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The present study evaluates the participation of Neospora caninum in bovine abortions
from farms in the southern region of Minas Gerais state, Brazil, through histopathologi-
cal, immunohistochemical (IHQ) analysis and DNA detection by polymerase chain reaction
(PCR). The material used in this study was obtained through retrospective study of bovine
abortion cases received by the Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras and by necropsies performed in fetuses from 2011 to 2013. From 60 fetuses stu-
died, 30 (50%) had microscopic lesions; 19 (63%) of them had histologic lesions compa-
tible with N. caninum abortion, characterized by multifocal non-suppurative encephalitis,
necrosis and gliosis in the central nervous system and multifocal nonsuppurative myocar-
ditis and myositis. From the 19 fetuses with protozoa lesions in 14 the final diagnosis was
performed; five were confirmated only by IHQ staining and five were positive only by PCR.
Four fetuses were positive in [HC and in PCR. In five fetuses from the retrospective study
lesions compatible with N. caninum were seen, but the presence of the protozoan was not
confirmed by [HQ labeling. The findings demonstrate that N. caninum is an important agent
associated with abortion in cattle from Minas Gerais. Therefore, beyond the microscopic
lesions association between IHC and PCR was essential to confirm the diagnosis.

INDEX TERMS: Abortion, Neospora caninum, neosporosis, diseases of reproduction, proto-
zoan, cattle, PCR, IHQ.

RESUMO.- Este estudo avaliou a participacdo de Neospo-
ra caninum em casos de abortos em bovinos provenientes
de propriedades rurais da regido sul de Minas Gerais por
meio de andlises histopatolégicas, imuno-histoquimicas
(IHQ) e pela reagao em Cadeia de Polimerase (PCR). O ma-
terial utilizado foi obtido de um estudo retrospectivo de
casos de aborto recebidos pelo Setor de Patologia Veteri-
naria da Universidade Federal de Lavras e de fetos necrop-
siados durante os anos de 2011 a 2013. De 60 fetos estu-
dados, 30 (50%) tinham lesdes microscépicas. Destes, 19
(63%) apresentaram lesdes compativeis com aborto por N.
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caninum, caracterizadas principalmente por encefalite ndo
supurativa multifocal, necrose e gliose multifocal, assim
como, miocardite e miosite ndo supurativa. Em 14 fetos
chegou-se ao diagndstico definitivo. Destes, cinco tiveram
sua confirmacdo somente pela marcagao IHQ e cinco fo-
ram positivos somente na PCR. Quatro fetos foram positi-
vos tanto na IHQ quanto na PCR. Cinco fetos, provenientes
do estudo retrospectivo apresentaram lesdes compativeis
com N. caninum, mas a presenca do protozodrio nao foi
confirmada pela marcagdo IHQ. Os achados demonstram
que o N. caninum é um importante agente associado ao
aborto em bovinos na regido sul de Minas Gerais. Para tan-
to, além das lesdes microscdpicas a associagdo entre a [HQ
e atécnica de PCR foi essencial para a confirmacao do diag-
nostico.

TERMO DE INDEXAGAO: Aborto, Neospora caninum, neosporose,
doengas da reprodugio, protozoario, bovinos, PCR, IHQ.
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INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozodario coccideo, intracelular
obrigatério que pode infectar varias espécies animais, den-
tre elas canideos domésticos e selvagens, bovinos, equideos
(Adreotti 2010) e caprinos (Dubey 2003, Varaschin et al.
2012, Mesquita et al. 2013). Este parasito possui uma efi-
ciente capacidade de transmissdo dentro do rebanho, po-
dendo infectar até 90% dos animais (Dubey et al. 2006).

A principal manifestacdo clinica de bovinos infectados por
N. caninum é o aborto entre o terceiro e o oitavo més de ges-
tacdo. Porém, a morte fetal, em uma fase inicial da gestagao,
com consequente reabsorcdo do feto e repeticio de cio, tam-
bém pode ocorrer (Barr 1991). Desta forma, os prejuizos fi-
nanceiros vao além da perda com o aborto, pois pode ocorrer
uma queda na producio de leite e um descarte precoce dos
animais afetados (Collantes-Fernandez et al. 2006). Estudos
demonstram que o Brasil perde, anualmente, devido a neos-
porose, 51,3 milhdes de dolares na pecuaria leiteira e 101,0
milhdes de délares no setor de corte (Reichel et al. 2013).

A patogenia do aborto é muito complexa e parcialmente
compreendida. Sabe-se que para sua ocorréncia, é necessa-
rio um contato primario da vaca prenhe com N. caninum ou
a reativacdo do protozoario que se encontra encistado nos
tecidos, os quais sdo provenientes de um contato prévio do
bovino com este agente. Consequentemente, ocorre a pa-
rasitemia, a infec¢do da placenta e posteriormente do feto
(Dubey et al. 2006).

A morte do feto pode ser devido a lesdes na placenta,
lesdes no feto ou ambos. As lesdes provocadas pela multipli-
cacdo do parasito na placenta podem prejudicar a oxigena-
¢do do feto e provocar a liberagdo de prostaglandinas e/ou
citocinas inflamatdrias comprometendo a sobrevivéncia fe-
tal. Ha ainda a libera¢do de hormdnio adrenocorticotrofico
fetal com posterior estimulo a expulsdo do mesmo (Dubey
et al. 2006). Mais frequentemente sdo observadas areas de
necrose em varios tecidos fetais, além de encefalite e gliose
no sistema nervoso central, e miosite e miocardite mononu-
clear (Dubey & Lindsay 1996, Wouda et al. 1997, Corbellini
etal. 2002, Santos et al. 2011, Varaschin et al. 2012).

O diagnéstico de neosporose, deve ser realizado me-
diante a associagao das lesdes encontradas na histopato-
logia com a imuno-histoquimica (IHQ) (Dubey & Lindsay
1996) e/ou areacdo em cadeia de polimerase (PCR) (Payne
& Ellis 1996, Santos et al. 2011). Apesar das lesdes micros-
copicas presentes nos tecidos, os protozodarios ndo sao fa-
cilmente visualizados pelas coloragdes de rotina, ou podem
ndo estar presentes nos tecidos analisados. A IHQ auxilia
na visualizacdo do agente etiolégico quando ha poucos
taquizoitos ou cistos nos tecidos e quando o material en-
contra-se em adiantado estado de autdlise (Dubey 2003).
Ja a PCR, por se basear na detecgao de porg¢des do genoma,
oferece, entre outros beneficios, uma sensibilidade maior
quando comparada com de algumas técnicas de diagndsti-
co (Payne & Ellis 1996, Medina et al. 2006).

0 estado de Minas Gerais é considerado o maior produ-
tor de leite do Brasil, com aproximadamente 25,6% da pro-
ducdo nacional (IBGE, 2012). A frequencia de N. caninum
como agente causador de abortos em bovinos de Minas
Gerais é desconhecida e consequentemente nio se sabe a

importancia desta doenga na ocorréncia de abortos no re-
banho leiteiro, uma vez que, muitos dos estudos realizados
sdo de soroprevaléncia (Dubey & Schares, 2011). A regido
estudada pertence a uma grande bacia leiteira do Sul de Mi-
nas Gerais, que contribui juntamente com a regido sudeste
com aproximadamente 18% da producao do estado (IBGE,
2012) e consequentemente a neosporose pode impactar
significativamente na economia da regiao.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a participa-
¢do de N. caninum como agente causador de aborto em bo-
vinos na regido sul de Minas Gerais. Assim como caracteri-
zar as principais lesdes encontradas, determinar quais sdo
os tecidos mais afetados e comparar a eficiéncia da técnica
de IHQ em relagdo a PCR no diagnéstico da neosporose.

MATERIAL E METODOS

Origem e caracteristica das amostras

O material de estudo foi proveniente de fetos bovinos necrop-
siados entre os anos de 2011 e 2013 (estudo prospectivo) e de
uma analise retrospectiva de 10 anos de casos de aborto bovino
recebidos pelo Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da Universi-
dade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil.

Para a obtengdo do histdrico dos fetos, recebidos entre os
anos de 2011 e 2013, era realizada uma anamnese com 0s pro-
prietarios e/ou veterinarios, para coleta de dados sobre manejo e
profilaxias. A idade fetal foi determinada por meio de registros de
cobertura dos animais, fornecidos pelos proprietarios, associado
a mensuracdo do feto durante a necropsia conforme recomenda-
do por Barr et al. (1990).

Durante a necropsia, amostras de sistema nervoso central (cdr-
tex dos hemisférios cerebrais e do cerebelo, tdlamo, coliculo rostral
e caudal, pedunculos cerebelares, 6bex e medula cervical, toracica
e lombar), musculos esqueléticos (occipital, semitendinoso, semi-
membranoso, infraespinhal, diafragma e lingua), coragdo, eso6fago,
pulmdo, figado, rim, bago, linfonodos mesentéricos, intestinos,
timo, valvula ileo-cecal, ovario/testiculo, utero, pele, rimen, reti-
culo, omaso, abomaso e glanglio trigeminal, foram coletados em
formalina a 10% tamponada e processados rotineiramente para
histopatologia. Cortes de 5pm de espessura foram corados pela He-
matoxilina e Eosina (HE) e avaliados mediante microscopia 6tica.

Os tecidos dos fetos que apresentassem lesdes compativeis
com neosporose eram submetidos a marcagdo imuno-histoquimi-
ca e a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase. Para a realiza-
¢do da PCR, amostras de cortex cerebral e apice do coragdo foram
coletados em tubos de Eppendorf autoclavados, identificadas, con-
geladas a -20°C e armazenadas até a realizagdo da mesma.

Técnica de Imuno-histoquimica

Para realizacdo da imuno-histoquimica, os cortes histologicos
em laminas silanizadas, apds desparafinados e rehidratados, fo-
ram submetidos ao bloqueio da peroxidase endégena por meio
de perdxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos. A recuperagio
antigénica foi feita por digestdo enzimatica com tripsina 0,1% (pH
7,8) por 10 minutos a 37°C, seguida pela recuperacdo pelo calor
por 2 minutos no tampdo citrato (pH 6,0). Para o bloqueio de rea-
¢Oes inespecificas, os cortes histopatolégicos foram submergidos
em solugdo de leite desnatado (Molico®, Nestlé) diluido em PBS
a 5% por uma hora. As laminas foram incubadas por 45 minutos
a 37°C com anticorpo primario policlonal anti-Neospora caninum
e anti-Toxoplasma gondii na dilui¢do de 1:2000 (VMRD, Pullman,
USA), seguido pela incubagdo com o anticorpos secundarios bio-
tinilados conjulgados a streptavidina (Dako, Carpinteria, CA) por
20 minutos na temperatura ambiente. Na revelacdo utilizou-se

Pesq. Vet. Bras. 33(11):1332-1338, novembro 2013



1334

o cromdgeno Vector Red (Vector NovaRed®) no tempo de 1 a 5
minutos, e as laminas foram contra coradas com hematoxilina.
Amostras de tecido placentario e de sistema nervoso central de
caprinos contendo cistos de N. caninum (Varaschin et al., 2012) fo-
ram utilizadas como controles positivos e como controle negativo
o anticorpo foi substituido por 4gua destilada.

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram extraidas de 40 mg de tecido, a
partir das amostras de cértex cerebral e apice do coragdo. A ex-
tracdo foi realizada utilizando-se o kit comercial Wizard SV Ge-
nomic Purification System (Promega, Madison, USA), por meio da
técnica de lise por proteinase K, segundo as recomendagdes do
fabricante. As concentragdes (ng/ul) e qualidade do DNA extraido
foram determinadas no espectrofotdmetro NanoVue™ plus e ele-
troforese em gel de agarose a 0,8%.

Para a detec¢do de Neospora caninum, foram desenhados (uti-
lizando sowftare Primer-BLAST do NCBI) e sintetizados (Sigma-
-Aldrich) iniciadores para a amplificacdo de sequéncias genéticas
do protozoario em questio, tendo como molde seu cromossomo
XII. Desta forma, os primers forwards CTGTTAGAAGGTGCGGC-
GAA e reverse TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT amplificam um frag-
mento de 168pb.

Cada reagdo de cadeia de polimerase foi constituida de 4X de
tampdo de PCR (100 Mm Tris-HCI ph 8,4; 500mM KCI); 75mM de
MgCl2; 5mM de dNTPs; 50 ng da amostra de DNA; 1,6 U da Taqg DNA
Polimerase Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega), 5mM dos
iniciadores forward e reverse; agua deionizada autoclavada para
completar um volume final de 25pl. Como controle positivo, foi uti-
lizada amostra de placenta de cabra naturalmente infectada por N.
caninum (Varaschin et al. 2012), um controle negativo (um feto sem
lesdes de neosporose e com diagndstico negativo em diferentes téc-
nicas para a presenga do protozoario) e um controle branco.

As reacdes foram realizadas em termociclador (Applied Bio-
systems Veriti 96 Well Thermal Cycler) conforme o seguinte pro-
tocolo: desnaturagdo a 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 95
°C por 1 minuto, anelamento de 57°C por 1 min, extensdo a 72°C
por dois minutos e trinta segundos e extensao final a 72°C por 7
min. As amostras foram aplicadas em gel de agarose de alta reso-
lucdo 1,5%, corado com Gel Red™ 1X, na voltagem de 120 volts em
cuba de eletroforese horizontal, contendo TBE (Tris-borato 0,09
M e EDTA 0,002 M) como tampdo de corrida. Com o auxilio de
padrdo de peso molecular (Ladder da Ludwig 100PB 250 microli-
tros) as bandas foram identificadas.

Sequenciamento do material

Os fragmentos dos genes amplificados na PCR e visualizados na
eletroforese em gel de agarose com o tamanho esperado foram pu-
rificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®), de acordo com as especificagdes do fabricante. Poste-
riormente, esses fragmentos foram submetidos ao sequenciamento
genético no sequenciador automatico capilar ABI310 (Applied Bio-
systems) pelo método enzimatico descrito por Sanger et al. (1977).

Para andlise in silico e subsequente confirmagio da especifi-
cidade, utilizou-se o programa BlastN (Altschul et al. 1990) para
comparar com as sequéncias dos fragmentos dos genes disponi-
veis no banco de dados do NCBI.

RESULTADOS

Distribuicao amostral: estudo retrospectivo e fetos ne-
cropsiados

De 60 fetos estudados em 51 deles a origem da regiao
sul de Minas Gerais foi confirmado. Destes, 30 fetos, todos
provenientes do sul de Minas Gerias (50%), apresentaram
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lesdes microscopicas e em 19 (63%) lesdes compativeis com
aborto por Neospora caninum foram observadas. Em 14 fe-
tos chegou-se ao diagnoéstico definitivo. Destes, nove tiveram
sua confirmacdo pela marcagao IHQ e cinco foram positivos
na PCR. Quatro fetos foram positivos tanto na [HQ quanto na
PCR. Cinco fetos, provenientes do estudo retrospectivo apre-
sentaram lesdes compativeis com N. caninum, mas a presen-
¢a do protozoario ndo foi confirmada pela marcagao IHQ e
ndo havia material disponivel para realizagao da PCR.

Em trinta fetos nao foi possivel diagnoésticar a etiologia
do aborto, sendo que, sete estavam em adiantado estado
de autdlise e vinte e trés ndo apresentaram lesdes. Muitos
foram provenientes do estudo retrospectivo onde os teci-
dos coletados foram insuficientes para o diagnéstico, ndo
podendo também, ser descartada a possibilidade de que a
origem destes abortos néo fosse infecciosa.

Aidade gestacional predominante dos 19 fetos foi entre
o0 quinto e sexto més de gestacao (Fig.1).
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Fig.1. Estudo retrospectivo e prospectivo de casos de aborto por
Neospora caninum em bovinos. Nimero de casos e idade ges-
tacional dos fetos abortados.

Achados macroscopicos e microscopicos dos abortos
por Neospora caninum

Nao foram observadas lesdes macroscoépicas nos 19 fe-
tos. As lesdes microscopicas compativeis com neosporose
ocorreram mais frequentes no coragio, seguido de muscu-
latura esquelética, encéfalo e figado.

As lesdes encontradas nos musculos cardiacos e esque-
léticos eram constituidas por areas focais ou multifocais de
infiltrado inflamatério entre os feixes musculares de linf4-
citos, plasmocitos e macrofagos, sendo que, a miocardite
mononuclear moderada a acentuada (Fig.2) foi observada
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Fig.2. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Miocardite mo-
nonuclear acentuada. HE, obj.40x.
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em 16 fetos (84,21%) e a miosite mononuclear moderada
a acentuada (Fig.3) foi observada em 15 fetos (78,94%).
No material proveniente do estudo retrospectivo nao havia
identificacdo de quais musculos foram coletados, porém em
um feto foi possivel identificar a miosite na musculatura da
lingua. J& nos fetos do estudo prospectivo, cinco apresen-
taram miosite no musculo semitendinoso, trés no musculo
infraespinhoso, quatro no musculo semimembranoso, trés
no diafragma e apenas um no musculo occipital.
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Fig. 3. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Musculo esque-
lético. Miosite mononuclear acentuada. HE, obj.20x.

No SNC as lesdes observadas foram areas de gliose em
regides do cortex cerebral (52,63%), coliculos (21,05%),
cortex cerebelar (21,05%), talamo (10,52%), bulbo ao ni-
vel do 6bex (5,26%) e pedinculo cerebelar (5,26%). Areas
multifocais de necrose caracterizadas por acidofilia do te-
cido e nucleos picnéticos, circundadas por células da glia e/
ou infiltrado inflamatdério mononuclear (Fig. 4) foram ob-
servadas em 36,84% dos fetos com lesdes de neosporose.
Sendo que dos 19 fetos, 36,84% apresentaram essa lesdo
em cortex, 15,78% no coliculo, 10,52% no cerebelo e em
5,26 % dos fetos no talamo.

Fig_:{.4. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Cortex cere-
bral. Area focal de necrose circundada por células da glia. HE,
0bj.40x.

As lesdes no figado consistiram de infiltrado inflamatd-
rio mononuclear no espacgo porta e, por vezes, areas mul-
tifocais de necrose. Este tipo de lesdo estava presente em
31,57% dos fetos com lesdes de neosporose.

Estruturas compativeis com o protozoario, sempre pro-
ximas ao infiltrado inflamatoério, foram observadas em qua-
tro fetos (21,05%) pela coloragdo de Hematoxilina-Eosina
(H.E). Em dois fetos do estudo retrospectivo foi visualizado
cisto contendo bradizoitos, no cértex cerebral (feto 1) e em
musculatura esquelética (cisto jovem, de parede fina) (feto
7) (Fig.5). No feto 14, do estudo prospectivo, um cisto jo-
vem (parede fina), foi observada no cerebelo. J3, estruturas
parasitarias semelhantes a taquizoitos foram observados
na musculatura esquelética (feto 2).
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Fig.5. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Musculo es-
quelético. Cisto jovem entre as fibras musculares (seta). HE,
0bj.40x.

Achados imuno-histoquimicos

A imunomarca¢do ocorreu somente com o anticorpo
policlonal anti-N. caninum em 9 fetos (47,36%) dos 19 fe-
tos que apresentaram lesdes sugestivas de aborto por pro-
tozodrio. A marcagdo mais frequente ocorreu no sistema
nervoso central (66,66%), seguido de musculatura esque-
lética (22,22%) e cardiaca (11,11%). O local da imunomar-
cacdo esta detalhado no Quadro 1 assim como o més em
que ocorreu o aborto. As Figuras 6 e 7 ilustram a imuno-
marcagao para Neospora caninum dos fetos 11 e 12.

Quadro 1. Local de imunomarcag¢ao para Neospora caninum e
idade gestacional em que ocorreu o aborto

Feto Marcagdo positiva Idade gestacional
1* Cisto no cortex cerebral 7 meses
2 Taquizoito no cértex cerebral 6 meses
3 Taquizoito na musculatura cardiaca 6 meses
6* Cisto no cortex cerebral 5 meses
7 Cisto jovem na musculatura esquelética 4 meses
11* Taquizoitos na musculatura da lingua 6 meses
12* Taquizoitos em cortex cerebral 6 meses
14 Cisto jovem no cerebelo 6 meses
18 Taquizoitos no cortex cerebral 6 meses

* Estudo retrospectivo.
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Fig.6. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Cortex cerebral.
Taquizoitos marcados positivamente pelo anticorpo policlo-
nal anti-N. canimum. Imuno-histoquimica avidina-biotina,
0bj.100x.
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Fig.7. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Musculatura da
lingua. Taquizoitos marcados positivamente pelo anticorpo
policlonal anti-N. caninum. Imuno-histoquimica avidina-bio-
tina, obj.40x.

Quadro 2. Relacio dos tecidos positivos na técnica de PCR para
Neospora caninum em fetos do Sul do Estado de Minas Gerais

Feto Amostra Orgio PCR
2 07 Encéfalo Positivo
08 Coragao Negativo
4 05 Encéfalo Positivo
06 Coragao Negativo
7 15 Encéfalo Positivo
16 Coragao Negativo
13 33 Encéfalo Positivo
34 Coragao Positivo
14 27 Encéfalo Positivo
28 Coragao Positivo
15 29 Encéfalo Positivo
30 Coragao Positivo
16 31 Encéfalo Positivo
32 Coragao Positivo
17 35 Encéfalo Positivo
36 Coragao Positivo
18 37 Encéfalo Positivo
38 Coragao Positivo
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Quadro 3. Comparagio dos resultados das técnicas de
imuno-histoquimica e PCR em relagio a confirmacio de
digndstico de Neospora caninum

Feto IHQ PCR Diagnoéstico para N. caninum
1* + NR +

2 + + +

3 + - +

4 - + +

5% - NR Suspeito
6 + N +

7 + + +

8* N NR Suspeito
9% N NR Suspeito
10* N NR Suspeito
11 + NR +
12* + NR +

13 N + +

14 + + +

15 - + +

16 - + +

17 - + +

18 + + +
19* - NR Suspeito

* Fetos do estudo retrospectivo. Suspeitos = fetos com lesdes compativeis
com neosporose, mas que ndo houve confirmacgao pelos testes de diag-
noéstico utilizados, NR = ndo realizada, + resultado positivo, - resultado
negativo.

Analises moleculares

Dos 19 fetos que possuiam lesdes compativeis com ne-
osporose, nove foram positivos na PCR, totalizando 47,36%
dos fetos. No Quadro 2 sdo destacadas quais amostras co-
letadas foram detectadas a presen¢a do DNA de N.caninum
pela técnica de PCR. O sequenciamento confirmou o diag-
nostico de N. caninum nestes tecidos.

DISCUSSAO

No presente estudo observou-se que a grande maioria
dos fetos suspeitos e com o diagnéstico confirmado de ne-
osporose (63%) foram abortados entre o quinto e sexto
més de gestacdo. Estes achados sdo compativeis com os
descritos por Sager et al (2001) que descreve uma maior
frequéncia entre o quinto ao sétimo més de gestacdo, e An-
toniassi et al (2013) o qual relata em seu estudo que 62%
dos fetos abortados encontravam-se no segundo trimestre
da gestacao.

As lesdes mais frequentemente descritas em fetos bo-
vinos com neosporose sdo a necrose focal circundada por
infiltrado inflamatdrio mononuclear discreto, encontradas
principalmente no sistema nervoso central (Sager et al.
2001, Maley et al. 2003, Benavides et al. 2012). No presente
estudo, apesar destas lesdes estarem presentes, o achado
mais comum foi o infiltrado inflamatdério mononuclear, na
musculatura cardiaca e esquelética. Achados estes, seme-
lhantes aos de Pescador et al. (2007) que observou que a
musculatura esquelética foi a mais afetada. Dos fetos ne-
cropsiados no estudo prospectivo foi possivel a coleta e a
identificacdo da musculatura esquelética, onde os muscu-
los mais frequentemente acometidos em ordem decrescen-
te foram: o musculo semitendinoso, infraespinhoso, semi-
membranoso, diafragma e occipital. Estes achados podem
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indicar um padrdo de coleta da musculatura esquelética
para o diagnéstico da neosporose em fetos. A necrose he-
patica e hepatite ocorerram menos frequentemente neste
estudo. Estes achados sdo semelhantes aos descritos por
Maley et al. (2003) e Benavides et al. (2012).

Dos 14 abortos comprovadamente positivos, quatro
(28,57%) foram confirmados em ambos os testes, cinco
(35,71%) apenas pela PCR e cinco apenas (35,71%) pela
imuno-histoquimica. Porém é pertinente observar que
dos cinco fetos confirmados pela IHQ, em trés fetos, a PCR
nao foi realizada por se tratar de material do estudo res-
trospectivo, onde os tecidos estavam disponiveis somente
em blocos de parafina. Desta forma, nos fetos que pas-
saram pelas duas técnicas a PCR apresentou uma maior
sensibilidade (55,55%) quando comparada a imuno-
-histoquimica (22,22%). Esses resultados, em que a PCR
supera em sensibilidade a imuno-histoquimica, tem sido
descrito por varios autores (Payne & Ellis 1996, Santos
et al. 2011). Seguindo este mesmo raciocinio, observa-se
que os fetos classificados como suspeitos (5 fetos) prove-
nientes principalmente do estudo retrospectivo (4 fetos)
foram aqueles em que as lesdes eram compativeis com as
causadas por protozodrios, mas que nao houve imuno-
marcagao, provavelmente por ndo haver estruturas para-
sitarias nos tecidos coletados. Nestes fetos também nao
haviam tecidos congelados disponiveis para a realizacdo
da PCR, comprometendo assim, o diagnéstico definitivo.
Porém ressalta-se que muitos fetos podem apresentar
adiantado estado de autdlise, dificultando o isolamento e
identificacdo do agente sendo a imuno-histoquimica um
método vidvel e importante para o diagnoéstico (Santos et
al. 2011).

O diagndstico de aborto por Neospora caninum foi ba-
seado na presenca de lesdes microscopicas como miosite,
miocardite e gliose (com ou sem necrose), as quais sina-
lizam para a presenga deste protozoario, associado com a
marcag¢ao imuno-histoquimica positiva somente para N. ca-
ninum e os resultados do sequenciamento genético. Os re-
sultados encontrados neste estudo permitem concluir que
N. caninum, é um importante agente associado ao aborto
em bovinos no sul de Minas Gerais e que para o diagndstico
definitivo é extremamente importante a associagcdo de mais
de uma técnica de diagnostico.
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