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RESUMO

A produgdo de leite no Brasil vem aumentando a cada ano. Atualmente, o pais ¢ o quinto maior produtor de leite do
mundo. Apesar da grande produgio, ela é considerada pequena quando comparado com o nimero total de bovinos
leiteiros no pais, demonstrando que a producdo de leite por bovino é baixa. Ha diversas causas para a baixa
produgdo de leite, sendo uma delas os problemas reprodutivos, esses podendo ser causados por bactérias, virus,
protozoarios, além de fatores ambientais e climaticos. Dentre os protozoarios, o Neospora caninum ¢ um dos que
possuem maior importancia, atinge vacas de todas as idades e pode ser transmitido vertical ou horizontalmente,
tendo como principal sinal clinico os quadros de abortos. Ja o Trypanosoma vivax é um hemoprotozoario e é
transmitido por insetos hematofagos ou agulhas infectadas, causa principalmente quadros severos de anemia e
aborto em bovinos, gerando inimeros prejuizos. No Brasil, o 7. vivax é endémico em algumas regides, como em
Minas Gerais ¢ no Pantanal, porém em outros Estados como Parand e Santa Catarina a doenga ainda ndo foi
identificada. Ja entre as bactérias responsaveis por problemas reprodutivos em bovinos, a Leptospira sp. é uma das
mais frequentes, a doenga pode ser aguda ou crénica, sendo a forma cronica a mais comum, onde é observado
quadros de repeti¢do de cio, abortos e retengdo de placenta. Apesar de serem doengas conhecidas atualmente ¢
importante salientar o diagndstico correto, para a prevencdo e controle, evitando assim o aumento no nimero de

casos e 0s prejuizos.
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ABSTRACT

Milk production in Brazil is increasing every year. The country is currently the fifth largest milk producer in the
world. Despite the large production, it is considered small when compared to the total number of dairy cattle in the
country, demonstrating that the production of milk by cattle is low. There are several causes for low milk production,
one of them is reproductive problems, which can be caused by bacteria, viruses, protozoa, and environmental and
climatic factors. Among the protozoa, Neospora caninum is one of the most important, reaching cows of all ages and
can be transmitted vertically or horizontally, with the main clinical sign being the bovine abortion. Trypanosoma
vivax is a hemoprotozoal and is transmitted by hematophagous insects or infected needles, mainly causing severe
anemia and miscarriage in cattle, causing numerous damages. In Brazil, 7. vivax is endemic in some regions, such as
Minas Gerais and Pantanal, but in other states such as Paranid and Santa Catarina, the disease has not yet been
identified. Among the bacteria responsible for reproductive problems in cattle, Leptospira sp. is one of the most
frequent, the disease can be acute or chronic, being the chronic form the most common, where it is observed cases of
repeat breeding, miscarriages and retention of placenta. Although they are currently known diseases, it is important
to emphasize the correct diagnosis, for prevention and control, thus avoiding an increase in the number of cases and

the losses.

Key words: abortion, bacterium, bovine, protozoan

INTRODUCAO A Dbovinocultura de leite vem

A pecudria leiteira esta distribuida crescendo cada vez mais, atualmente o

por todo o territorio brasileiro, porém nao
existe um padrao de produgdo, ou seja, ha
propriedades muito tecnificadas com alta
producdo de leite diaria e propriedades de
subsisténcia onde a produgdo ¢ pequena. A
maioria das propriedades produtoras de leite
no Brasil sdo caracterizadas como familiares
de pequena e média produgdao (ZOCCAL et
al., 2008).

Brasil € o quinto maior produtor de leite do
mundo, atrds somente da Unido Europeia,
fndia, Estados Unidos e China. Os principais
Estados produtores de leite sdao Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Parana,
respectivamente, sendo a regidao sul a maior
produtora de leite do pais (IBGE, 2016).

No Estado do Parand a regido Oeste
se destaca como a maior produtora do

Estado, nessa regido trés cidades (Marechal
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Candido Rondon, Cascavel e Toledo)
possuem uma importancia maior, pois estao
entre as 15 cidades com maior producao de
leite do pais (IBGE, 2016).

Apesar do Brasil ser um grande
produtor de leite, a producao ¢ baixa quando
comparada com o nimero de bovinos, ou
seja, cada bovino produz uma quantidade
muito pequena de leite (IBGE, 2016). Um
dos principais fatores que contribuem para
essa baixa produc¢ao, além dos genéticos, sao
os reprodutivos. A incidéncia de abortos,
natimortos, reabsor¢do embriondria e
repeticao de cio contribuem
significativamente para a diminuicdo da
producdo de leite por vaca durante um ano
(DE VRIES, 2006).

Hé4 diversas causas para os
problemas  reprodutivos em  bovinos,
podendo ser resultantes da infeccdo por
patogenos ou causas ndo infecciosas. As
principais sdo: estresse térmico, deficiéncia
nutricional, micotoxinas e infecciosas
(HURTADO et al., 2016).

As causas infecciosas sdo as mais
frequentes, porém nem sempre ¢ possivel a
sua identificagcdo. Os  virus  mais
frequentemente associados aos abortos sao:

virus da diarreia viral bovina (BVDV) (25),
herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV4),

herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV1), e mais
recentemente virus Schmallenberg. As
bactérias mais frequentemente encontradas
sao  Brucella abortus, Chlamydophila
abortus, Coxiella burnetii, Leptospira
interrogans sorovar Hardjo, Salmonella
enterica sorovar Dublin, Campylobacter
foetus subesp. Venerealis, e Listeria
monocytogenes. Neospora caninum ¢
Tritrichomonas foetus sao os parasitas mais
associados com  aborto

(DERDOURA et al., 2017).

recorrentes

Neospora caninum

Neospora caninum ¢ um
protozoario do Filo Apicomplexa (DUBEY
et al., 1988a), seu primeiro relato foi em
1984, quando Bjerkas et al., na Noruega,
descreveram casos de cdes com sinais
neuroldgicos e com presenga de cistos
teciduais no sistema nervoso central com
morfologia  distinta dos cistos de
Toxoplasma gondii. Até entdo Neospora
caninum era confundido com 7. gondii. Em
1988, Neospora caninum foi reconhecido
como nova espécie com sinais clinicos mais
graves que 7. gondii para caes (DUBEY et
al., 1988b).

Em bovinos, o protozoario foi

diagnosticado primeiramente por Parish et
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al. (1987) e O’Toole e Jeffrey (1987) em
tecidos do sistema nervoso central de um
bezerro, porém o diagndstico definitivo s
ocorreu em 1989 quando Lindsay e Dubey
desenvolveram um teste imunoistoquimico
(IHQ) para identificar o N. caninum em
tecidos, confirmando a infeccdo pelo
protozoario nos cortes histologicos do
estudo de Parish et al. (1987).

Ainda em 1989, foi relatado o
primeiro surto de abortamento em rebanho
de bovinos associado a neosporose, através
da identificacdo do protozoario utilizando a
IHQ no sistema nervoso central dos fetos
(THILSTED e DUBEY, 1989). Logo apos,
em 1992, foi demonstrado que a vaca
transmite o protozoario para o feto através
da transmissdo transplacentaria, provocando
o aborto (DUBEY et al., 1992).

Em 1998 os caes (Canis familiaris)
foram identificados como hospedeiro
definitivos, sendo comprovado com a
realizagdo de um experimento onde os caes
eliminaram oocistos do protozoario apos se
alimentarem com tecidos de camundongos
contendo  cistos de N caninum
(MCALLISTER et al., 1998). A transmissao
horizontal do  protozodrio s6  foi
compreendida em 1999 quando Marez et al.

demostraram que os bovinos podiam se

infectar ingerindo oocistos de N. caninum e
em 2001, quando Dijkastra et al.
demonstraram que os cdes eliminavam
oocistos do protozoario apds ingerirem
placenta de vacas soropositivas.

Outros  canideos ja  foram
identificados como hospedeiros definitivos
desse coccidio, como coiotes (Canis latrans)
(GONDIM et al., 2004), o cdo australiano
dingo (Canis lupus dingo) (KING et al.,
2010) e o lobo cinzento (Canis Ilupus)
(DUBBEY et al., 2011). E desconhecido que
outros canideos ou outras espécies animais
definitivos

atuem como

(CAVALCANTI, 2010).

hospedeiros

Além de infectar cdes e bovinos,
esse protozoario pode infectar diversas
espécies de animais como felinos, suinos,
ovinos, equinos, bufalos, raposas, coiotes,
lobos, veados, camelos, psitacideos, entre
outros, porém ainda nao esta totalmente
clara a importancia dessas espécies no ciclo

do protozoario (DONAHOE et al., 2015).

Estrutura e ciclo bioldgico

Neospora caninum ¢ um
protozodrio heteroxeno, ou seja, precisa de
dois hospedeiros para completar o ciclo. Os
hospedeiros definitivos sdo os cdes/canideos

silvestres, onde ocorre a reprodugdo sexuada
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do parasito, € os hospedeiros intermediarios,
onde ocorre a reproducdo assexuada, os
bovinos sdo considerados os de maior
importancia, porém destacam-se outros
como ovinos, caprinos, aves ¢ herbivoros
silvestres (DUBEY e SCHARES, 2011;
GOODSWEN et al., 2013).

O ciclo de vida possui trés estagios
infecciosos, 0s taquizoitos, os bradizoitos
que estao localizados dentro dos cistos e os
esporozoitos que estdo no interior dos

oocistos (FIGURA 1) (DUBEY et al., 2002).

Figura 1 - Estruturas de Neospora caninum; (A) taquizoito, (B) bradizoito, (C)
cisto, (D) oocisto ndo esporulado, ¢ (E) oocisto esporulado com dois
esporocistos e quatro esporozoitos. As setas indicam organelas dos zoitas:
conoide (Co); apicoplasto (Ap); micronemas (Mn); roptrias (Rh); granulos
densos (Dg); vacuolo parasitoforo (PV). FONTE: Goodswen et al. (2013)

Oocistos nao esporulados sdo
eliminados nas fezes dos canideos, ¢ medem
cerca de 11,7 x 11,3um. A eliminagdo
acontece cerca de cinco ou mais dias apods a
ingestdo de tecido contendo cistos do
protozodario. O oocisto so se torna infectante

ap6és a esporulagdo, que acontece por

esporogonia, quando hd temperatura,
umidade e oxigenagdo adequada (cerca de
24-48h). O oocisto esporulado possui dois
esporocistos e oito esporozoitos (quatro em
cada esporocisto) (DUBEY et al., 2007).
ApoOs a ingestao dos oocistos pelos
hospedeiros intermediarios, 0s esporozoitos

sao liberados no trato gastrointestinal, esses
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invadem as cé¢lulas do epitélio intestinal,
leucocitos e fibroblastos, transformam-se em
taquizoitos ¢ multiplicam-se, espalhando-se
por todo o organismo do hospedeiro
(GOODSWEN et al., 2013).

Os taquizoitos medem cerca de 3-7
x 1-5um, dependendo do estagio de divisao,
eles sdo ovoides, lunares ou globulares.
Invadem células formando um vactolo
parasitoforo no citoplasma, onde vao
replicar por endodiogenia (um processo de
desenvolvimento assexuado) e podem ser
encontrados em macrofagos, endotélio
vascular, hepatocitos, células musculares,
células neurais e fibroblastos (DUBEY et
al., 2002). Estao relacionados
principalmente com os sinais clinicos da
doenca, pois causam destruicao de tecido e
resposta inflamatéria. Cada taquizoito
invade cerca de 20 células antes de se
transformar em um bradizoito, apos
formam-se os cistos e inicia outra fase do
desenvolvimento assexuado do protozoario
(GOODSWEN et al., 2013; MONNEY e
HEMPHILL, 2014).

Os bradizoitos possuem cerca de 6-
8 x 1-1,8um de tamanho e se multiplicam
lentamente por endodiogenia, estdo envoltos
por um cisto geralmente circular com até

107um de parede lisa com 4um de

espessura. Esses sdo encontrados
principalmente no sistema nervoso central e
na musculatura do hospedeiro intermediario,
podendo persistir por toda a vida sem causar
manifestagdes clinicas (MONNEY e
HEMPHILL, 2014; MCALLISTER, 2016).

O ciclo de vida do parasito ¢
completado quando o hospedeiro definitivo
ingere tecido contendo os cistos do
protozoario, entdo os bradizoitos sdo
liberados no intestino delgado, invadindo
células epiteliais e iniciando a fase sexuada
com a formagdo de oocistos nao
esporulados, que sdo eliminados nas fezes
(FIGURA 2) (MONNEY e HEMPHILL,
2014).

Outra forma de transmissdo ¢ a
vertical, onde a mae infectada acaba
transmitindo o protozodrio para o feto. Essa
forma de transmissdo ¢ altamente eficiente e
a principal forma de transmissdo de N.
caninum em bovinos, responsavel pela
manuten¢do do agente no rebanho. Embora
0 mecanismo exato da transmissdo
placentaria ainda ndo ¢ conhecido, sabe-se
que os taquizoitos sdao passados de uma mae
infectada ao feto via placenta e pode causar

infeccdo fetal que pode levar ao aborto

(GOODSWEN et al., 2013).

Rev. Cién. Vet. Saude Publ., v.6, n. 1, p. 160-195, 2019



166

Uma revisao sobre trés importantes agentes causadores de aborto em bovinos: Neospora caninum, Leptospira sp. e

Trypanosoma vivax

Hé duas formas de transmissao para
o feto, a forma exogena e a forma endogena.
A primeira acontece quando o hospedeiro se
infecta durante a gestacdo, e os taquizoitos
acabam migrando através da corrente
circulatoria para a placenta, atingindo o feto,
podendo gerar aborto ou o nascimento de
um bezerro congenitamente infectado. Ja a
forma endogena ¢ devido a reativagdo e
reconversao de bradizoitos em taquizoitos

durante a gestacdo, geralmente acontece

hospedeiro intermediario. Essa ¢ a forma
mais comum de transmissdo e estd associada
com a manutencdo da doengca na
propriedade, visto que cerca de 95% das
vacas soropositivas irdo gerar abortos ou
bezerros  soropositivos (MCALLISTER,
2016). As razdes para a ocorréncia e
frequéncia do recrudescimento da infeccao
sao pouco conhecidas. Bezerros de vacas
infectadas, embora nascam clinicamente

normais, ttm uma chance de 80 a 90% de

devido as alteragcdes imunologicas e serem carreadores da @ N.  caninum
hormonais que ocorrem durante essa fase no (GOODSWEN et al., 2013).
n HITI .
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Figura 2 - Ciclo de vida do Neospora caninum. FONTE: Guido et al. (2016) adaptado. HI:
Hospedeiro Intermediario; HD: Hospedeiro Definitivo.
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Patogenia e sinais clinicos

A replicacio dos taquizoitos
produzem lesdes necroticas e morte celular,
1sso pode gerar doenga neuromuscular nos
hospedeiros  intermediarios, devido a
destruicao de um nimero grande de células
neurais (BUXTON et al., 2002).

A patogenia da N. caninum esté
intimamente associada com a interagdo
hospedeiro-parasito e a producdo de
proteinas efetoras pelas roptrias e granulos
densos uma vez que modulam a resposta
imune do hospedeiro. Muitas proteinas tém
sido identificadas como moléculas efetoras
que podem interagir com o hospedeiro e
seguir diferentes caminhos. As proteinas de
roptrias NcROP5 e NcROP16 podem ser
fatores de viruléncia uma vez que a sua
redu¢do em camundongos resultou em
reducdo de mortalidade (NISHIKAWA et
al., 2018).

O aborto pode ser causado pela
morte celular devido a multiplicagdo do N.
caninum na placenta, por citocinas que sao
prejudiciais a manutencdo da gestacdo,
mediadores soluveis secretados localmente
que permitem que a célula produtora exercga

um poderoso efeito local sobre outras

células de origem linfoide e nao linfoide, e
regulacdo hormonal. Também ha evidéncias
que a infec¢do placentaria e a inflamagado
podem desencadear a lutedlise induzida pela
prostaglandina, causando contracdo uterina
prematura e expulsdo fecal (ALMERIA et
al., 2017).

A maioria dos canideos sdo
assintomaticos ou  possuem  diarreia
autolimitante apos a infec¢do, porém como
eles podem ser hospedeiros intermediarios
além de definitivos, os sinais podem estar
relacionados com lesdes no sistema nervoso
central, como paresia dos membros
posteriores que progride para paralisia.
Entretanto, devido a encefalomielite os
sinais neurologicos podem ser varidveis
(LINDSAY et al., 1999; DONAHOE et al.,
2015)

O aborto em bovinos geralmente
ocorre entre o quinto e sétimo més de
gestagdo, porém ele pode acontecer do
quarto més até o fim da gestacdo, podendo
ainda, nascerem bezerros fracos que vém a
obito logo apds o nascimento ou normais
congenitamente infectados. Sdo varios os
motivos que podem desencadear o aborto,

um deles ¢ a lesdo causada pela replicacao

dos taquizoitos no sistema nervoso central e
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coragdo do feto, além da placenta,
interferindo no fornecimento de oxigénio e
nutrientes ao feto. O aborto, também pode
estar associado com a liberacao de citocinas
pro-inflamatorias € a resposta imune tipo
Th1 na interface materno-fetal (CANTON et
al., 2014; MCALLISTER, 2016).

Diagnostico laboratorial

O diagnostico pode ser feito atraves
de técnicas sorologicas, como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Ensaio
de Imunoadsor¢do Enzimatico (ELISA),
Teste de Aglutinacdo do Neospora (NAT),
Immunoblotting, Teste de
Imunocromatografia Réapida (RIT) e Teste
de Aglutinacio em Latex (LAT). Ainda
pode ser através de métodos moleculares
como a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), métodos de  histopatologia,
Imunoistoquimica (IHQ) e isolamento,
podendo utilizar cultivo celular,
camundongos ou gerbils (DUBEY, 2003;
ORTEGA-MORA et al., 2006; GUIDO et
al., 2016).

O diagnostico sorologico ¢ uma
importante ~ forma  de  investigacao,
principalmente epidemiologica da infeccgdo,

além de servir como método de triagem e

rastreamento da doenga na propriedade. Para
o N. caninum ¢ o principal método de
diagndstico ante-mortem dos animais, porém
os métodos existentes variam em
sensibilidade e especificidade (QUADRO 1)
(GUIDO et al., 2016).

No diagnostico utilizando a
histopatologia € importante nao avaliar
somente a infeccdo fetal, mas também a
extensdo e severidade das lesdes no feto
(JENKINS et al., 2002). As principais lesdes
microscopicas encontradas no feto sdo:
encefalite  necrosante  multifocal nao
supurativa, miocardite ndo supurativa,
inflama¢ao nao supurativa focal em 6rgaos
como musculo esquelético, figado, pulmao e
placenta (GIBNEY et al., 2007; REITT et
al., 2007; REGIDOR-CERRILLO et al.,
2008). Junto com a histopatologia pode ser
utilizada a imunoistoquimica, facilitando a
visualizacdo do antigeno. O principal
limitante, tanto da histopatologia como da
imunoistoquimica, ¢ o estado de
decomposi¢cdo da maioria dos fetos. Esses
geralmente chegam para diagnostico em
estado avancado de  autdlise ou

mumificados, o que dificulta a realizagao de

algumas técnicas (MCALLISTER, 2016).
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Quadro 1 - técnicas soroldgicas para detec¢ao de N. caninum em animais infectados

Técnica Formato e caracteristicas Comentarios

RIFI Taquizoitos fixados Meétodo de Referéncia
A interpretacdo dos resultados € subjetiva

NAT Taquizoitos fixados Especifico
Execugdo simples

LAT Esferas de latex revestidas com | Sensibilidade e especificidade parecida com o NAT

taquizoitos

Immunoblotting | Taquizoitos totalmente fixados Demorado e nao aplicado para triagem
Recomendado para confirmagdo de diagnostico

RIT Antigeno recombinante Simples e rapido

Aplicado a condi¢des de campo

ELISA - ELISA indireto Triagem de um numero grande de animais
Taquizoitos fixados Varios Kits disponiveis comercialmente
ISCOM (Complexo | O ELISA avidez esta baseado no principio de que os
imunoestimulante) incorporados ao | primeiros anticorpos produzidos apods a infecgdo
antigeno possuem menos afinidade pelo antigeno

- ELISA competitivo
Anticorpos monoclonais
Anticorpos policlonais

- ELISA avidez
Taquizoito lisado
Antigeno ISCOM

RIFI: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta; NAT: Teste de Aglutinagdo do Neospora; LAT: Teste de Aglutinacao
em Latex; RIT: Teste de Imunocromatografia rapida; ELISA: Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatico.FONTE: Guido
et al. (2016) modificado

Ainda, como diagnostico direto importante para o desenvolvimento de
pode ser realizado a PCR, essa com alta vacinas e estimar a carga parasitiria em
sensibilidade e especificidade, podendo estudos  epidemiologicos (DUBEY e
variar de acordo com o primer utilizado, SCHARES, 2006). A PCR ainda torna-se
com o tipo de extracdo de DNA e com os um importante método para a confirmacao
protocolos utilizados dos reagentes e da eliminagdo de oocistos por canideos,
termociclador. Atualmente existem diversos visto que os oocistos de N. caninum sao
oligonucleotideos iniciadores (primers) que morfologicamente similares aos oocistos de
podem ser utilizados, os principais estdo Hammondia spp., que também podem ser
relacionados com os genes pNc5, ITS1, 18S eliminados por essa espécie animal
e 28S. A PCR pode ser utilizada também (DUBEY et al., 2002).

para quantificar o DNA do agente, muito
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O isolamento do parasito pode ser
realizado através de cultivo celular ou
inoculagdo em camundongos e gerbils,
porém essa € uma técnica dificil e com
custos altos, sendo utilizada geralmente para

fins de pesquisa (DUBEY, 2003).

Distribuicao

Casos de Neospora caninum em
caes e bovinos ja foram relatados em cinco
continentes no mundo, Asia, Africa, Europa,
Oceania e América (DUBEY et al., 2007;
SPILOVSKA et al., 2009; YU et al., 2009;
PANADERO et al., 2010, REICHEL et al.,

2013). A ocorréncia em diversos paises,

assim como no Brasil, varia de acordo com a
regido estudada e com o tipo de producao,
leite ou corte (GOODSWEN et al., 2013).
No Brasil, atualmente, a ocorréncia
do protozoario varia de 10,9% a 50,74%,
essa variagdo ocorre principalmente de
acordo com a regido estudada e o ponto de
corte utilizado no teste empregado
(TABELA 1) (TEIXEIRA et al.,, 2010;

AGUIAR et al., 2011).

Tabela 1 - Ocorréncia de Neospora caninum em bovinos de diferentes regides do Brasil

Referéncia Estado N° N° animais | Aptidao Teste Ponto %
rebanho [examinados empregado | de corte [ Positivos
Guimardes Jr et al. | PR 23 623 leite RIFI 1:50 14,3
(2004)
Locatelli-Dittrich et [ PR 77 1263 NI ELISA NI 33
al. (2008)
Teixeira et al. (2010) | MA 27 812 leite RIFI 1:200 50,74
Aguiar et al. (2011) SP 118 1104 leite RIFI 1:100 10,9
Amaral et al. (2012) PE NI 306 corte RIFI 1:200 12,6
Moura et al. (2012) SC 19 373 leite RIFI 1:200 23,1
Bruhn et al. (2013) MG 40 1204 leite RIFI 1:200 21,6
NI — ndo informado
Além das diferencas de regido e do neosporose sdo: numero de gestagoes,
teste empregado, outra condicdo que presenca de hospedeiro definitivo na

interfere na ocorréncia da doenca sdao os
fatores de risco, e esses variam de acordo
com a regido estudada e a propriedade. Os

principais fatores de risco associados com a

propriedade, idade dos animais e a presenca
de problemas reprodutivos, como abortos,
distocias e repeti¢do de cio (GOODSWEN
etal., 2013).
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Leptospira sp.

Zoonose que possui uma grande
importancia mundial a leptospirose ¢€
causada por uma bactéria espiroqueta,
pertencente a Ordem Spirochaetales, a
Familia Leptospiraceac e ao género
Leptospira, s3ao conhecidas 21 espécies
gendOmicas, sendo que nove sdo patogénicas
(L.  interrogans, L.  kirschneri, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L.
weilii, L. alexanderi, L. kmetyi e L. alston),
cinco sdo intermediarias (L. inadai, L.
broomii, L. fainei, L. wolffii e L. licerasiae)
e sete sdao saprofitas (L. biflexa, L.
wolbachii, L. meyeri, L. vanthielii, L.
terpstrae, L. yanagawae e L. idonii),
atualmente sdo conhecidas mais de 320
sorovares diferentes, pertencentes
principalmente as espécies patogénicas.
Essas espécies possuem a capacidade de
infectar diversas espécies de animais além
do ser humano, como canideos, bovinos,
suinos, equinos, entre outros (LEHMANN et
al., 2014; TORRES-CASTRO et al., 2016).

O primeiro registro em humanos de
casos de leptospirose foi por Adolf Weil em
1886 e em seguida por Stimson em 1907
quando encontrou organismos espiralados

em um paciente com distirbios renais

(LEVETT, 2001). Em bovinos, o primeiro

relato da doenca foi em 1940 na Russia
(SEMSKOV, 1940; TERSKICH, 1940a;
TERSKICH, 1940b) e desde entdo essa
bactéria vem sendo estudada
constantemente, pois ela ¢ responsavel por
diversos prejuizos na bovinocultura, além de
trazer riscos para a saude publica, possuindo
ampla disseminacdo por todo o mundo
(BOLIN e ALT, 1999; PINTO et al., 2015).
Os sorovares patogénicos possuem
a capacidade de infectar diferentes 6rgaos de
individuos susceptiveis, de animais ou seres
humanos, principalmente rins, figado e
pulmdes. Em bovinos geralmente atinge o
trato geniturinario das fémeas, infectando a
placenta e provocando o aborto (ADLER e
MOCTEZUMA, 2010; TORRES-CASTRO
et al, 2016). Por ser eliminado
principalmente pela urina, os animais de
producdo possuem uma grande importancia
na epidemiologia da doenca, devido ao
grande volume eliminado no ambiente
diariamente facilitando a disseminacao da
bactéria (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).
Os principais  sorovares que
infectam os bovinos sdo: Hardjo, Pomona,
Gripptyphosa, Icterohaemorrhagiae, Wolffi
e Canicola (PEREGRINE et al., 2006;
LAGE et al., 2007, MUGHINI-GRAS et al.,

2014).
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Estrutura e ciclo bioldgico
As espécies de Leptospira sao

aerobica estritas, possui aproximadamente

gram-positivas € gram-negativas, a dupla
camada de lipopolissacarideos (LPS) sado
caracteristicas de gram-negativas, porém a
membrana com

citoplasmatica um

peptidoglicano (mureina) ¢ caracteristica das

0,lpm de didmetro e 6-20um de '

) gram-positivas. Entretanto, devido as suas
comprimento, sdo catalase, oxidase e

) caracteristicas da membrana celular e a
peroxidase positivas, sdo espiraladas,

flexiveis, moveis e delgadas, compostas de
um cilindro protoplasmatico que se enrola
em um filamento axial central, possuem

estruturas de superficie comum as bactérias

estrutura da LPS a Leptospira ¢ considerada
uma bactéria gram-negativa (Figura 3)
(ABUAUADA et al, 2005; HAAKE e
MATSUNAGA, 2010; FERNANDES et al.,
2016; TORRES-CASTRO et al., 2016).

- e
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.
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Figura 3: Arquitetura da membrana e adenosinas expostas & membrana de
Leptospira spp. A figura mostra: membrana externa (om), contendo
lipopolissacarieos (Ips); o espago periplasmatico (ps) na qual o peptideoglicano
(pg) esta fortemente associado com a membrana interna (im); o endoflagelo (f),
responsavel pela motilidade da bactéria, localizado no ps. Fonte: Fernandes et al.,
2016.
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Em outras espiroquetas o LPS estd
ausente, ja nas leptospiras ele ¢ o principal
componente da superficie da bactéria, ¢
muito similar com a de outras bactérias
gram-negativas, porém sua toxicidade ¢
reduzida, suas caracteristicas sdo utilizadas
para a producdo de vacina e para a
classificagdo soroldgica, diferenciando os
sorovares (PATRA et al., 2015; HAAKE e
ZUCKERT, 2015).

O ciclo da Leptospira spp comecga
quando estas penetram no organismo do
hospedeiro  através das mucosas e
conjuntivas, de pequenos cortes ou abrasoes,
ou através da pele integra quando ha
dilatacdo dos poros. Se multiplicam no
intersticio € nos humores, a fase de
leptospiremia acontece quando hd grande
quantidade de bactérias na corrente
sanguinea, entdo migram para diversos

orgdos, principalmente para os tabulos

renais proximais e para o trato geniturinario
feminino (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

A Dbactéria pode permanecer nos
tabulos renais proximais por periodo
indeterminado, podendo ser desde semanas
ou até o final da vida do hospedeiro. Para
finalizar o ciclo, a eliminagdo da Leptospira
sp. ocorre pela urina, contaminando o
ambiente, principalmente a 4gua e os
alimentos, gerando a infec¢do de outros
animais (Figura 4). As principais fontes de
infeccdo sdo os reservatorios (roedores), os
portadores assintomaticos (bovinos, suinos,
caprinos, animais silvestres), oS
convalescentes e os animais doentes
(ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

A transmissdo também pode
ocorrer de forma congénita, quando as
bactérias migram para a placenta atingindo o
feto, esse tipo de transmissdo acontece

principalmente em bovinos e suinos (BROD

e FEHLBERG, 1992).
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Figura 4: Ciclo da Leptospira sp.Fonte: Ugas, 2014

Com a produgdo de anticorpos, as

Patogenia e sinais clinicos

bactérias sdo removidas

A Leptospira sp. quando na

circulatoria e dos

corrente sanguinea se multiplica, podendo _
) ' o . opsonofagocitose,
demorar até sete dias pds infec¢ao, quando

tecidos

porém

corrente

da

podem

permanecer no tecido renal dos animais por

1SS0 acontece 0s primeiros sinais sao

longos  periodos.
observados, devido as lesdes primarias

patogenicidade
ocasionadas pelas toxinas liberadas pela

O mecanismo

dessa

de

bactéria,

principalmente a manutencdo no tecido

bactéria. Devido aos danos nos pequenos

renal, ainda ndo esta totalmente esclarecido

vasos sanguineos pode ocorrer lesdes

hepatocelulares,

miosite e placentite,

observadas

esplenomegalia,

(ELLIS, 1994; ADLER ¢ MOCTEZUMA,
2010).

pulmonares, meningite,

ainda podem ser o ' '
Os sinais clinicos variam de acordo

hemorragias, ictericia e

com a espécie animal e com a forma da

lesdes caracteristicas da

doenga, em bovinos ela pode ser aguda ou

fase aguda (ADLER e MOCTEZUMA,

2010).

cronica. Os principais sinais da fase cronica
sdo os abortos, repeticao de cio e natimortos,

j& a fase aguda ¢ caracterizada por ictericia,
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acumulo de liquido em diversas regides do
corpo, hemattria e hipertermia (ELLIS,
1994).

Diagnostico laboratorial

Como a maioria dos sinais clinicos
da leptospirose sdo inespecificos, ou seja,
ndo sdo caracteristicos somente da
Leptospira sp., exames laboratoriais devem
ser utilizados para confirmar o diagndstico.
Existem diversos tipos de métodos

diagnosticos para a doenga, 0s mais

utilizados sdo: exame direto em microscopia
de campo escuro, PCR, histopatologia,
imunoistoquimica, cultura, inoculacdo em
animais de laboratorio, imunofluorescéncia
indireta, teste de soroaglutinacao
microscopica, hemaglutinagdo  indireta,
ELISA e teste imunocromatografico de
fluxo lateral (Tabela 3) (YAAKOB et al.,

2015).

Tabela 2: Métodos de diagndstico utilizados para Leptospira sp.

Método de diagnostico S E
Microbiolégico Microscopia de campo escuro g;;’f 60%
(]
Teste de soroaglutinagdo microscopica (SAM)
1-5 dias 30% 97%
5-14 dias 63%
Convalescente 76% 86,7%
91,4%
Teste de Imunoadsorc¢iao enzimatica (ELISA)
IgM 86,5% 97%
. rLIPL32 96,4% 90,4%
Sorologia I 1 A
munofluorescéncia
45% 96,8%
91,9% 100%
Hemaglutinagio

79% 81,1%

Teste imunocromatografico de fluxo lateral

Primeira semana

2-4 semanas

52,9% 93,6%
86% 89,4%

Fonte: Yaakob et al., 2015 modificado. S: Sensibilidade; E: Especificidade.
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O diagnostico da leptospirose
geralmente se baseia na sorologia, pois
alguns métodos diretos possuem baixa
sensibilidade devido a recuperagao da
bactéria, resultando em resultados falso-
negativos. O Método soroldgico mais
empregado no mundo todo, principalmente
para bovinos, ¢ o SAM, porém possui
algumas limitag¢des, como a subjetividade, a
sensibilidade e especificidade que sao
baixas, além de ser considerado um método
trabalhoso (OIE, 2014; PINTO et al., 2015).

O método direto com maior
sensibilidade e especificidade para a
Leptospira sp. ¢ a PCR, porém estes variam
de acordo com o gene pesquisado, os mais
utilizados sao LipL32 e secY
(CHANDRASENKARAN e GONATHI,
2004). Para a detec¢do do DNA da bactéria
em sangue e urina € necessario que nessas
solugdes possuam de 100-1000 bactérias por
microlitros, tornando esse um dos principais
limitantes para o teste (BOURHY et al.,
2011).

Outro método direto ¢ a
histopatologia e pode ser utilizada em

associagdo com outros métodos como a

imunoistoquimica e a PCR. As principais
lesdes encontradas sdo principalmente no
tecido renal, como nefrite intersticial, atrofia
tubular, lesdes  glomerulares  como
espessamento da membrana basal capilar.
Na imunoistoquimica o antigeno ¢ mais
comumente observado nas células epiteliais
e intersticiais (MINEIRO et al., 2011).
Epidemiologia A leptospirose em
humanos e¢ em animais estd presente em
todos os continentes e ¢ considerada uma
das zoonoses com maior distribui¢do no
mundo. A ocorréncia € maior em paises
tropicais e subtropicais, principalmente em
épocas com um volume maior de chuvas,
fator que facilita a

(DONAIRES et al, 2012; ADLER e
MOCTEZUMA, 2010).

disseminagao

Em bovinos a ocorréncia varia de
acordo com a regido estuda, com o teste de
diagnostico utilizado e com a presenga dos
principais fatores de risco nas propriedades.
No Brasil a prevaléncia varia de 35,94% a
79,26% (Tabela 4) (SILVA et al., 2012;
SARMENTO et al., 2012; HASHIMOTO et
al., 2012).
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Tabela 3: Ocorréncia de Leptospira sp. em bovinos de diferentes regides do Brasil

Referéncia Estado N’ N an.l mars Teste % Positivos
rebanho examinados empregado

Silva et al., 2012 MA 573 4832 SAM 35,94
Sarmento et al., 2012 GO NI 1741 SAM 69,1

Sarmento et al., 2012 MT NI 1186 SAM 75,46
Sarmento et al., 2012 MS NI 995 SAM 81,61
Sarmento et al., 2012 MG NI 1615 SAM 66,44
Sarmento et al., 2012 PR NI 1655 SAM 43,69
Sarmento et al., 2012 RS NI 784 SAM 51,74
Sarmento et al., 2012 SP NI 1663 SAM 68,25
Sarmento et al., 2012 SC NI 217 SAM 79,26
Hermann et al., 2012 RS 136 1360 SAM 38,75
Hashimoto et al., 2012 PR 274 1800 SAM 35,94
Pimenta et al., 2014 PB 450 2317 SAM 61,1

NI: Nao informado

Os principais fatores de risco
associados com a leptospirose em bovinos
sdo: a presenca de outras espécies de
animais nas propriedades, como os animais
silvestres, o tamanho do rebanho e a
incidéncia de problemas reprodutivos, como
repeticdo de cio e abortos (SILVA et al.,
2012; HASHIMOTO et al., 2012).

Trypanosoma (Duttonella) vivax

Trypanosoma (Duttonella) vivax ¢
um protozoario flagelado, heteroxeno, do
Filo Euglenozoa e da  Familia

Trypanosomatidae. Parasita diversas
espécies de animais domésticos e silvestres,
porém o0s bovinos possuem uma maior
importancia (GIORDANI et al., 2016). Sao
transmitidao principalmente por insetos

hematofagos. No Brasil estd associado

principalmente com os Tabanidae e
Stomoxys calcitrans (BIRHANU et al.,
2015), porém podem ser transmitidos
também por outros insetos hematofagos ou
por agulhas contaminadas (ZAPATA et al.,
2009).

Os primeiros relatos de 7. vivax na
América foram em 1930 quando houve a
importagdo de bovinos do Senegal para a
Guiana Francesa, Ilhas de Martinica e
Guadalupe (CURASSON, 1943), a partir
deste momento a doenga se disseminou para
diversos paises. No Brasil, o primeiro relato
da doenca foi em 1946 no Estado do Para
(BOULHOSA, 1946) e em seguida foi
em buafalos na

diagnosticada

amazonica (SHAW e LAISON, 1972).

regiao

A doenca esta se disseminando nas
diversas regides do pais trazendo inimeros

prejuizos na produgdo, porém em alguns
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Estados ela ainda ndo foi diagnosticada. Por
ser uma doencga exotica em algumas regioes,
o impacto causado por ela atinge grandes
propor¢des, preocupando os médicos
veterindrios e pecuaristas, principalmente
pela grande queda na producdo e perda de
varios animais (PAIVA et al., 2000;
CARVALHO et al., 2008).

Estrutura e ciclo bioldgico

T. vivax ¢ um hemoparasito
flagelado, cuja forma tripomastigota ¢
encontrada na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado. O corpo ¢ alongado e
achatado, possui 18 a 31um de comprimento
(incluindo o flagelo, que possui de 3 a 6pum),
porém o comprimento médio varia de 21 a
25,4um, apresenta um grande dimorfismo,
com a extremidade posterior variando de
forma, podendo ser larga, terminando em

forma rombuda, afilando abruptamente ou

apresentando a ponta arredondada. As
principais estruturas do parasito sdo o
nucleo, o cinetoplasto, uma membrana
ondulante e o flagelo (FIGURA 3)
(HOARE, 1972; DAGNACHEW e BEZIE,
2015).

As formas epimastigotas podem ser
encontradas em moscas tsé-tsé, que
pertencem ao género Glossina, esses sao 0S
unicos hospedeiros invertebrados em que ha
a multiplicagdo do parasito, permanecendo
infeccioso durante a vida do inseto. No
Brasil, como ndo ha a presenca da Glossina
a transmissdo se da por outros insetos
hematofagos, principalmente os Tabanidae e
os Stomoxys calcitrans ou por agulhas
contaminadas, porém esses insetos sao
apenas vetores mecanicos, pois ndo ha a
multiplicacdo do parasito (DESQUESNES e
DIA, 2004; OSORIO et al., 2008).
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Flagelo

Membrana ondulante

Cinetoplasto

Figura 3 - Trypanosoma vivax em esfregaco
sanguineo corado com panodtico, aumento
de 1000x. FONTE: Osério et al. (2009)

modificado

Diferentemente dos outros
Tripanosomas, o 7. vivax ndo possui a forma
pro-ciclico, ou seja, ndo migra para o
intestino do inseto, permanecendo somente
na proboscide, alguns autores acreditam que
seja esse o motivo do parasito poder ser
transmitido por outras espécies de insetos,
além da Glossina (OSORIO et al., 2008;
JACKSON et al., 2015).

Apds a infeccdo, no hospedeiro
vertebrado os tripomastigotas se multiplicam

através de fissdo binaria, eles sdo revestidos

por glicoproteinas varidveis de superficie
que induzem uma rapida resposta imune no
animal, eliminando 0s parasitos
rapidamente, porém alguns protozoarios que
sobrevivem substituem essas glicoproteinas
de superficie levando a um novo Tipo
Antigénico Variavel (VAT), esses novos
tripomastigotas se multiplicam, gerando a
doenca. Por fim, novos insetos hematdfagos
se contaminam e transmitem para outros

animais (FIGURA 4) (NANTULYA et al.,
1986; DAGNACHEW e BEZIE, 2015).
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Figura 4 - Ciclo Trypanosoma vivax. FONTE: Silva et al.

(2002)

Patogenia e sinais clinicos

A tripanosomose em bovinos

possui alta morbidade e letalidade,

principalmente quando ha o primeiro contato
entre o parasito e o hospedeiro vertebrado. A
letalidade ¢ explicada pela anemia severa,
causada por hemolise intra e extravascular,
diminuigdo da eritropoiese, hemorragias,
secrecdo de neuramidase, que atua
hidrolisando o acido sialico, componente da
superficie das hemadacias e pela acdo das
que sao liberadas

fosfolipases pelos

parasitos mortos, gerando lipideos que
alteram as hemacias. Ainda, a anemia pode
ocorrer por mecanismos autoimunes que

depositam complexos imunes na superficie

das hemacias (ESIEVO et al., 1982;
ANDRIANARIVO et al., 1995; OSORIO et
al., 2008).

Além das alteragdes causadas pelas
fosfolipases, neuramidases e proteases na
superficie das hemacias, que vao gerar
epitopos reconhecidos como estranhos, com
producao de anticorpos, o proprio 7. vivax
também gera anticorpos que reconhecem
epitopos das heméacias de bovinos, levando a
hemacias,

destruicao dessas

anemia (OKECK et al., 1996).

gerando a

A anemia junto com o aborto sdo
sinais caracteristicos da tripanosomose em
bovinos (SILVA et al., 1999). O processo

patologico do aborto ainda ndo esta

totalmente esclarecido, alguns estudos
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recentes demonstram que ele esta associado
com a fase aguda da  doenga
(DAGNACHEW e BEZIE, 2015), podendo
ser causado pela indugdo do estresse, pela
hipertermia persistente, por lesdes do
protozoario na placenta e no feto levando a
reagoes inflamatérias e a diminuicdo dos
niveis de progesterona (SILVIA et al., 2013;
HURTADO et al., 2016).

Além de anemia e abortos, os
animais também podem apresentar anorexia,
leucopenia, hipoglicemia, alta atividade
sérica de AST, aumento da frequéncia
cardiaca e respiratoria, edema, sinais
neurologicos, repeticdo de cio, retencdo de
placenta e os filhotes podem nascer fracos e
debilitados. Em machos podem ocorrer
casos de infertilidade e esterilidade
(BATISTA et al., 2007, DAGNACHEW e
BEZIE, 2015; HURTADO et al., 2016).

Diagnostico laboratorial

A tripanossomose  pode  ser
confundida com diversas doengas que
causam aborto e/ou anemia nos bovinos.
Para o diagnostico definitivo da doenga ¢
preciso a utilizacdo de testes diagnosticos,
sendo os principais métodos diretos para a
doenca o esfregago sanguineo, o método de

Woo, o método de Buffy Coat, a PCR, a

inoculagdo em camundongos, o método de
aspirado do linfonodo e a histopatologia.
Também podem ser utilizados os métodos
indiretos, como a imunofluorescéncia
indireta, o teste de aglutinagdo direto, o
ELISA e o teste de tripanolise (SILVA et al.,
2002; DAGNACHEW e BEZIE, 2015).

Os  Me¢étodos de  esfregago
sanguineo, método de Woo, método de Buffy
Coat ¢ o aspirado de linfonodo sdo os mais
utilizados no Brasil, porém apesar de serem
métodos de facil execucdo e baratos eles
possuem baixa sensibilidade e
especificidade, principalmente quando a
doenca estd na fase cronica (MADRUGA,
2004). Estudos realizados por Robson e
Askar (1972)

sensibilidade de 33,3% e 31,5 para o

demonstraram uma

esfregaco e aspirado de linfonodo,
respectivamente, quando os dois métodos
foram associados a sensibilidade aumentou
para 35,3%.

A inoculacdo em camundongos
possui uma sensibilidade maior do que os
métodos de esfregacos, cerca de 88,2%,
contudo essa técnica ¢ mais utilizada para
fins de pesquisa por ser um método
demorado e com custos mais elevados

(SILVA etal., 2002).
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As lesdes observadas na
histopatologia ndo s3o especificas da
tripanossomose. Podem ser observadas
hiperplasia dos foliculos linfoides e areas
multifocais de necrose e infiltrado
inflamatorio em diversos tecidos, como
hepatico, cardiaco e esplénico (BATISTA et
al., 2008).

Dos métodos diretos, a PCR ¢é a
técnica mais sensivel e especifica, e sua
principal vantagem ¢ detectar pequenas
quantidades do DNA do parasito no sangue.
No caso do 7. vivax esse método consegue
detectar a partir de um tripomastigota por
mililitro de sangue. Os principais genes
pesquisados sao 24S-a e ITS (DESQUENES
e DAVILA, 2002).

As andlises soroldgicas geralmente
sao utilizadas somente para estudos
epidemioldgicos ou para triagem do
rebanho. Atualmente, o uso desses métodos
vem aumentando no Brasil, pois como os

métodos parasitologicos possuem baixa

sensibilidade para deteccdo de infecgdo
cronica em rebanhos assintomdticos as
técnicas sorologicas acabam sendo uma
otima alternativa (VENTURA et al., 2001).
Os testes mais utilizados sdo a Reacao de
Imunofluorescéncia Indireta ¢ o ELISA, os
dois possuem sensibilidade e especificidade
altas (MADRUGA et al., 2006; GARCIA et
al., 2006; OSORIO et al., 2008).

Distribuicao

Na América do Sul o T.vivax ¢
enzootico, apresentando incidéncia varidvel
na populagdo bovina, espalhando-se por
diversas areas. No Brasil, ja foi relatada a
presenca do parasito em diversos Estados,
como no Para, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Sao Paulo, Rio Grande do Sul,
Pernambuco, entre outros. A prevaléncia
nesses Estados varia de acordo com a regiao
estudada e com a presenca dos principais
fatores de risco (TABELA 3) (SILVA et al.,
2002; BATISTA et al., 2007, BARBIERI et
al., 2016).

Tabela 3 - Ocorréncia Trypanosoma vivax em bovinos de diferentes regides do Brasil

Referéncia Estado N N® animais | Teste 20
rebanho examinados | empregado Positivos
Guedes et al. (2008) PA NI 246 ELISA 93,1 |
Martins et al. (2008) MS NI 150 ELISA 52,6
Cadioli et al. (2012) SP 1 609 ELISA 98,36 I
Guerra et al. (2013) PE NI 2053 RIFI 13,93
Costa et al. (2013) PB 37 509 RIFI 0 |
Barbieri et al. (2016) MG 40 400 RIFI 49,6

NI: Nao informado
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Os principais fatores de risco da
tripanossomose em  bovinos estdo
relacionados com a presenca dos insetos
hemato6fagos, entdo a doenca tem uma maior
incidéncia no verdo pelo aumento do
numero de insetos e acomete principalmente
regides tropicais. O compartilhamento de
agulhas também favorece o aparecimento da
doenca nos animais. Outro fator que facilita
a disseminagdo do 7. vivax por diversas
regioes € o transporte de animais, pois
animais infectados vao para regides onde

nao ha doenga ocasionando os surtos

(SILVA, 2006; ZAPATA et al., 2009).
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