paulo.
Assim como a pesquisa da ocorréncia de outros patdgenos de interesse do trabalho.
Também fui esclarecido quanto aos procedimentos a serem empregados e suas
possiveis consequéncias sobre o animal, os quais serao: coleta de sangue venoso,
por meio de pung¢do da veia coccigea (vacas e novilhas) e veia jugular (bezerras e
caes), na seguinte frequéncia: vaca/novilha: pré-parto; bezerra/novilha: pés-parto, 90
dias, 180 dias, 365 dias, periodo gestacional (1/3, 2/3 e 3/3 de gestagao), pos-parto.
Tenho conhecimento de que os resultados obtidos serdo divulgados exclusiva e
anonimamente em publicacdes cientificas; e de que tenho o direito e a liberdade de
suspender essa autorizagao a qualquer momento que julgue necessario.

Tupa, XX de dezembro de 2018.

(Nome do proprietario)

Prof. Jodo Luis Garcia

Coordenador do projeto e orientador
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Universidade Estadual de Londrina - UEL

(43) 3371-4766
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ANEXO B

Questionario Epidemioldgico aplicado aos Produtores

Universidade
=l FEsiadual de Londrina

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

DOUTORADO ACADEMICO

DISCENTE: JULIANA CORREA BERNARDES

ORIENTADOR: DR. JOAO LUIS GARCIA

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Propriedade N ° Data:

Proprietario: Fone:
Endereco: Mun.: UF:
Propriedade: Fone:
Endereco: Mun.: UF: Coord:

DADOS DA PROPRIEDADE E DOS ANIMAIS
1. DADOS ANIMAIS PERTENCENTES AO EXPERIMENTO
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. ldade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. ldade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. ldade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. ldade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. ldade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. ldade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
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Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raga:
Animal N° Nome: 3. Idade: 4. Raca:

4. Atividades desenvolvidas: (1) agricultura (2) pecuaria

5. Tipo de criagao:

(1) de subsisténcia
(2) pec. leiteira intensiva (3) pec. leit. Semi intensiva  (4) pec.leit. extensiva
(5) pec. de corte intensiva (6) pec. corte semi-intensiva (7) pec. corte extensiva

6. Caracteristicas raciais dos animais: (1) europeu (2) zebu (3) mesticos

(1) holandés  (2) gir (3) Girolanda
(4) jersey (5) jersolando (6) pardo-suico
(7) outra:

8. Alimentagao volumosa: (1) pastagem (2) silagem (3) forrageira (4) feno

9. Alimentacgao controlada: (1) racao comercial (2) racao produzida na propriedade
(3) cama de frango (4) outro:

10. Suplementacao mineral: (1) sal comum (2) sal comum + sal mineral (3) ndo

11. Vacinas efetuadas: (1) febre aftosa (2) raiva (3) brucelose (4) leptospirose (5)
BVD

(6) IBR (7) salmonelose-paratifo (8) diarréias viricas (9) diarréias bacterianas (10)
campilobacteriose

(11) carbunculo (clostridiose) (12) Teste PPD - resultado:

(13)

outras:
12. Brucelose: (1) Quando? ANIMAIS DE 3 A 8 MESES
(2) idade atual:

13. Leptospirose: (1) Quando? DOSE REFORCO E DE 6 EM 6 MESES
(2) idade atual:

14. Criacao de (1)sim (2)néao

bezerros:

15. Bezerreiros: (1) a (2) (3) 4)
campo casinha coletivo outros:
16. leite de (2) leite em poé
Alimentacado: vaca

17. (1)na (2) artificial- (3) artificial-
Realizada: vaca balde mamadeira

(1) sim (2) ndo




18.

Colostro:

19. Tipo de (1) na vaca (2) fresco (3)

colostro: descongelado

20. Suplementacgao: (1) ragao (2) feno
(3) outro:

21. Tratamento de Umbigo: (1) sim (2) ndo

(3) Produto: (4) como é feito?
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22. Média de produgéo de leite por animal: 18 A 20 LITROS DURANTE O ANO

23. Producao de leite do rebanho: (1) até 501(2) 51 a 1001 (3) 101 a 1501 (4) +

de 150 |
(5) numeros de vacas lactantes: 50

24. Tipo de leite: (1) cru refrigerado (2) leite pasteurizado (3) leite A
25. Subproduto do leite: (1) sim (2) ndo

26. Qual? (1) queijo  (2) coalhada (3) requeijao
(4) outro:

27. Numero de ordenhas diarias: (1) uma (2) duas (3) trés
28. Higiene de ordenha: (1) sim (2) nédo
29. Limpeza: (1) ubere (2) teto

30. Utilizacao de: (1) agua/sabao (2) papel toalha
(3) outro:

31. Tipo de ordenha: (1) manual (2) mecanica

32. Realiza: (1) pré dipping (2) pds dipping (3) os dois (4) nenhum
(5) Produto:

33. Teste para mastite: (1) caneca  (2) CMT (3) caneca + CMT  (4) ndo

34. Antibiograma: (1)sim  (2)ndo (3) tratamento:

35. Presenga de cdo: ( )sim (2) ndo quantos?__ 2
Presencga de gato: (1) sim ( ) ndo quantos?
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36. Criagao mista: (1) suino ( ) equino (3) ovino (5) outras

(4)

37. Problemas reprodutivos: (1) sim (3) faixa etaria mais acometida: TODAS
(2) nao

38. Fase de gestacao acometida: (1) (2)terco médio (3) terco final
terco inicial

39. Problemas reprodutivos mais

frequentes:

(1) metrite  (2) (3) vulvovaginite (4) repeticao de cio
corrimento

(5) aborto (6) (7) fetos mumificados (8) recém-natos debilitados
natimortos

(9) retencao de placenta (10) problemas durante o parto (11) anomalia

congénita
(12) Outros:

40. Frequéncia dos problemas reprodutivos:

(1) 12 (2)22%cria (3)3%cria (4)42cria (5) todas as (6)né&oha
cria crias

(7)

outro:

41. Diagnosticado: (1) sim (2) nédo
(3) Qual?

42. Compra de animais: (1) sim (2) ndo (3) Quando?

43. Este animal apresentou problema? (1)sim (2)nao
(3) Qual?

44. Problemas neurolégicos: (1) sim (2) nao
(3) Faixa etaria afetada:
(4) Quais?

45. Diagnosticado: (1) sim (2) nédo
(3) Qual?

46. Problemas respiratoérios: (1) sim (2) ndo
(3) Faixa etaria afetada:
(4) Quais?

47. Diagnosticado: (1) sim (2) nédo
(3) Qual?

48. Problemas digestivos: (1) sim (2) ndo (3) Faixa etaria afetada:
(4) Quais?
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49. Diagnosticado: (1) sim (2)ndo (3)
Qual?

50. Problemas Parasitolégicos:
Exames de fezes: (1) sim (2) néao

51. Exame de sangue: (1) sim (2)n&o
52. Frequéncia: (1) 1m (2) 2m (3) 3m (4) 4m (5) 6m (6) 1 ano

(7) outro:
(8) resultados:

53.Anti-helminticos utilizados:

54. via de administragao: (1) oral (2) injetavel

(3) outro:

55. Frequéncia: (1) 1m (2) 2m (3) 3m (4) 4m (5) 6m (6) 1 ano
(7) outro:

56. Rotagao de anti-helminticos: (1) sim (2) nao

57. Presenca de carrapatos:
(1) baixa infestagao (2) média infestagdo (3) alta infestagcdo (4) auséncia

58. Epoca do ano que aparecem:
(1) primavera (2) verao (3) outono (4) inverno (5) ano todo

59. Uso de carrapaticida: (1) sim (2) nédo

60. Frequéncia: (1) 15 dias (2) 20 dias (3) 30 dias (4)2m (5)4 m (6) 6 m
(7) outro: (8) Qual?:

61. Rotagao de principio ativo: (1) sim (2) n&o
(3) como é feita?:

62. Tipo de aplicagao: (1) pulverizacao (2) Vol. médio por animal:
(1) aspersao (4) injetavel (5) pour on (6)
outro:

63. Uso de mosquicidas: (1) sim (2) ndo
(3) Qual?

64. Aplicagao: (1) animal (2) instalagbes  (3) esterco
(4) outro:

65. Tristeza Parasitaria Bovina-TPB: (1) sim (2) ndo

66. Acomete: (1) bezerro (2) novilha (0) (3) adulto




N

67. Morte por TPB: (1)sim (2)ndao (3)bezerro (4)novilha (0) (5)adulto

68. Tratamento: (1) sim (2)ndo (3) Qual?
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69. Procedéncia da agua de consumo animal: (1) mina (2) pogo comum
poc¢o semi-artesiano

(4) Sabesp (5) rio (6) represa (7) agude (pluvial)

(8) outro:

70. Destino dos excrementos dos animais: (1) amontoado (2) enterrado
esterqueira (4) adubo animal
(5) outros:

71. Distancia entre fossa ou depésito de fezes e fonte de agua: (1) 25m
maior que 25m (3) menor que 25 m
(4) outro:

72. Localizagao da fossa ou depdsito de fezes e fonte de agua: (1) acima
abaixo (3)ao lado

73. Outras informagoes pertinentes ao ciclo da neosporose presenciadas na

propriedade/animais:

(3)

(2)

DADOS DA PROPRIEDADE E DOS ANIMAIS

N° | Identificacido | Idade | Cobertura Idade

de cio)

Gestagido |Observagodes (vacinas, aborto,
retengao de placenta, repeticao




N —
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ANEXO C
Boletim Informativo para o Produtor: Instrucdes sobre o experimento, coleta,

armazenamento e transporte

|I|_T Universidade

Estadual de Londrina

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CIENCIA ANIMAL
DOUTORADO ACADEMICO
DISCENTE: JULIANA CORREA BERNARDES
ORIENTADOR: DR. JOAO LUIS GARCIA

Ola, amigo(a) produtor(a)!

Mais uma vez agradecemos sua parceria nesse experimento.

Siga algumas informagdes importantes no quadro 1 e orientagdes para uso dos
materiais de coleta no quadro 2.

Nos da Universidade Estadual de Londrina — UEL, estaremos a disposi¢cao caso vocé tenha
alguma duvida ou problemas durante o decorrer do experimento.

QUADRO 1: INFORMAGOES IMPORTANTES SOBRE O EXPERIMENTO

1 — O experimento ira acompanhar trés|2 — As coletas seguirdo um calendario
geracoes e serao coletados sangue e|que sera acompanhado junto com
fezes dos animais inseridos no|vocés, qualquer duavida durante o
experimento. decorrer do experimento é s6 entrar em
contato.
A- Vaca prenha (mae);
B- Bezerra 1 - Filha (do nascimento | 1% Coleta: vaca prenha

até sua cria); 2° Coleta: bezerra 1 — filha (antes de mamar
0 colostro)
32 Coleta: bezerra 1 - filha com 3 meses
4° Coleta: bezerra 1 — filha com 6 meses
52 Coleta: bezerra 1 - filha com 12 meses
62 Coleta: novilha 1 — filha durante a prenhez
(1/3)
72 Coleta: novilha 1 — filha durante a prenhez

(2/3)
8?2 Coleta: novilha1 — filha durante a prenhez
(2/3)
9?2 Coleta: (antes de mamar

0 colostro)




3 —E de EXTREMA IMPORTANCIA a 12
coleta de sangue da bezerra (1 e ) ser
ANTES de mamar o colostro, FIQUE

ATENTO! @

4 - Conforme conversamos
anteriormente, durante o experimento
os animais participantes NAO DEVEM
SER VENDIDOS!

5 — Se alguma vaca ABORTAR durante
o periodo do experimento, envolva o
FETO em sacos plasticos, nos
comunique e congele até irmos
coleta-lo.

6 — A coleta de sangue e fezes dos
cachorros € para complementagao do
experimento e a coleta de fezes das
vacas é para ajuda-los no controle
parasitario da propriedade. Poderemos

auxilia-lo com medidas
preventivas e tratamentos. £

QUADRO 2: ORIENTAGOES SOBRE A COLETA, ARMAZENAMENTO E

TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

1 — Materiais para coleta de|2 - Locais de coleta de sangue no gado de leite:

sangue e fezes:

o Tubos coleta a vicuo
de sangue, adaptador
—» e agulha.
(gado de leite)

P : Luva de latex
£ { para coleta de
j ¢ - > fezes.

(gado de leite e
\ ) cies)

KIT TRANSPORTE
- daaad DE AMOSTRAS
(gelox/estante para
s tubos)

Coleta na base do
rabo
(veia coccigea)

Coleta jugular
(veia jugular)
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3 — Identificacdo das amostras:

NOME DO

- 1\\\

¥ COLETA W

DATA DA

Luva

‘\ para

coleta

4 — Descarte de agulhas e materiais

contaminados:

nl

=

)
o

>

3]

i
L)

6

DN BN W -

5 — Armazenamento das amostras

e transporte:

_—:‘

Apos coleta refrigerar os
materiais na geladeira
até transporta-lo para o
Laboratério EMERGE
(Silvana)
*A amostra deve ser
encaminhada ao Emerge
no mesmo dia da coleta.

Transportar no
Isopor (ja montado
para transporte),
com os GELOX
congelados e tubos
na estante.

6 — Duvidas e/ou problemas, entre em contato:

(14) 99866-6164
M.V. Juliana

EMERGE
Rua Caingangs,1.132
Tupa/SP
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