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“Tudo passa...

Todas as coisas na Terra passam.

Os dias de dificuldade passaréo...

Passardo, também, os dias de amargura e solidao.

As dores e as lagrimas passarao.

As frustracdes que nos fazem chorar... Um dia passa

A saudade do ser querido que esta longe, passara.

Os dias de tristeza...

Dias de felicidade...

Sao licbes necessarias que, na Terra, passam, reixao espirito imortal
as experiéncias acumuladas.

Se, hoje, para nds, € um desses dias,

repleto de amargura, paremos um instante.

Elevemos o pensamento ao Alto

e busquemos a voz suave da Mae amorosa,

a nos dizer carinhosamente: 'isto também passard’

E guardemos a certeza pelas proprias dificuldadesuperadas que ndao ha mal
que dure para sempre,

semelhante a enorme embarcacdo que, as vezesemprec/ai socobrar diante
das turbuléncias de gigantescas ondas.

Mas isso também passara porque Jesus esta no kessa dlau

e segue com o olhar sereno de quem guarda a cattegae a

agitacao faz parte do roteiro evolutivo da Humanida

e que um dia também passara.

Ele sabe que a Terra chegara a porto seguro

porque essa é a sua destinacao.

Assim, facamos a nossa parte o melhor que pudermos,

sem esmorecimento e confiemos em Deus,

aproveitando cada segundo, cada minuto que, pdoceambém passara.

Tudo passa... exceto Deus.
Deus é o suficiente!”

Chico Xavier



RESUMO GERAL

A pecuaria desempenha um papel importante na edangonBrasil,
sendo que, as doengas que cursam com perdas rimedaempre resultaram
em um custo substancial para o produtor. Assim,ealg de um animal
decorrente de um aborto infeccioso é preocupanis,ndio envolve somente a
perda daquele animal, mas o acometimento da sa@id€ndea que estava
gestante. Além disso, se tratando de um agenteciof®, a possibilidade deste
se disseminar no rebanho e, em alguns casos, deetmoa saude do ser
humano deve ser também considerada. Infelizmentetiodogia do aborto,
muitas vezes, permanece obscura, apesar dos egteersforcos para se chegar
a um diagnéstico. Nos rebanhos brasileiros, eméfud@ diversidade de criacéo
e muitas vezes, pela falta de informacgéo de algtodutores, pouco se conhece
sobre a real frequéncia destes agentes causadoedsoros. Desta forma com
este estudo tem-se por objetivo contribuir paramhecimento dos principais
agentes etiolégicos envolvidos em abortos bovirmEstado de Minas Gerais.
Para isso, foi realizado um estudo retrospectivhGanos dos casos de abortos
recebidos pelo Setor de Patologia Veterinaria daddsidade Federal de Lavras,
juntamente com a realizagdo de necropsias de fetmaminhados para
diagnéstico num periodo de dois anos e meio (201BY Os abortos foram
classificados em abortos por protozoério, por visusde origem bacteriana
conforme a lesdo histopatolégica predominante. efiosinente, foram
realizados estudos imuno-histoquimicos de 30 fettestes moleculares em 11
fetos. Os resultados encontrados foram divididoslei®s trabalhos, o primeiro
trabalho apresenta eosporacaninumcomo o principal agente causador de
aborto respondendo p@&i,66%dos abortos bovinos. Quando excluidos fetos
improprios para o exame devido a autélise acentuadaos sem lesdes
microscopicas, 0os abortos pbl. caninumchegam a 63,3%. Este trabalho
também apresenta o musculo cardiaco e esquelé&ino os locais de maior
freqliéncia das lesdes causadas pelo protozoarfresemta a eficiéncia dos
testes imuno-histoquimicos e moleculares para essacdo diagndsticda no
segundo artigo relata-se os agentes bacterianogi®causadores de abortos em
bovinos diagnosticados neste estudo. Dentre efegnam-se o Herpesvirus
bovino, Brucella sp., Leptospirasp. eStaphylococcusp.. Os resultados deste
estudo destacam M. caninumcomo um importante agente causador de aborto
bovino no Sul de Minas Gerais, seguido pelos agdraeterianos e virais. Além
disso, reforca que a técnica de diagnostico madecidi mais sensivel em
comparacédo a imuno-histoquimica na realizagéo agndstico.

Palavras-chave: Aborto bovinoHerpesvirus bovino Neospora caninum
Brucella sp Leptospira sp.



GENERAL ABSTRACT

Cattle breeding plays an important role in Braz#itsonomy, and the
diseases associated with reproductive failure awagulted in a substantial cost
to the producer. Thus, the loss of an animal duartdnfectious abortion is
worrisome because it involves not only the lostshat animal, but the health of
the pregnant female. Furthermore, when dealing waithinfectious agent, the
possibility of it spreading in the herd and, in sooases, affecting the health of
the human being, should also be considered. Umfarély, the etiology of
abortion often remains unclear despite extensifatsfto reaching a diagnosis.
In Brazilian herds, due to the diversity of the daimg, and often the lack of
information of some producers, little is known abthe real frequency of the
abortions agents. Therefore, this study aims tdridrie in the knowledge of
the main etiological agents involved in bovine albois in the state of Minas
Gerais, Brazil. In order to do this, we performetiOayear retrospective study of
abortions received by the Veterinary Pathology &edf the Universidade
Federal de Lavras, along with performing necropsiefetuses forwarded for
diagnosis in a period of two and a half years (2BQ13). The abortions were
classified as abortions by protozoan, by virusfdsazterial origin, according to
the predominant microscopic lesions. Posteriorly, e wperformed
immunohistochemical studies on 30 fetuses, andculse studies on 11 fetuses.
The results were divided into two papers. The fiegber presents thdeospora
caninumas the main abortion agent, responsible for 31.@6%he bovine
abortions. When excluding the fetuses impropetHerexam due to accentuated
autolysis or those without microscopic lesions, #imrtions caused bix.
caninumreach 63.3%. This paper also presents the caadidskeletal muscles
as the locations of largest lesion frequency causgdhis protozoan, and
presents the efficiency of the immunohistochemarad molecular tests in the
success of the diagnosis. The second paper repertsacterial and viral agents
associated with bovine abortion diagnosed in thidys Among them we found
the bovine herpes virus and the bacteBiaucella sp, Leptospira sp and
Staphylococcusp. The results of this study highlight thie caninumas an
important agent of bovine abortion in Southern Mirerais, followed by the
bacterial and viral agents. Furthermore, it reioésrthat the molecular diagnosis
was more sensitive in comparison to the immunobismical diagnosis.

Keywords: Bovine abortion. Bovine Herpesvirldeosporacaninum Brucella
sp.Leptospirasp.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A pecuéria brasileira tem um grande papel na ec@ndm pais, sendo
que o Brasil possui o segundo maior rebanho do muya@roximadamente
190,9 milhdes de cabecas) ficando atras someritel@daque possui um total de
316, 4 milhdes. Porém, o rebanho deste pais namnérciavel (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2012)

Uma das principais causas de perdas econdmicapreaeupacdo para
0 produtor de bovinos é a ocorréncia de abortos, gravolve a perda de um
animal, atraso nas concepc¢fes e acometimento da salfémea que sofreu o
aborto. Além disso, se a causa for infecciosa, meddisseminar para todo o
rebanho e causar prejuizos maiores.

Entre as diversas etiologias do aborto, destacarassale origem
infecciosas, que podem ser divididas em quatroayg) dentre estes grupos,
algumas sdo mais prevalentes e possiveis de ségnosticadas nos fetos. Por
exemplo, o aborto causado pelo protozo&lsmspora caninuppelas bactérias
Brucela abortus, Leptospirspp, Listeria monocytogenesCampylobacteispp,
por virus como o Virus da Diarreia Viral Bovina (B)/e Herpesvirus Bovino
tipo | (HVB-1), e menos frequentemente por fungomno oAspergillussp.
Muitos desses patdgenos transmitidos verticalmpogsuem a caracteristica
comum de originarem uma leve ou inaparente “doergm@’ animais néo
prenhes, mas podem causar abortos em ruminantd$(EMN, 2002).

Embora algumas doencas infectocontagiosas quencucsan aborto
sejam bastante disseminadas no Brasil, para mdéias, ndo se sabe a real
situacdo epidemioldgica. Isso decorre pelo fatoude pequeno nimero de

laboratérios realizarem o diagnéstico destas pagia$p assim como, ha uma
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baixa identificacdo e notificagdo dos casos poenmdrios e proprietarios
(RIET-CORREA et al., 2007).

Taxas de perda fetal de 5-6% ocorrem em bovinodedesdiagndstico
de gestacdo até o parto (JONKER, 2004). Porém,tegénfecciosos podem
contribuir para a mortalidade embrionaria, irregdiedes em cio e também
ocorréncia de abortos. Dados descritos na litexafirmam que um animal que
sofre de brucelose tem queda de 10-25% da efieiéeprodutiva, passando a
ser um animal problema dentro do rebanho (BRASDOG2.

Ainda se tratando de falha reprodutiva, a Rinotefig Infecciosa
Bovina (IBR), causada pelo Herpesvirus bovino fipgpode causar aborto em
até 30% das fémeas prenhes entre 3 a 6 semanadededo (ALFIERI;
ALFIERI; MEDICI, 1998). Em relacdo & DVB como causa aborto, a
porcentagem pode variar de 2 a 7% (SCHMITZ, 2006).

Levantamentos feitos pela Empresa Brasileira dgufss Agropecudria
- Embrapa (1999) demonstraram que a causa de ghortteptospirose pode
variar de 3 a 10%, tendo dessa forma, esta bactémnia baixa participacdo em
abortos. Outras causas de aborto, presentes nohmebaasileiro, também
causam prejuizos em outros paises como, por exgmpBampilobacteriose.
Essa, no Uruguai é responsavel por 9.8 a 11% dwsoskestudados no periodo
de 1996 a 2002 (EASTON; PAULLIER; BANALES, 2003).

Além dos agentes bacterianos mais frequentemergengados, um
grande numero de bactérias, com patogenicidadeavedsi podem estar
associadas a causas de aborto. Alguns dascherichia coli,Salmonellasp,
SthaphylococcysNocardia entre outras (KIRKBRIDE, 1990). Nestes casos é
necessario, lancar mdo de mais de uma técnica, pomexemplo, a cultura
microbiolégica e PCR para definicdo do diagndstico.

O envio de fetos e placenta para a realizacdo deopsa, exame

histopatolégico, imuno-histoquimico, em associac@m exames sorolégicos,
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microbiolégicos e/ou PCR séo fundamentais paracesso do diagndstico das
causas de aborto em um rebanho. E importante aligme muitos fetos podem
apresentar adiantado estado de autdlise, dificldtarisolamento e identificacao
do agente por cultivo, sendo a imuno-histoquimica método viavel e
importante para o diagnéstico (LOEB, 2004; RISSdlet2006; SANTOS et al.,
1998).

Além disso, também h& outras situacBes em que aokhistoquimica
apresenta importancia no diagnostico. Exemplo digsmre quando as lesdes
possuem numero reduzido do agente ou pouca qudatida antigeno ou
quando o material a ser testado é enviado ja fiemidormol para o laboratério
e guando o cultivo e/ou algumas coloracdes esgepimilem resultar e falso
negativo (RISSI et al., 2006).

A técnica de PCR também é indicada como métodaatmdistico em
suspeitas de aborto por protozoarios, uma vezrgame,sempre este agente é de
facil visualizacdo em cortes de tecidos (SANTOS&I.e2011). A viabilidade das
técnicas de diagnéstico molecular, por serem baseaa deteccéo de porcdes
gendmicas, oferece, entre outros beneficios, ahlidsde de superar a baixa
sensibilidade de outras técnicas (MEDINA et alQ@PAYNE; ELLIS, 1996).

Por isso é extremamente importante estabeleceewalpncia dessas
doencas para que possam ser adotadas medidastiaev¢KANUYA et al.,
2006). Além de perdas econdmicas, estas podemitcémsim problema de
salde publica, ja que algumas destas doencas s@id@mdas zoonoses
(JONKER et al., 2004).

Desta forma, este trabalho tem como objetivo dowmitri com o
conhecimento das principais causas infecciosasbdecabovino do Sul de
Minas Gerais por meio de necropsia de fetos endados ao Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal dadss somado a um estudo

retrospectivo de dez anos de casos presentesuivadg diagnostico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neosporose

Neospora caninungé um protozoario coccideo, intracelular obrigatéri
gue pode infectar varias espécies animais, detdss eanideos domeésticos e
selvagens, bovinos, equideos (ADREOTTI et al., 2@ @aprinos (DUBEY,
2003; MESQUITA et al., 2013; VARASCHIN et al., 2Q12ntre outras. Este
parasito possui uma eficiente capacidade de tras@midentro do rebanho,
podendo infectar até 90% dos animais (DUBEY; BUXGVQUDA, 2006).

O N. caninumé considerado um dos principais agentes etiol6gicos
causador de aborto em bovinos (DUBEY, 2003). Lo§oresponsavel por
grandes perdas econ6micas. Em uma revisao realmadaeichel et al. (2013)
chegou-se ao célculo de queNo caninumé responsavel por uma perda anual
estimada de 51,3 milhGes de doélares na pecuatardeido Brasil (podendo
chegar a uma variacdo de 35,8 milhdes a 113,3 esldé délares). Ja no setor
de carne, sua perda anual chega a somar 101 mikdbsares.

Em seu ciclo ha a presenca de hospedeiros intedirmei(HI) e
definitivos (HD). Os hospedeiros definitivos podeer canideos domésticos
elou selvagens. Ja os intermediarios podem serlsvé&bspécies animais
(DUBEY; SCHARES, 2011). Também é descrito nestdocicés estadios
infecciosos: bradizoitos, taquizoitos e esporosoilta gestacdo, os bradizoitos
podem converter-se em taquizoitos, que proliferassexadamente,
promovendo a infeccdo fetal (BARR et al., 1991 nd8eassim, os taquizoitos e
bradizoitos s@o os estadios intracelulares enatwgranos HI.Os bradizoitos
encontram-se encistados e replicam-se lentamentgBEY; BUXON;
WOUDA, 2006) e os taquizoitos se dividem muito dapiente e podem
infectar varios tipos celulares, como células diesia nervoso, do endotélio
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vascular, miécitos, hepatécitos, células renais;rafagos alveolares e também
trofoblasto placentario (BARR et al., 1991).

O HD adquire o agente ao ingerir cistos com brattizoem restos
placentario ou oocistos esporulados que podem mgtambiente. No intestino
deste hospedeiro, ocorre a diferenciacdo sexugadasito formando oocistos
imaturos que serdo excretados em suas fezes. Nerdmlocorre a esporulacédo
e 0s oocistos tornam-se infectantes tanto paraaosvoros quanto para 0s
herbivoros (BARR et al., 1991).

A neosporose clinica em ruminantes é manifestadenaap pela
ocorréncia de abortos recorrentes e falha reprnadgtbm repeticdo de cio. Os
abortos ocorrem geralmente no periodo de 5 a 6snulesgestacdo em bovinos.
Também pode ocorrer absor¢do, mumificagdo e maerdesse feto. Caso
sobrevivam, animais podem nascer vivos com sinHiBc@s ou nascerem
clinicamente normais, mas permanentemente infestaBezerros infectados
podem apresentar sinais clinicos neuroldgicos camabilidade de se
levantarem e com baixo peso ao parto (DUBEY; SCH8RID11).

Todo o trajeto do parasito até a ocorréncia dotaldomuito complexo e
parcialmente compreendido. As perdas podem ocapgs uma infeccao
primaria durante a gestacdo, mas geralmente odewilo uma ativacdo do
parasito presente na forma de cistos nos tecidesimi ocorre a parasitemia
atingindo a placenta e posteriormente o feto (DUBBYXON; WOUDA,
2006).

A transmisséo do parasito pode ocorrer tanto galderizontal quanto
pela vertical. A trasmissado horizontal se da quamdwovino ingere oocistos
esporulados deNeospora caninumpresentes no ambiente. Ja a vertical
(transplacentéria), considerada a principal viandautencéo e transmissdo do
agente dentro de um rebanho, ocorre quando vaeaghgy com infeccBes

persistentes transmitem o0 agente para a sua puodetd a gestacdo (DUBEY;
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BUXON; WOUDA, 2006). A transmissao transplacentdmale ser dividida em
exogena e endbgena dependendo de sua origem. gezvaddcorre quando ha
reativacdo e conversao de bradizoitos em taquizaitpartir de cistos teciduais
presentes no animal. Ja a exdgena decorre dadnfeega ingestdo de oocistos
esporulados presentes no ambiente durante a gesER&ES; WILLIAMNS,
2005).

Outras formas de transmissdo da neosporose témestddadas. H&
relatos de que o DNA deste agente foi encontradosémen de animais
naturalmente infectados, porém a quantidade fosideravelmente baixa, de
forma que a trasmissdo venérea, em bovinos, é dgapdmportancia
(ORTEGA-MORA et al., 2003).

Estudos de soroprevaléncia e de infeccdo demonsirafistribuicio
mundial doNeospora caninuniDUBEY; SCHARES, 2011). A soroprevaléncia
de bovinos leiteiros pode ser muito elevada, poalesttegar a 100%. Além
disso, o parasito em questdo é transmitido de foefi@ente das fémeas
infectadas para suas crias. Porém, enquadraroaninumcomo o causador do
aborto é complexo, pois ha relatos de que o paré&sitvisualizado em fetos
abortados tendo como a causa de aborto outragitiolbogo, um diagndstico
positivo seria aquele em que foi possivel obsempeasenca de lesGes,
taquizoitos no feto e a exclusédo de outras possbaisas de aborto (BARR et
al., 1991).

LesGes macroscopicas associadas a neosporoseragomas podem
ocorrer no coragédo, musculo esquelético e cérélmemas focais de coloragéo
mais clara podem ser observadas em musculo edgoelét no coracdo
(DUBEY; LINDSAY, 1996). No sistema nervoso, des@ee a ocorréncia de
hidrocefalia (DUBEY et al., 1996).

Microscopicamente as lesBes associadas ao aboroNpospora

caninum sao infiltrado inflamatério compostos basicamenter gélulas
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mononucleares, que podem ser encontradas em t&lawgéos dos fetos
abortados, principalmente SNC, coracdo e muscujoedético (CORBELLINI

et al., 2002; DUBEY; LINDSAY, 1996; SANTOS et a011; VARASCHIN et
al., 2012), associadas a areas multifocais de se¢@ORBELLINI et al., 2002;
DUBEY, 2003; SANTOSet al., 2011; VARASCHIN et al., 2012) e no sistema
nervoso a gliose (DUBEY; LINDSAY, 1996; SANTOS et.,a2011;
VARASCHIN et al., 2012; WOUDA; DUBEY; JENKINS, 1997

Logo, a visualizacdo de graves lesfes no cerélmo eoragdo com
demonstracdo de taquizoitos préoximos é um fortécimdle que a causa de
aborto foi o Neospora caninumPorém, a decisdo de que as lesbes séo
incompativeis com a vida do feto é de responsaloiiddo examinador. Desta
forma, seu conhecimento sobre a neosporose é deegirmportancia (DUBEY;
SCHARES, 2006).

Lesdes placentarias também podem estar associadakaoato, pois
levam a producéo e liberacdo de citocinas inflansdcasionando expulsao
do feto. Além disso, essas lesbes podem comproraetedigenacdo do feto
desencadeando a liberacdo do hormoénio ACTH fetal posterior estimulo a
sua expulsdo (DUBEY; BUXON; WOUDA, 2006). Essasotss placentarias
geralmente se limitam ao cotilédone e consistenardas focais de necrose e
inflamacdo com presenca de taquizoitos no trofedl@BARR et al., 1991).
Também ¢é possivel observar que na base dos plawntpode ocorrer uma
hipercelularidade, pela presenca de células momhesmes. Assim, danos muito
graves na placenta, devido a multiplicacao primdwiagente, podem prejudicar
a manutencao do feto (MALEY et al., 2003).

Além da lesdo na placenta, o estagio da gestagamfigenciar no
destino deste feto. Um feto muito novo nao ter&gdies de desenvolver uma

resposta imunoldgica para controlar a parasiteiiaim feto mais desenvolvido
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ter4 capacidade de limitar o desenvolvimento déekes de cistos em seus
tecidos (DUBEY; BUXON; WOUDA, 2006).

Em um estudo realizado por Elsheikha et al. (2€di3)ossivel observar
gue o parasito é capaz de crescer e se multipletro de células endoteliais
gue compde os vasos da barreira hemato-encefakkra mterromper,
significativamente, no funcionamento normal dasileél hospedeiras durante as
primeiras 24 horas. Acredita-se que o parasito gopesedificar o ambiente
celular bloqueando a morte celular ou as vias dmptape, promovendo sua
sobrevivéncia dentro das células. Porém, esseceftudealizado com células
humanas (HBMEC e K562), ndo em células de hospedeiaturais. Logo,
podem ocorrer diferencas no mecanismo de sobresiaveto N. caninumnas
células ou até mesmo na forma de invaséo ao sisteraaso central.

O diagndstico de neosporose pode ser feito poogastlogia, imuno-
histoquimica (DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996; MEQUITA et al.,
2013) e pela reacdem cadeiada polimerase (PCR) (MEDINA et al., 2006;
PAYNE; ELLIS, 1996; SANTOS et al., 2011). O testeithuno-histoquimica é
um importante método de diagnostico, pois assogeeaenca do parasito as
les@es teciduais e os evidencia quando ha pougogddtos ou cistos teciduais.
Nestas situacBes ndo sdo facilmente visualizadoscetas histoldgicos pelas
coloracdes de rotina, como a hematoxilina e eqEMBEY, 2003).

Muitas vezes testes sorolégicos sdo utilizadosatacddo de animais
portadores d®N. caninum como a reacdo de imunofluorescéncia indiretaljRIF
teste de aglutinacéo deospora(TAN) e varios ELISAs, desenvolvidos para o
diagnostico em cdaes, bovinos e outros animais pialemente hospedeiros
(ATKINSON et al., 2000). E importante salientar gaesorologia detecta
somente a infeccdo, sendo essencial para o digmmdlgtfinitivo, a realizacdo
de necropsia dos fetos e a analise da placenta E¥UBUXON; WOUDA,
2006), seguindos da marcacdo imuno-histoquimica B@EY) 2003;
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PESCADOR et al., 2007; VARASCHIN et al., 2012) eoyars moleculares
(MEDINA et al., 2006; PAYNE; ELLIS, 1996; SANTOS ak, 2011).

2.2 Herpesvirus

O Herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1), pertencente familia
Herpesviridae subfamiliaAlphaherpesvirinaee ao génerd/aricocellovirusé
um doa principais agentes virais causadores déoabor bovinos (KUNRATH
et al., 2004).

O Herpesvirus bovino tipo 1 (HVB tipo 1) pode sendidos em trés
diferentes genétipos: 1(BoHV-1.1), 2a (BoHV-1.283ke(BoHV-1.2b) podendo
causar varias complicacBes. Assim, o BoHV-1.1 essociado a doencas
respiratorias como Rinotraqueite Infecciosa BoyRIB) e a casos de aborto. O
BoHV-1.2a esta associado a manifestacfes clinicagralo genital, como a
Vulvovaginite Pustular Infecciosa (VPI), BalanopistPustular Infecciosa
(BPI), aborto e também a infeccdes do trato regpima Ja, o BoHV-1.2b,
incomum no Brasil, tem sido associado com doersgiraoria leve e VPI/BPI,
mas até entdo, ndo ha associacdo deste gendtipo casos de aborto
(FRANCO; ROECHE, 2007).

Desta forma, tanto a forma respiratéria, quantersitgl do herpesvirus
bovino tipo-1 podem provocar a morte fetal e abdrtmros com lesao no pénis
(balanopostite) apresentam um papel importanteamsmissdo. Além disso, a
inseminacdo artificial em fémeas sadias, com sé&oataminado, pode causar
um elevado nimero de infec¢do (JARRETI et al., 1984

Outra espécie viral distinta é o Herpesvirus botipo 5 (HVB-5) que
estd associado aos casos fatais de meningoereefatit bovinos jovens
(OLDONI et al., 2004). Segundo Oldoni et al. (20@HVB-5 é geneticamente
e antigenicamente relacionado com o HVB-1, enttefaalgumas diferencas
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antigénicas tem sido detectadas entre as glicdpastele envelope destes virus
(glicoproteina C). Apesar dessas diferencas, tasrsorologicas tradicionais e a
maioria dos anticorpos monoclonais para HVB-1 e FB/B&o incapazes de

distinguir entre estes dois virus.

Uma caracteristica importante para todos os heipss\e a sua
capacidade de permanecer latente, persistindo ifidihente em seu
hospedeiro apds uma primeira infec¢do. Os locailatéacia estdo associados
ao tipo de herpesvirus nos varios animais, sende na subfamilia
Alphaherpesvirinaea laténcia ocorre nos géanglios (THIRE; DUBUISSON;
PASTORET, 1986). Durante o periodo de laténciasdosintetizadas proteinas
virais, podendo ocorrer o decréscimo no titulo décarpos neutralizantes
(ACKERMANN; PETERHANS; WYLER, 1982). Na reativacéo, HVB-1 é
transportado, via nervos, a partir dos ganglioféraos para o foco primario da
infec¢do, onde ocorre a replicacdo e eliminacdal (IDENNEt; BARASA,
JOHNSON, 1976).

Em animais prenhes quando o virus entra em contato a mucosa
respiratoria ou do trato genital, ocorre sua miittgdo e disseminacdo, por
meio de leucdcitos infectados, para todo o corpardmal podendo chegar ao
Utero. Foi postulado que ao atingir a cardncubldyus passa do trofoblasto para
o intersticio da vilosidade. Na sequéncia, infextandotélio, e mesenquima
(SCHLAFER; MILLER, 2007b). Desta forma, o abortodpoocorrer tanto pela
exposicdo inicial ao virus, pela reativacdo de svitatente, quanto pela
vacinacao de vacas prenhes usando virus vacima{@ROOK et al., 2012).

O indice de aborto pelo HVB tipo 1, pode chegab% 20 rebanho. A
morte fetal ocorre por lesées necroticas disseramaadnto no feto quanto na
placenta, provocando extensas lesbes vascularkapmares, hepaticas e no

sistema nervoso. O aborto ocorre cerca de 3 a Grssmapos a infecgéo e a
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expulséo do feto por volta de 3 a 5 dias, apresdntalevado estado de autdlise
(WOUTERS, 2006).

As lesbes macroscoipicas geralmente estdo ausenteastaradas pela
autdlise, mas quando visiveis, incluem focos bram= 1-3 mm sob a capsula
do figado e mais raramente sob a superficie do gmlmambém podem ser
observadas hemorragias peri-renais e focos de hagies na juncado
corticomedular do rim (SCHLAFER; MILLER, 2007b).

As lesdes microscépicas encontradas nos fetosrs@e de necrose em
varios tecidos, mas sdo mais evidentes no figad®O@K et al., 2012;
KENNEDY; RICHARDS, 1964). Em estudos experimentaisareas de necrose
do figado estavam disseminadas por todo o parémageiconsistiam de focos
circulares de 2-5 mm de didmetro que se iniciavaim @glomerados de
fragmentos nucleares. Infiltrado inflamatério lecitério, composto
principalmente por neutréfilos, pode ser obsenviadmalmente na periferia da
necrose e posteriormente concentrar-se ao longa. débrmalmente esses
neutrofilos se degeneram e, com o desenvolver sfw lesdo mais dificeis de
serem identificados. Além disso, também pode ocamrea proliferacdo de
reticulocitos na regido portal do figado (KENNEDRICHARDS, 1964).
Infiltrado de linfocitos e plasmécitos circundana® areas de necrose também
sdo descritos (CROOK et al.,, 2012). Focos de nectasmibém podem ser
visualizados no baco, timo (KENNEDY; RICHARDS, 19%64infonodos
(ANTONIASSI et al., 2007; KENNEDY; RICHARDS, 1964)m, placenta
(ANTONIASSI et al., 2007) e pulméo (ANTONIASSI dt,&007; CROOK et
al.,, 2012). Lesdes placentarias nem sempre es&gemqes (CROOK et al.,
2012), porém pode ocorrer necrose das vilosidadegsf associada a um
discreto infiltrado inflamatério neutrofilico, edamda tunica média dos
pequenos vasos sanguineos da placenta, necrosecamdgdo das células
endoteliais (CROOK et al., 2012; RODGER et al.,700
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Nos disturbios reprodutivos ocasionados pelo HVB-1dignostico
clinico é praticamente impossivel, devendo serdifiado de outras causas
infecciosas e néo infecciosas.

O diagnéstico laboratorial da infeccao pelo HVBdde ser realizado
por técnicas soroldgicas (deteccdo de anticorpgsecéicos) como a
soroneutralizagdo e 0s ensaios imunoenziméticodS@EL Porém, ndo €
possivel a deteccdo de animais portadores do eirudaténcia por meio de
métodos sorolégicos tradicionais, pois estes asirpatlem apresentar baixos
titulos de anticorpos. Essas técnicas também s@pames de diferenciar os
titulos provenientes da exposicdo ao virus vacoldueles oriundos da
exposicao natural ao virus de campo (TAKIUCHI; AERI; ALFIERI, 2001).
Técnicas mais especificas tém sido utilizadas, cantécnica de PCR que
possibilita a detec¢éo de particulas virais ndectiaintes no exame ante-mortem
(HAYDEN et al., 1991).

A imuno-histoquimica também ¢é uma ferramenta aiiliz como
método diagndstico, principalmente quanto tecidewis estdo disponiveis
(KIRKBRIDE, 1992).A marcacdo imuno-histoquimica é descrita em areas d
necrose do figado e pulméo, mas também em areakesé&a) como o cérebro,
vasos da placenta e parede alveolar (CROOK &(dl2). Mais recentemente, a
partir de antigenos virais isolados de amostradd\t®-5 do Brasil, Oldoni et al.
(2004) desenvolveram anticorpos monoclonais pararcagdo imuno-
histoquimica que reagem especificamente com HVBafgens com marcacao
cruzada para HVB-1 como, por exemplo, os clones, 4Bvhando-se uma
importante ferramenta para o diagnéstico de alpmtderpesvirus bovino.
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2.3 Virus da Diarreia Viral Bovina

A Diarreia Viral Bovina (DVB) tem como agente efigico um virus
RNA envelopado pertencente a famili&aviviridae e ao génerdPestisvirus
podendo atingir o animal em qualquer fase de sl WANROOSE, 2000).

Existem dois bibtipos do agente, os citopatogénig@R) e os nao
citopatogenicos (NCP). Essa divisdo é de acordoaoapacidade de causarem
ou ndo, morte celulan vitro. As amostras NCP s&do as mais frequentemente
isoladas a campo e sdo responsaveis por diarreiadb(RIET-CORREA et al.,
2007) e também possuem a capacidade de atravepkareata acometendo o
feto (FRAY; PATON; ALENIUS, 2000). Ambos os virusCIR e CP podem ser
divididos em dois gendtipos: 1 e 2 (DONIS, 1995).

O Virus da Diarreia Viral Bovina (VDVB) é um dos iqmmipais
patdégenos do sistema reprodutivo de bovinos em todoundo, com uma
incidéncia de infec¢do geralmente acima de 70% {RATON; ALENIUS,
2000).

O animal infectado com o virus da DVB se tornaditaniamente ou
persistentemente infectado. Os transitoriamenteciaflos podem desenvolver
uma resposta imune (RUFENACH et al.,, 2001). J&,pessistentemente
infectados (PIl), sdo aqueles que reconhecem dsylastvirais como proprias e,
se expostos a uma cepa imunologicamente idénticaénp do bidtipo
citopatogénica, desenvolvem a forma fatal da dqerltamada de doenca das
mucosas (FRAY; PATON; ALENIUS, 2000). Um animal &hquele em que o
virus da DVB tenha sido isolado de leucdcitos padbs ou soro, em duas
diferentes ocasides, com pelo menos trés semanasedelo (BRODERSEN,
2004). Esses animais sdo de grande importancisapgpalemiologia da doenca
porque eliminam grande quantidade de virus e sederfonte constante de
infeccdo para os animais ainda saudaveis (RUFENACH, 2001).
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Apesar do VDVB, estar mais frequentemente associadm a
populacdo bovina, a infec¢do de uma variedade ulegbiados domésticos e
exoticos tem sido relatada (BACHOFEN et al.,, 20FRAY; PATON;
ALENIUS, 2000; NELSON et al., 2008). De acordo cBachofen et al. (2013)
0 contato de cabras prenhes com bovinos persistente infectados (PI) pode
gerar caprinos Pl. Logo o contacto destes capfha@®m outras cabras prenhes
pode gerar uma nova geracao de caprinos PI.

No Brasil, varios isolados do virus ja foram cerdzados
geneticamente e/ou antigenicamente e, um numeniisgivo de amostras esta
aguardando sua caracterizacéo. A maioria dos iB®lg@dcaracterizados pertence
ao genétipo VDVB-1 e ao bidtipo nado-citopatogén{®dCP), embora varios
isolados de VDVB-2 (alguns citopatogénicos) ja &ntsido identificados. Os
isolados brasileiros apresentam grande variabiidattigénica entre si e entre
cepas vacinais norte-americanas (FLORES et alj)200

A infeccdo pelo virus da DVB esta associada a saftamas de
manifestacao clinica, incluindo a diarreia viraded¢a das mucosas, doenca do
complexo respiratério bovino, aborto, sindrome dezero fraco, efeitos
teratogénicos no feto, e infeccdo hiperaguda céanabrbidade e mortalidade
(BASZLER et al., 1995). Mais recentemente uma simdr chamada de
pancitopenia neonatal bovina, que cursa com troitdpmnia e marcada
destruicdo da medula 6ssea em bezerros, foi amptandescrita na Europa, a
partir de 2007, e na Nova Zelandia desde 2011 .elhgt é epidemiologicamente
associada ao uso de uma vacina inativada do vauBMuB. Considera-se a
hipétese que aloanticorpos (¢¢) maternos, abssrvidocolostro, de algumas
vacas vacinadas levem a destruicdo de células dalméssea de bezerros
(LAMING et al., 2012).

Além da transmissao via animais PI, o virus tamiémansmitido por

animais agudamente infectados, fomites, soro boviraterial usado em exame
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retal, fluidos da transferéncia de embrides, vac{EENTRICAN, 2002; FRAY;
PATON; ALENIUS, 2000) e sémen contaminados (FRAXT®GN; ALENIUS,
2000; VANROOSE, 2000).

Em um estudo experimental, cuja avaliacdo foi dasibdidade do
embrido em relacdo ao virus, foi feito a exposigaoembrido com a zona
pellcida intacta e eclodida em contato com o vi@lsservou-se que aqueles
embrifes, cuja zona peldcida encontrava-se intaéta,apresentaram nenhuma
alterac@o embrionéria. Ja os que possuiam zoneigeeléclodida, apresentaram
lesBes citopéaticas culminando na morte embrionAtéan da destruicéo celular
embrionaria, o virus também replica em células dimuto levando a lise
celular. Desta forma ha prejuizo na producdo derdat favoraveis ao
desenvolvimento do embrido (VANROOSE; KRUIF; SO@00).

O feto é vulneravel a infeccdo quando animais siB@ds entram em
contacto com o VDVB. De uma forma geral, a infec¢émsplacentéria é
particularmente perigosduranteos primeiros 180 dias de gestagéo, o que pode
resultar em aborto, fetos mumificados, malformac@esmgénitas, ou o
nascimento de bezerros Pl (FRAY; PATON; ALENIUSQ@D

Embora o virus da DVB seja bastante difundido naslBr ndo é
possivel saber a real situacdo epidemiolégica distaca, pois, um pequeno
nimero de laboratérios realiza o diagnéstico dacigdo e também ha baixa
identificacdo dos casos por veterinarios e profmies (RIET-CORREA et al.,
2007). Relatos internacionais descrevem que naaSufp dos abortos dos
animais foram causados pelo VDVB (RUFENACH et2001). J4 na Suécia, a
porcentagem de aborto em alguns rebanhos poderchdgas (BJORKMAN et
al., 2000). Em outro estudo realizado na RepuldizaCroacia foi observado
que, em uma alta porcentagem de vacas com distéepimdutivos, 80,8%
desses problemas eram decorrentes da presendadgmsimultanea de IBR e
DVB (BIUK-RUDAN et al., 1999). Em muitos rebanhas malformacdes sdo
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0s Unicos achados que sugerem a presenca do w&ri®y/B (KRIKBRIDE,
1992).

Assim, a identificacdo e eliminacdo dos persistaatde infectados
juntamente com medidas de biosseguranca no rebapitam a evitar a
introducdo e a permanéncia do agente no rebanhOQBFS, 2006).

As lesbes em fetos, causadas pelo VDVB, sdo ind&@sc Podem
ocorrer infiltrado inflamatério mononuclear peribcuiolar e interalveolar
(MURRAY, 1991) além de miocardite ndo especificamindais afetados no
segundo trimestre da gestacdo podem apresentarrmacBes congénitas como
hipoplasia de cerebelo, catarata, hipoplasia de,tinidrocefalia, bragnatia,
hipoplasia pulmonar e anormalidades ésseas (GROOBAKER; AMES,
2002).

O diagnéstico de DVB pode ser feito pela demondbagde antigenos
virais em tecidos (fetos abortados, placentomagnientos de tecidos coletados
na necropsia) por meio da técnica de imuno-histoigai (IHQ), assim como
imunofluorescéncia e PCR (ANTONIASSI et al., 200K)IHQ também tem
sido amplamente utilizada para a identificacdordmais Pl a partir de bidpsias
de pele (BRODERSEN, 2004). A maioria dos anticonmasoclonais testados
na IHQ nao detecta antigenos do virus da DVB emddsdixados em formol e
embebidos na parafina. O anticorpo monoclonal 1%@ge com a proteina EO
(gp48) do VDVB. O geneodificadorde EO tem uma alta homologia entre as
sequéncias de pestivirus, sendo assim o EO unaphepriado para sistemas de
deteccdo de uma ampla variedade de isolados (SkiAal., 1994 apud
BRODERSON, 2004).

Alguns trabalhos descrevem que em animais infestadjudamente
com o virus da DVB ou em animais vacinados comnaaegiva para DVB, a
deteccdo de antigenos virais pela IHQ em biopstapale € muito baixa. A

imunomarcacao na pele de bovinos Pl é descritpiderene e anexos da pele
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(principalmente no infundibulo do foliculo pilosoeen menor quantidade no
bulbo), células dendriticas da derme e ocasiondaénans condrocitos da

cartilagem da orelha. Porém, algumas vezes ahligtéio dos antigenos na pele
ndo é tdo ampla, podendo dificultar o diagnéstRRQDERSEN, 2004). Mas,

quando o anticorpo monoclonal 15C5 foi utilizado marcacdo do trato

gastrointestinal de animais com doenca respiraginimaria, cujo isolamento

viral foi confirmado, a marcacdo IHQ ocorreu em %0Glas amostras

(BASZLER et al., 1995).

Em abortos causados pelo VDVB, os antigenos virfaisam
identificados no citoplasma de células mononuctearteintersticio pulmonar e
no epitélio bronquiolar (semelhante ao encontrago b®vinos adultos com
pneumonia intersticial), nas células de Kupffer endtitos circulantes do
figado, células epiteliais tubulares dos rins (tdbumedulares e ductos
coletores), neurdnios, células do cértex da adrer@lulas mononucleares da
polpa vermelha do baco. De uma forma geral, osgemis do VDVB
localizados nos tecidos fetais, ndo estavam agkiciacom lesdes
histopatolégicas (BASZLER et al., 1995). Outrosudes realizados em fetos
detectaram a marcacdo IHQ em diferentes tecidamp anondcitos e células
endoteliais dos sinusoides hepatico, dos rins,céoree lamina propria do
intestino delgado, células mesangiais dos glomgrglardiomiécitos (NELSON
et al., 2008), células epiteliais do foliculo pdpsitoplasma dos osteoblastos e
osteoclastos (BACHOFEN et al., 2013). Assim, a iomarcacdo em tecidos
pode apresentar-se variada, sendo recomendada eeaimcdo em varios
tecidos.
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2.4 Brucelose

A Brucelose é uma zoonose causada por bactériaacehilares
facultativas pertencentes ao génBrocella (ACHA; SZYFRES, 2001). Estas
sdo bactérias Gram negativas, aerobias, cocob@aitms bacilos¢,¢,), imoveis e
nao formadoras de esporos (CARVALHO NETA et al.1®0 A Brucella spp,
foi isolada pela primeira vez em humanos no anb88¥ na cidade de Malta a
partir do baco de soldados, por isso ficou conkecmmo febre ondulante ou
febre de Malta (BARGEN et al., 2012).

Até o presente momento, dez espécies do géBeucella foram
reconhecidas, com sua nomenclatura baseada plineip@ nos seus
hospedeiros preferenciais (BARGEN et al., 2012)deeaBrucella abortusa
responsavel pela brucelose bovina (ALMEIDA; SANTQRE
BRUZADELLI, 2004).

Os surtos de brucelose bovina estdo associado®reogtdurante o
ultimo trimestre da gestacdo, nascimento de bexzdragos e infertilidade de
vacas e touros (ENRIGHT et al., 1984). A via maismmam de infeccdo pds.
abortusé o trato gastrointestinal (KENNEDY; MILLER, 1993astos, cochos
de alimentos e aguas contaminadas pelas secregéafranas fetais e fetos
abortados sdo considerados os principais meios desendinacao
(RADOSTISTS; BLOOD; GAY, 1994). Outras formas meriogortantes de
transmisséo aos bezerros € pelo leite contamin@OLETE, 1980) e pela via
vertical (CARVALHO NETA et al., 2010). Sob condigdeaturais a transmisséo
venérea ndo é uma rota importante de infeccaoarmaeminacao artificial com
sémen contaminado é uma fonte consideravel decide(CARVALHO NETA
et al., 2010).

Apés a ingestdo, as bactérias sdo endocitadas qidas epiteliais do
intestino delgado, particularmente as células M plasas de Peyer (SILVA et
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al., 2005). Inicialmente se alojam nos linfonodegionais, onde proliferam no
interior de fagdcitos (KENNEDY; MILLER, 1993; SILVAt al., 2005) levando
ao aumento de volume destes por causa da hiperptadinfadenite aguda
(KENNEDY; MILLER, 1993). A invasdo dos vasos liras e a bacteremia
subsequentes permitem a disseminacdo da infecgdtogo o0 organismo e,
consequentemente, a colonizagdo de varios tea@dpscialmente os testiculos,
Utero gestante e glandula mamarid.Aabortustambém pode ser encontrada no
baco, figado, linfonodos, ossos e articulagbes (KEDNY; MILLER, 1993).
Este agente tem um forte tropismo pelo Utero nndltrimestre da gestacao,
pensa-se que seja devido as altas concentracesitdml. Este composto
favorece a sobrevivéncia da bactéria ja que elapédzcde metaboliza-la como
fonte de carbono e energia (SAMARTINO; ENRIGHT, 3p9

Células trofoblasticas eritrofagociticas localizadama base de
vilosidades coridnicas dos ruminantes sdo congsidsera principal local de
invasédo dos tecidos fetais de ondB. abortusé capaz de se disseminar para a
regido do trofoblasto intercotiledonario. Essa iplitiacdo pode levar a
formacéo de infiltrado inflamatério, necrose trdésttica, vasculite e ulceracéo
do corioaminiético. Desta forma, as trocas matdéet@ se tornam
comprometidas ocasionando o aborto (ANDERSON; MERDQHEVILLE,
1986).

A sobrevivéncia intracelular da abortusdepende de sua habilidade de
resistir ao ambiente intra-fagossémico acidificadte inibir a fuséo fagossomo-
lisossomo.B. abortustransita do compartimento fagossémico em diregiio a
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) da célula éasipa, onde a bactéria tem
um 6timo microambiente para a replicacdo (CARVALNETA et al., 2010). A
explicacdo para a replicacé@o dentro do RER é ddreeellausa novas proteinas
sintetizadas produzidas no RER hipertrofiado (SAMMRD; ENRIGHT,
1993).
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Apds o primeiro episddio de aborto frucella a vaca acometida tem
muitas vezes, partos normais, mas outros abortaenpovoltar a ocorrer
(NICOLETTI, 1980).

Bezerros que adquirem a bactéria por ingestaoiedentaminado ou
por via vertical podem permanecer sorologicamentgtivos e ndo apresentar
gualquer sintomatologia. Porém, novilhas assintmasijppodem abortar ou dar a
luz a bezerros fracos que se tornam o centro dautersgo da doenca no
rebanho (NICOLETTI, 1980). Geralmente as vacash@emesenvolvem uma
linfoadenopatia no local da infecgdo que pode sguida de uma linfadenite
aguda (SCHLAFER; MILLER, 2007a).

LesGes macroscopicas podem ser observadas na tplacen Gtero
gravidico e raramente em fetos, mesmo assim, EsfiEes ndo sao sugestivas da
doenca. Na placenta ocorre necrose de cotilédonesdeama na area
intercotiledonaria (SCHLAFER; MILLER, 2007a). Lesdplacentarias podem
estar distribuidas aleatoriamente entre placentod®sforma que podem
coexistir placentomas normais e outros com necgrs@e e hemorragia.
Microscopicamente, a lesdo mais frequente € a miiéee necrotica,
caracterizada por necrose superficial ou profurea chrdnculas, associada a
hemorragia, exsudato neutrofilico e coldnias bauias intralesionais. O Utero
de animais prenhes infectados pode apresentar wmatidpde variavel de
exsudato fétido de coloracdo amarelo acastanhado,teu nao, fibrina e restos
celulares (XAVIER, 2009).

No feto o pulmdo é o 6rgdo mais frequentementeaddetXAVIER,
2009), podendo ocorrer pequenas areas esbranguli¢gRl®OMMET et al.,
1988). A pleura pode apresentar-se edemaciada,ssspdemorragica e
recoberta por fibrina caracterizando uma pleuiiterfosa, sem necessariamente
ocorrer o envolvimento do parénquima pulmonar (X2R] 2009). O pulméo

também pode apresentar-se com aumento de conmstrespessamento de
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septos interlobulares. Inflamacdes fibrinosas tambpodem ocorrer no
pericardio e peritdnio (CARVALHO NETA et al., 2010)

Microscopicamente  observa-se  pleurite  fibrinosa, onfuite
(CARVALHO NETA et al., 2010; ENRIGHT; SAMARTINO, 1; XAVIER,
2009), broncopneumonia supurativa, com acumulo aer@fagos e neutréfilos
(CARVALHO NETA et al., 2010; ENRIGHT; SAMARTINO, 18}; PEREZ et
al., 1998; XAVIER, 2009), pneumonia intersticial ARVALHO NETA et al.,
2010; PEREZ et al., 1998), trombose e arteriteif@gl) necrosante em vasos
do pulmao. Podem ser visualizados focos de neerdsemacéo de granulomas
nos linfonodos, baco, rim (ENRIGHT; SAMARTINO, 1994 figado
(ENRIGHT; SAMARTINO, 1994; PEREZ et al., 1998). Nasas de pleurite
fibrinosa e broncopneumonia, pode haver quantidadegveis de fibrina,
hemorragia e bactérias (XAVIER, 2009). Pode seenfagla, ainda, hiperplasia
linfoide dos linfonodos e do bago enquanto quemo € possivel observar uma
deplessédo linfoide (ENRIGHT et al., 1984). Meniaginultifocal ou difusa
ocorre menos frequentemente. Esta é caracterizadafiftrado inflamatério de
linfécitos, plasmocitos, macrofagos e pouca quadid de neutréfilos,
associados a vasculite (HONG et al., 1991).

Dentre os métodos utilizados para o diagnésticaleto brucélico, a
imuno-histoquimica demonstrou ser uma técnica gelnsA imunomarcagao
ocorre em bactérias presentes no citoplasma ddeganacréfagos espumosos e
em alguns neutréfilos, bem como em restos celutpresestavam nos alvéolos e
brénquios. No figado esta ocorre em citoplasma derd@fagos isolados do
infiltrado periportal (PEREZ et al., 1998). Bac#&i também podem ser
evidenciadas pela IHQ dentro de macréfagos dasnpesie plexo cordide de
fetos acometidos pela brucelose (HONG et al., 198l)imunomarcacdo

também pode ocorrer nas cardnculas e endométrigadas com placentite,
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sendo a bactéria observada tanto nas areas desemammo no citoplasma de
macroéfagos, neutrdfilos e células trofoblastica8(ER, 2009).

Segundo Santos et al. (1998), a imuno-histoquiteitasido empregada
como técnica de diagnostico em tecidos de fetodadms, tendo a vantagem de
nao necessitar que a bactéria esteja viavel ndaeci

2.5 Leptospirose

A leptospirose é uma doencga bacteriana de ocoarémandial, que pode
acometer varias espécies de mamiferos, incluindoomem. Esta bactéria
também tem sido isolada de passaros, répteis,@niibartropodes (SZEREDI;
HAAKE, 2006). Sua ocorréncia é maior em paises limac tropical e
subtropical. Nestes locais sua maior incidénciarecnos periodos de chuva,
pois aleptospirasobrevive melhor em ambientes Umidos (OLIVEIRAakt
2010).

O agente é uma espiroqueta da espEejgospira interrogansEsta
espécie apresenta mais de 212 sorovares que poglemgsipados em 23
sorogrupos (ELLIS, 1994Nos animais de producdo € um importante agente
associado a perdas reprodutivas devido ao abaatonaertos, infertilidade, e
perdas ndo reprodutivas devido a casos de sepéicenmiefrite (GROOMS,
2006). Nos bovinos é considerada uma importanteacde aborto bacteriano e a
infeccdo ocorre mais frequentemente pekptospira interrogans,sorovar
pomonae soravahardjo (ANTONIASSI et al., 2007).

Estudos de soroprevaléncia realizados em bovinadivdgsas regides
do mundo descrevem uma variabilidade na distrilouitsisorovar de leptospiras
patogénicas. No Brasil, em bovinos de leite, desese uma maior
soropositividade para os sorovalesdjo (AGUIAR et al., 2006; CAVAZINI et
al., 2008; LANGONI, 1999; OLIVEIRA et al., 2010; WCONCELLOS et al.,
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1997) bratislava (LANGONI, 1999) icterohaemorragiag CAVAZINI et al.,
2008),pomona wolffi, grippotyphosa(AGUIAR et al., 2006; CAVAZINI et al.,
2008; VASCONCELLOS et al., 1997pnustralis (CAVAZINI et al., 2008;
VASCONCELLOS et al.,, 1997)¢anicola, catelloni, bratislava, tarassow
butembo (CAVAZINI et al., 2008), entre outras. Essa soswaiéncia pode
variar conforme a regido estudada, mas a sorovetjchdem sido mais
prevalente em varios estudos, sendo o maior regpehgpela infertilidade
bovina (AGUIAR et al.,, 2006; CAVAZINI et al., 2008ELLIS, 1994;
GROOMS, 2006; LANGONI, 1999; OLIVEIRA et al, 2010;
VASCONCELLOS et al., 1997).

A leptospirose tipicamente ocorre apés a exposi@® membranas
mucosas a bactéria e geralmente resulta numa rs@E® clinica suave ou
ausente. Ap6s a primeira bacteremiageptospiralocaliza-se e persiste nos rins
e no trato reprodutor. O agente localizado nosé&ietiminado na urina e serve
de fonte de infeccdo para outros animais. A pérsisd daleptospira no
sistema reprodutor feminino e masculino pode pardpor aproximadamente
12 meses para a sorovardjo (GROOMS, 2006).

Bovinos com leptospirose podem manifestar varinaisiclinicos como
aborto, natimortos, nascimento de bezerros fradioinuicdo da producdo de
leite, infertilidade e morte (GROOMS, 2006; SUEPAEKtal., 2011). O aborto
geralmente ocorre no ultimo trimestre de gestagpds uma fase de septicemia
(GROOMS, 2006).

No Brasil, no estado da Bahia, foi apontada conmorda de risco a
presenca de cervideos, compra de reprodutoreg dbatprodutores dentro da
prépria fazenda e utilizacdo de pasto compartilf@IdVEIRA et al., 2010). Ja
em Trindade animais com mais de um ano de idadeativuma soroprevaléncia
significativamente maior que bovinos jovens. Issde ser devido a praticas

diferentes de manejo, que aumentariam a suscégdithd de infeccdo pelos
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animais mais velhos (SUEPAUL et al., 2011). Par#s,ED'brien e Cassells
(1981), a alta incidéncia de vacas leiteiras afetast deve também ao manejo
gue propicia uma grande proximidade de animaise ondividuos pastadores,
gue abrigam as leptospiras nos tubulos renais)imgam no ambiente por
meio na urina por longos periodos de tempo.

Macroscopicamente, geralmente, a principal lesdoplagenta é o
edema.Ja nos fetos, a maioria apresenta grau avancadatdise, sem que se
observem alteracfBes especificas (RIET-CORREA et 28l07). Porém, em
alguns animais, pode ocorrer ictericia leve a mamtberaumento de volume do
figado, baco e linfonodos mediastinicos. O figaoldepapresentar-se amarelado,
friavel e com pontos cinza-esbranquicados (SZERBBKKE, 2006).Animais
nascidos fracos ou natimortos podem apresentartanitiericia, figado palido
ou amarelado, rins edemaciados com manchas eshyadas na superficie
(RIET-CORREA et al., 2007).

Microscopicamente € possivel observar tubulos sediatendidos com
suave a severa tubulonefrose, vasculite, perivibsculefrite intersticial linfo-
histiocitica (histiocistica¢) e hemorragia agudafiyado, pode notar-se necrose
multifocal, infiltrado de linfocitos, histiécitos aeutréfilos no parénquima e
triades portal, degeneracdo vacuolar dos hepaté@tocolestase. Menos
frequentemente, ha proliferacdo de ductos biliakes.pulméo, pode ocorrer
vasculite linfo-histiocitaria e trombose nos vasasguineos. Vasculite discreta
no coracao, baco, e cérebt@sdes nas membranas fetais como vasculite linfo-
histiocitaria, edema e hemorragias podem estaepies (SZEREDI; HAAKE,
2006).

Para o diagnético ante mortem, € necessario coasids achados
sorolégicos, sendo que animais positivos sdo osapresentam titulos acima de
400, para sorovdrardjo, e 800 pargpomona(RIET-CORREA et al., 2007). Na

avaliacdo de tecidos, coloracdes especiais comdhWeBtarry podem ser
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utilizadas para demonstrar as leptospiras no eitoph de células do epitélio
coribnico, endoteliais, epitélio tubular renal d@ragelularmente no limen dos
tubulos renais dos vasos sanguineos em varioogefitais e placenta. Mas,
muitos tecidos podem nao ser positivos nas colesapéla pratadlém disso, o
diagnostico de leptospirose nas técnicas pela gnpiiEio de prata pode ser feito
somente na presenca das formas longas das espae@spiraladas. Logo, as
outras formas da leptospira (curtas e arredondagigiegados, ou formas
cocéides) ndo sdo detectadas pelas coloracfesatde pma vez que estas sédo
indistinguiveis dos artefatos (SZEREDI; HAAKE, 200&\ dificuldade de
diagnostico com esse método € devido a extensaacélm da reticulina e a
inabilidade de se reconhecer fragmentos da leptgspipecialmente se poucos
organismos estiverem presentes (WILD et al., 2002).

A imuno-histoquimica tem sido utilizada para a defi® deleptospira
com grande eficiéncia em varias espécies animaisp gQorcos, abster, bovinos
(SZEREDI; HAAKE, 2006), caes (WILD et al., 2002egqiinos. Os antigenos
sdo demonstrados numa variedade de tecidos, sesmidaabundante no figado,
coracéo, pulmio e rins. E observada uma tipicagd@spiralada da leptospira,
como pequenos cocos e na forma de grandes gramxiwacelulares e
intracelulares (SZEREDI; HAAKE, 2006).

2.6 Listeriose

O agente causador da listeriose em ruminantes d.isteria
monocytogenes Uma bactéria sapréfita, Gram positiva, frequemetee
encontrada no ambiente (FAIRLEY; CHOLLUM; BLACKMOREL984).
Quando ingerida pode causar uma doenga grave coméncia de septicémica
e altas taxas de mortalidade (ORDORFF et al., 2006)
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Apbés o isolamento inicial e descricio em 1926, Listeria
monocytogenesem se mostrado presente em VAarios paises causaetiga
grave em uma ampla variedade de animais, incluindomem. Primeiramente
era conhecida como uma doenca somente de animaimgeriam silagem de
ma qualidade. Porém, em meados dos anos 80, passganhar maior
importancia, quando ocorreram 0s primeiros rela®snfeccdo em humanos
(LOW; DONACHIE, 1997).

A maioria dos casos de listeriose ocorre por irfgede algum alimento
contaminado, mas detalhes da epidemiologia e mi#olda doenca ainda
necessitam de esclarecimento. Sabe-se que o agesdai a capacidade de
escapar da morte intracelular em macréfagos poe kil membrana
fagolisossbmica, indo diretamente para o citoplasiaa células (LOW;
DONACHIE, 1997). Assim, pode causar graves doermgasindo o aborto,
meningite, septicemia e meningoencefalite (BRANKAUBRAVKA;
BUGARSKI, 2006).

O agente Listeria monocytogene® responsavel por abortamento
esporadico em bovinos, ovinos, caprinos e tambéns@mos nos ovinos. O
aborto ocorre no Ultimo trimestre da gestacdo einadés fémeas podem
apresentar endometrite e septicemia. Os fetos eapees-se edematosos e
autolisados (KENNEDY; MILLER, 1993).

Microscopicamente, na placenta, é possivel obsam® inflamacéo
severa no mesénquima das vilosidades e da porcggeri@u do cérion
intercotiledonario. No trofoblasto, principalmemtatre as vilosidades, encontra-
se grande quantidade de bacilod.eria (MCGAVIN; ZACHARY, 2007). No
feto ocorrem focos de necrose miliar no figado,obggimdes, endocéardio e
miocardio. Também é descrita colite necrotizanenamda, com presenca da

bactéria nas lesbes. Em fetos proximos ao finajeftacdo, pode ocorrer uma
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meningite cérebro-espinhal ndo supurativa difusmtaada com a presenca do
microrganismo (KENNEDY; MILLER, 1993).

Para o diagnostico histopatologico, imuno-histogedm e
microbiolégico do aborto por listeria, o materiabletado deve ser,
preferencialmente, figado, baco, pulmédo e encéfplincipalmente tronco
encefalico) do feto, sendo o material armazenaddoemol 10% tamponado e
parte congelada (VARASCHIN; WOUTERS, 2006).

Em estudos de listeriose cerebral em caprinos,uzithals por Rissi et
al. (2006), utilizou-se para imuno-histoquimicaricrpo priméario policlonal
anti-antigeno celular ddsteria spp na diluicdo de 1:1000. Em geral as bactérias
sdo visualizadas na area dos microabscessos, alasina de neutrofilos e
macréfagos, em neurbnios normais e degeneradosiuAo-histoquimica foi
descrita como 0 método mais sensivel para o didgadda listeriose quando
comparado com o cultivo bacteriolégico e a colovagé Gram (LOEB, 2004;
RISSI et al., 2006).

2.7 Campilobacteriose

Campylobacter fetusubsp veneralisé o principal agente causador da
campilobacteriose venérea bovina. Este agenteaénetite adaptado ao trato
reprodutor de bovinos. Mas €. jenunj pode também causar abortos e
infertilidade.

O agente da campilobacteriose esta relacionadoixa Bertilidade,
mortalidade embrionéria, aborto, retorno ao cidug¢éo da taxa de prenhes e ao
aumento do intervalo entre partos. O seu prime#ats ocorreu em 1956
quando foi isolada do contelddo estomacal de umtalMSHELIA et al.,
2010).
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No Brasil, a campilobacteriose provavelmente emtdgmte em todos os
estados devido ao manejo reprodutivo realizadoais @m que, boa parte dos
animais, passa pela monta natural. Isso ocorre upom transmissdo do
Campylobacter se da por via sexual, via sémen contaminado e por
comportamento homossexual de touros (ALVES et24l11). Também pode
ocorrer a transmissdo entre touros pelo contato camea contaminaddais
raramente, 0 organismo pode sobreviver na cérviarde toda a gestacao
(GIVENS, 2006).

Os problemas de infertilidade e aborto por estentegesdo bem
conhecidos, mas ha muito para ser entendido daretbgia e distribuicdo
mundial. O abortamento ocorre em forma de sur&rs]e que, 0 agente causa
infeccdo uterina e liberagdo do feto na fase fitsalgestacéo ou pode levar ao
nascimento de animais vivos, mas doe(M&SHELIA et al., 2010). Geralmente
os abortos causados pé&lofetussubspyvenerealiscorre entre o quarto e oitavo
més de gestacdo (GIVENS, 2006).

Macroscopicamente, observa-se na placenta a oc@réte uma
placentite, caracterizada por edemaciacdo do danimede intercotiledonario,
cotilédones friaveis e de coloracdo amarelada (MAEAZACHARY, 2007).

Microscopicamente ocorre, na regido corioalantoids infiltrado
inflamatério de diferentes tipos celulares. A inflecdo na regido das vilosidades
coribnicas € particularmente severaCampylobacteresta presente de forma
abundante entre as células inflamatérias. Uma leagacteristica € a presenca
de grandes e densos émbolos de bactérias nos reapillas vilosidades
(MCGAVIN; ZACHARY, 2007). Em um estudo realizadorpGampero et al.
(2003), na Argentina, campylobacterestava entre as principais bactérias
causadoras de aborto e os fetos apresentaram cesd@s] pneumonias

supurativas, pericardite fibrinosa e hepatite naante multifocal.
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Quando o histérico do rebanho revela casos de tilifade, a
campilobacteriose deve ser uma das principais gasp&smegma prepucial,
sémen, fluido fetal, placenta e descargas vagipatem ser Uteis para o
diagnostico definitivo. Assim, essas amostras desemenviadas em meio de
transporte anaerobico enriquecido (GIVENS, 2006)éénica utilizada para
diagnostico de rotina sdo métodos diretos, sendaoqurincipal € isolamento e
identificac@o do agente (ALVES et al., 2011).

O diagnéstico imuno-histoquimico tem sido realizatiorrel et al.
(2011) descreveu que a imuno-histoquimica pernaitideteccdo do organismo
na maioria das lesdes relacionadas com a infeapdG.fetus Neste estudo, a
IHC teve maior sensibilidade do que PCR em amosiggsulméao. Mas a PCR
apresentou maior sensibilidade e especificidadadpa amostra utilisada, para
diagnéstico, foi fluido abomasal.

Portanto, a IHQ pode ser util no estabelecimentardediagnéstico de
campilobacteriosaos casos de aborto em que os resultados da coffarastao
disponiveis. Normalment&;. fetuspode ser isolado com sucesso do contetdo
abomasal em fetos frescos, pois ha uma grande idadetde organismos
presentes. No entanto, quando o feto abortadceestisolisado ou congelado, a
cultura bacterioldgica pode ser dificil ou impos&it.ogo, a IHC pode ser um
teste alternativo para estabelecer um diagnod@RREL et al., 2011).

2.8 Outras bactérias e protozoarios causadores de abort

Existem inlmeros outros agentes infecciosos qusacaaborto. Muitos
destes sdo bactérias com&scherichia coli Staphylococcus aureus
Streptococcus spArcanobacterium pyogenes, Nocards@, Mannhemiasp,

Proteussp, entre outra@ntoniassi et al., 2013).
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A bactériaStaphylococcus aureysode, por exemplo, acometer o feto e
causar abortos esporadicos (ANDERSON et al., 192erllini et al. (2006)
relata que em um feto necropsiado no Rio Grand&uwoobservou-se que o
Staphylococcusausou lesdes circulares branco-amareladas dentanty5s-3
mm distribuidas de forma aleatdria por toda a geleorpo, principalmente no
pescoco. Neste caso, na coloracdo especial de @&namm observadas bactérias
na forma de coco em pele, pulmao, figado, rim,g@wa abomaso. Na pele, era
possivel notar que as bactérias estavam presemtaterior de foliculos pilosos
imaturos, na derme, sem qualquer reacdo inflansatdfio pulm&o, havia
infiltrado inflamat6rio composto por neutréfilos eélulas inflamatérias
mononucleares, juntamente com bactérias no intdedsronquiolos e alvéolos.
Um leve infiltrado linfocitico foi observado em tar dos vasos do coragéo, que
continha, em seu limen, colbnias bacterianas. Miogdiscreta também foi
encontrada, além de grande nuimero de células iaftaras mononucleares na
lamina propria do abomaso.

Outro agente que pode estar envolvido em casosbdeoaé o
protozoario Trichomonas foetusEste protozoario coloniza a superficie do
epitélio escamoso estratificado da vagina, glareteapma, porcdo proxima do
preplcio e superficie mucosa do Gtero. Resulta prooesso inflamatério na
vagina, cérvix e endométrio produzindo um ambienteauterino hostil ao
embrido causando sua morte aos 50-70 dias de es@@d. foetuspode ser
achado nas descargas de piometra, fluidos plaa@sntar contetido do estbmago
fetal (GIVENS, 2006).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho contribuirara paconhecimento
dos principais agentes infecciosos causadores altoaem bovinos do Sul do
Estado de Minas Gerais, destacando como o ageigdre@guente o protozoario
Neospora caninunseguido de agentes bacterianos e virais. Apesatedaes
microscopicas direcionarem o diagndstico para mtagenvolvido, em muitas
situacdes, o feto encontrava-se congelado ou eamtadio estado de autdlise,
impossibilitando os exames microscépicos, moleesla microbioldgicos de
varios tecidos. Nos casos do estudo retrospectiudas vezes, poucas amostras
de tecido foram coletadas, somado a isso, ndo maatarial disponivel para
cultura e para técnica de reagcdo da cadeia de grali®m. O n&o envio da
placenta nos casos estudados também pode teeriterho diagnéstico.

Adicionalmente, os resultados aqui apresentadssltas a importancia
da utilizacdo de mais de uma técnica de diagngstioa vez que, nem sempre

as lesbes microscoépicas sao especificas para wm amente etioldgico.
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ABSTRACT.- Orlando D.R,, Costa R.C., Soares B.A., Oliveira N.S.C., Nascimento L.C.,
Peconick A.P., Raymundo D.L. & Varaschin M.S. 2013. [Neospora caninum
abortions in cattle in southern Minas Gerais State, Brazil.] Abortos por
Neospora caninum em bovinos do sul de Minas Gerais, Brasil. Pesquisa Veterindria
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Lavras, Caixa Postal 3037, Lavras, MG 37200-000, Brasil. E-mail:
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The present study evaluates the participation of N. caninum in bovine abortions
from farms in the southern region of Minas Gerais state, Brazil, through
histopathological and 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 Veterindria da Universidade Federal de Lavras and by necropsies
performed in fetuses from 2011 and 2013. From 60 fetuses studied, 30 (50%) had
microscopic lesions. Of these, 19 (63%) had histologic lesions compatible with N.
caninum abortion, characterized by multifocal non-suppurative encephalitis,
necrosis and gliosis in the central nervous system and multifocal nonsuppurative
myocarditis and myositis. Of the 19 fetuses with protozoa lesions in 14 the final
diagnosis were performed. Of these, nine were confirmated by IHQ staining and five
were positive by PCR. Four fetuses were positive in both IHC 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 IHQ labeling. The findings
demonstrate that the N. caninum was the main agent associated with abortion in
cattle from Minas Gerais State. Therefore, beyond the microscopic lesions
association between IHC and PCR was essential to confirm the diagnosis.

INDEX TERMS: diseases of reproduction, neosporosis, protozoan, ruminant, PCR,

IHQ

RESUMO.- Este estudo avaliou a participagdo do N. caninum em casos de abortos
em bovinos provenientes de propriedades rurais da regido sul de Minas Gerais por
meio de andlises histopatoldgicas, imuno-histoquimicas (IHQ) e pela reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR). O material utilizado foi obtido de um estudo
retrospectivo de casos de aborto recebidos pelo Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras e de fetos necropsiados durante os anos de 2011 a
2013. De 60 fetos estudados, 30 (50%) tinham lesdes microscépicas. Destes, 19
(63%) apresentaram lesdes compativeis com aborto por N. caninum, caracterizadas
principalmente por encefalite ndo supurativa multifocal, necrose e gliose
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multifocal, assim como, miocardite e miosite ndo supurativa. Em 14 fetos chegou-se
ao diagnéstico definitivo. Destes, nove tiveram sua confirmagio pela marcagdo IHQ
e cinco foram positivos na PCR. Quatro fetos foram positivos tanto na IHQ quanto
na PCR. Cinco fetos, provenientes do estudo retrospectivo apresentaram lesdes
compativeis com N. caninum, mas a presenc¢a do protozodrio nido foi confirmada
pela marcagao IHQ. Os achados demonstram que o N. caninum foi o principal agente
associado ao aborto em bovinos na regido sul de Minas Gerais. Para tanto, além das
lesdes microscopicas a associagdo entre a IHQ e a técnica de PCR foi essencial para
a confirmacio do diagnéstico.

TERMO DE INDEXACAO: doencas da reprodugdo, neosporose, protozoario;
ruminante, PCR, IHQ.

INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozodrio coccideo, intracelular obrigatério que pode
infectar varias espécies animais, dentre 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 eficiente capacidade de transmissdo
dentro do rebanho, podendo infectar até 90% dos animais (Dubey et al. 2006)

A principal manifestagio clinica de bovinos infectados pelo N. caninum é o
aborto entre o terceiro e o oitavo més de gestagdo. Porém, a morte fetal, em uma
fase inicial da gesta¢do, com consequente reabsor¢do do feto e repeticdo de cio,
também pode ocorrer (Barr 1991). Desta forma, os prejuizos financeiros vao além
da perda com o aborto, pois pode ocorrer uma queda na producdo de leite e um
descarte precoce dos animais afetados (Collantes-Fernandez et al. 2006). Estudos
demonstram que o Brasil perde, anualmente, devido a neosporose, 51,3 milhdes de
dodlares na pecudria leiteira e 101,0 milhdes de ddlares 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 necessario um contato primario da vaca prenhe
com N. caninum ou a reativacdo do protozodario que se encontra encistado nos
tecidos, os quais sdo provenientes de um contato prévio do bovino com este agente.
Consequentemente, ocorre a parasitemia, a infeccao 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 multiplicacdo do parasito na placenta podem
prejudicar a oxigena¢do do feto e provocar a liberacdo de prostaglandinas e/ou
citocinas inflamatérias comprometendo a sobrevivéncia fetal. Ha ainda a liberagdo
de hormonio adrenocorticotréfico fetal com posterior estimulo a expulsio 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 mononuclear (Dubey & Lindsay 1996, Wouda et al. 1997,
Corbellini et al. 2002, Santos et al. 2011, Varaschin et al. 2012).
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0 diagnéstico de neosporose, deve ser realizado mediante a associacao
das lesdes encontradas na histopatologia com a imuno-histoquimica (IHQ) (Dubey
& Lindsay 1996) e/ou a reacdoa em cadeiade polimerase (PCR) (Payne & Ellis
1996, Santos et al. 2011). Apesar das lesGes microscopicas presentes nos tecidos, os
protozodrios nio sdo facilmente visualizados pelas coloragdes de rotina, ou podem
ndo estar presente nos tecidos analisados. A IHQ auxilia na visualizacdo do agente
etiolégico quando ha poucos taquizoitos ou cistos nos tecidos e quando o material
encontra-se em adiantado estado de autdlise (Dubey 2003). Ja a PCR, por se basear
na deteccio de porgdes do genoma, oferece, entre outros beneficios, uma
sensibilidade maior quando comparado com de algumas técnicas de diagnéstico
(Payne & Ellis 1996, Medina et al. 2006).

0 estado de Minas Gerais é considerado o maior produtor de leite do
Brasil, com aproximadamente 25,6% da produc¢do nacional (IBGE, 2012). A
frequencia de N. caninum como agente causador de abortos em bovinos de Minas
Gerais é desconhecida e consequentemente nido se sabe a importancia desta doenca
na ocorréncia de abortos no rebanho 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 Minas Gerais, que contribui
juntamente com a regido sudeste com aproximadamente 18% da producdo do
estado (IBGE, 2012) e consequentemente a neosporose pode impactar
significativamente na economia da regido.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a participacdo de N. caninum
como agente causador de aborto em bovinos na regido sul de Minas Gerais. Assim
como caracterizar as principais lesdes encontradas, determinar quais sao os tecidos
mais afetados e comparar a eficiéncia da técnica de IHQ em relagdo a PCR no
diagnoéstico da neosporose.

MATERIAIS E METODOS
Origem e caracteristica das amostras

O material de estudo foi proveniente de fetos bovinos necropsiados 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
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil.

Para a obtencéo do histérico dos fetos, recebidos entre os anos de 2011 e
2013, era realizada uma anamnese com os proprietarios 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 recomendado por Barr et al.
(1990).

Durante a necropsia, amostras de sistema nervoso central (cortex dos
hemisférios cerebrais e do cerebelo, talamo, coliculo rostral e caudal, pedinculos
cerebelares, 6bex e medula cervical, toracica e lombar), musculos esqueléticos
(occipital, semitendinoso, semimembranoso, infraespinhal, diafragma e lingua),
coracdo, esofago, pulmao, figado, rim, bacgo, linfonodos mesentéricos, intestinos,



65

timo, valvula i{leo-cecal, ovario/testiculo, utero, pele, rimen, reticulo, omaso,
abomaso e glanglio trigeminal, foram coletados em formalina a 10% tamponada e
processados rotineiramente para histopatologia. Cortes de 5um de espessura foram
corados pela Hematoxilina e Eosina e avaliados mediante microscopia dtica.

Os tecidos dos fetos que apresentassem lesdes compativeis com
neosporose eram submetidos a marcagdo imuno-histoquimica e a técnica de
Rea¢do em Cadeia de Polimerase. Para a realizacdo da PCR, amostras de cortex
cerebral e apice do coragio foram coletados em tubos de eppendorfs autoclavados,
identificadas, congeladas a -20°C e armazenadas até a realizacdo da mesma.

Técnica de Imuno-histoquimica

Para realizacgdo da imuno-histoquimica, os cortes histologicos em laminas
silanizadas, ap6s desparafinados e rehidratados, foram submetidos ao bloqueio da
peroxidase endégena por meio de per6xido de hidrogénio a 3% por 30 minutos. A
recuperagdo antigénica foi feita por digestdo enzimatica com tripsina 0,1% (pH 7,8)
por 10 minutos a 372C, seguida pela recuperacio pelo calor por 2 minutos no
tampdo citrato (pH 6,0). Para o bloqueio de reagdes inespecificas, os cortes
histopatolégicos foram submergidos em solucdo de leite desnatado (Molico®,
Nestlé) diluido em PBS a 5% por uma hora. As laminas foram incubadas por 45
minutos a 372C com anticorpo primario policlonal anti-N. caninum e anti-T. gondii
na diluicdo de 1:2000 (VMRD, Pullman, USA), seguido pela incuba¢do com o
anticorpos secundarios biotinilados conjulgados a streptavidina (Dako, Carpinteria,
CA) por 20 minutos na temperatura ambiente. Na revelacdo utilizou-se o
cromogeno Vector Red (Vector NovaRed®) no tempo de 1 a 5 minutos, e as 1aminas
foram contra coradas com hematoxilina. Amostras de tecido placentirio e de
sistema nervoso central de caprinos contendo cistos de N. caninum (Varaschin et
al, 2012) foram utilizadas como controles positivos e como controle negativo o
anticorpo foi substituido por agua destilada.

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

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

Para a deteccdo de Neospora caninum, foram desenhados (utilizando
sowftare Primer-BLAST do NCBI) e sintetizados (Sigma-Aldrich) iniciadores para a
amplificagdo de sequéncias genéticas do protozoario em questdo, tendo como
molde seu cromossomo XII. Desta forma, os primers forwards
CTGTTAGAAGGTGCGGCGAA e reverse TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT amplificam um
fragmento de 168pb.
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Cada reagdo de cadeia de polimerase foi constituida de 4X de tampao de
PCR (100 Mm Tris-HCl ph 8,4; 500 mM KCI); 75 mM de MgCl2; 5 mM de dNTPs; 50
ng da amostra de DNA; 1,6 U da Taq DNA Polimerase Go Taq® Flexi DNA
Polymerase (Promega), 5 mM dos iniciadores forward e reverse; agua deionizada
autoclavada para completar um volume final de 25 pl. Como controle positivo, foi
utilizada 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 diagnéstico negativo em diferentes técnicas para a presenca do protozoario) e
um controle branco.

As reagdes foram realizadas em termociclador (Applied Biosystems Veriti
96 Well Thermal Cycler) conforme o seguinte protocolo: desnaturagdo a 95 2C por
2 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 1 minuto, anelamento de 57 °C por 1 min,
extensdo a 72 2C por dois minutos e trinta segundos e extensdo final a 72 2C por 7
min. As amostras foram aplicadas em gel de agarose de alta resolu¢do 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 padrio de peso molecular (Ladder da Ludwig 100PB 250 microlitros)
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 purificados utilizando o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega®), de acordo com as especificagdes do
fabricante. Posteriormente, esses fragmentos foram submetidos ao
sequenciamento genético no sequenciador automatico capilar ABI310 (Applied
Biosystems) pelo método enzimatico descrito por Sanger, Nicklen e Coulson
(1977).

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

RESULTADOS

Distribuicdo amostral: estudo retrospectivo e fetos necropsiados

De 60 fetos estudados em 51 deles a origem da regido sul de Minas Gerais foi
confirmada. Destes, 30 fetos, todos provenientes do sul de Minas Gerias (50%),
apresentaram lesdes microscopicas e em 19 (63%) lesdes compativeis com aborto
por N. caninum foram observadas. Em 14 fetos chegou-se ao diagndstico definitivo.
Destes, nove tiveram sua confirmac¢do pela marcacao IHQ e cinco foram positivos
na PCR. Quatro fetos foram positivos tanto na IHQ quanto na PCR. Cinco fetos,
provenientes do estudo retrospectivo apresentaram lesdes compativeis com N.



67

caninum, mas a presenca do protozodrio ndo foi confirmada pela marcag¢ido IHQ e
pela PCR?.

Em trinta fetos ndo foi possivel diagnésticar a etiologia do aborto, sendo
que, sete estavam em adiantado estado de autélise e vinte e trés nio apresentaram
lesdes. Muitos foram provenientes do estudo retrospectivo onde os tecidos
coletados foram insuficientes para o diagndstico, ndo podendo também, ser
descartada a possibilidade de que a origem destes abortos ndo fosse infecciosa.

A idade gestacional predominante dos 19 fetos foi entre o quinto e sexto
més de gestagio (fig. 1).

Achados macroscépicos e microscopicos dos abortos por N.caninum

Nio foram observadas lesGes macroscépicas nos 19 fetos. As lesdes microscopicas
compativeis com neosporose ocorreram mais frequentes no coragio, seguido de
musculatura esquelética, encéfalo e figado.

As lesbes encontradas nos musculos cardiacos e esqueléticos eram
constituidas por areas focais ou multifocais de infiltrado inflamatério entre os
feixes musculares de linfécitos, plasmdcitos e macroéfagos, sendo que, a miocardite
mononuclear moderada a acentuada (Fig. 2) foi observada 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 ndo havia identificacao
de quais musculos foram coletados, porém em um feto foi possivel identificar a
miosite na musculatura da lingua. J4 nos fetos do estudo prospectivo, cinco
apresentaram miosite no musculo semitendinoso, trés no musculo infraespinhoso,
quatro no musculo semimembranoso, trés no diafragma e apenas um no musculo
occipital.

No SNC as lesdes observadas foram areas de gliose em regides do coértex
cerebral (52,63%), coliculos (21,05%), cortex cerebelar (21,05%), talamo
(10,52%), bulbo ao nivel do ébex (5,266%) e pediinculo cerebelar (5,26%). Areas
multifocais de necrose caracterizadas por acidofilia do tecido e nicleos picnéticos,
circundadas por células da glia e/ou infiltrado inflamatério mononuclear (Fig. 4)
foram observadas 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.

As lesdes no figado consistiram de infiltrado inflamatério mononuclear
no espaco porta e, por vezes, areas multifocais de necrose. Este tipo de lesdo estava
presente em 31,57% dos fetos com lesdes de neosporose.

Estruturas compativeis com o protozodario, sempre préximas ao infiltrado
inflamatério, foram observadas em quatro fetos (21,05%) pela coloracdo de
Hematoxilina-Eosina (H.E). Em dois fetos do estudo retrospectivo foi visualizado
cisto contendo bradizoitos, no cortex cerebral (feto 1) e em musculatura
esquelética (cisto jovem, de parede fina) (feto 7) (Fig. 5). No feto 14, do estudo
prospectivo, um cisto jovem (parede fina), foi observada no cerebelo. J4, estruturas
parasitarias semelhantes a taquizoitos foram observados na musculatura
esquelética (feto 2).
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Achados imuno-histoquimicos

A imunomarcagdo ocorreu somente com o anticorpo policlonal anti-Neospora
caninum em 9 fetos (47,36%) dos 19 fetos que apresentaram lesdes sugestivas de
aborto por protozoario. A marcagdo mais frequente ocorreu no sistema nervoso
central (66,66%), seguido de musculatura esquelética (22,22%) e cardiaca
(11,11%). O local da imunomarcagio esta detalhado no quadro 1 assim como o més
em que ocorreu o aborto. As figuras 6 e 7 ilustram a imunomarcagdo para Neospora
caninum dos fetos 11 e 12.

Analises moleculares

Dos 19 fetos que possuiam lesdes compativeis com neosporose, nove foram
positivos na PCR, totalizando 47,36% dos fetos. No quadro 2 sdo destacadas quais
amostras coletadas foram detectadas a presen¢a do DNA do N.caninum pela técnica
de PCR. O sequenciamento confirmou o diagndstico de N. caninum nestes tecidos.

DISCUSSAO

No presente estudo observou-se que a grande maioria dos fetos suspeitos e com o
diagndstico confirmado de neosporose (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 freqiiéncia entre o quinto ao sétimo més de
gestacdo, e Antoniassi 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 bovinos com
neosporose sio a necrose focal circundada por infiltrado inflamatério 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 inflamatério
mononuclear, na musculatura cardiaca e esquelética. Achados estes, semelhantes
aos de Pescador et al. (2007) que observou que a musculatura esquelética foi a
mais afetada. Dos fetos necropsiados no estudo prospectivo foi possivel a coleta e a
identificacdo da musculatura esquelética, onde os musculos mais frequentemente
acometidos e ordem decrescente foram: o musculo semitendinoso, infraespinhoso,
semimembranoso, diafragma e occipital. Estes achados podem indicar um padrao
de coleta da musculatura esquelética para o diagnéstico da neosporose em fetos. A
necrose hepatica e hepatite ocorram 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
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material do estudo restrospectivo, onde os tecidos estavam disponiveis somente
em blocos de parafina. Desta forma, nos fetos que passaram 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) provenientes principalmente do estudo
retrospectivo (4 fetos) foram aqueles em que as lesdes eram compativeis com as
causadas por protozoarios, mas que ndo houve imunomarcagio, provavelmente por
ndo haver estruturas parasitarias nos tecidos coletados. Nestes fetos também nao
haviam tecidos congelados disponiveis para a realizacdo da PCR, comprometendo
assim, o diagndstico definitivo. Porém ressalta-se que muitos fetos podem
apresentar adiantado estado de autolise, dificultando o isolamento e identificacio
do agente sendo a imuno-histoquimica um método vidvel e importante para o
diagnoéstico (SANTOS et al., 2011).

0 diagndstico de aborto por N. caninum foi baseado na presenca de lesdes
microscopicas como miosite, miocardite e gliose (com ou sem necrose), as quais
sinalizam para a presenca deste protozoario, associado com a marca¢do imuno-
histoquimica positiva somente para N.caninum e os resultados do sequenciamento
genético. Os resultados encontrados neste estudo permitem concluir que
N.caninum, atualmente é o agente etiolégico mais frequentemente associado a
aborto em bovinos no sul de Minas Gerais e que para o diagnéstico definitivo é
extremamente importante a associacdo de mais de uma técnica de diagndstico.
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Fig. 1. Estudo retrospectivo e prospectivo de casos de aborto por Neospora
caninumem bovinos. NUmero de casos e idade gestacional dos fetos abortados.
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Fig. 2. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Coragdo. Miocardite mononuclear
acentuada. Hematoxilina-Eosina. Obj. 40.

Fig. 3. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Musculo esquelético. Miosite
mononuclear acentuada. Hematoxilina-Eosina. Obj. 20.
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Fig. 4. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Cértex cerebral. Area focal de
necrose circundada por células da glia.Hematoxilina-Eosina. Obj. 40.

Fig.5. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Musculo esquelético. Cisto jovem
entre as fibras musculares (seta). Hematoxilina-Eosina. Obj.40.
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Fig. 6. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Cértex cerebral Taquizoitos
marcados positivamente pelo anticorpo policlonal anti-N. canimum Imuno-
histoquimica avidina-biotina. Obj. 100.

Fig. 7. Fig. 7. Aborto por Neospora caninum em bovinos. Musculatura da lingua.
Taquizoitos marcados positivamente pelo anticorpo policlonal anti-N. caninum.
Imuno-hitoquimica avidina-biotina. Obj. 40.



QUADRO 1. Local de imunomarcagio para Neospora caninum e idade
gestacional em que ocorreu o aborto

75

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

*Estudo retrospectivo

QUADRO 2. Relagio dos tecidos positivos na técnica de PCR
para N. caninum em fetos do Sul do Estado de Minas Gerais

Feto Amostra  Orgio PCR
2 07 Encéfalo Positivo
08 Coracdo Negativo
4 05 Encéfalo Positivo
06 Coracdo Negativo
7 15 Encéfalo Positivo
16 Coracgao Negativo
13 33 Encéfalo Positivo
34 Coracdo Positivo
14 27 Encéfalo Positivo
28 Coracgao Positivo
15 29 Encéfalo Positivo
30 Coracdo Positivo
16 31 Encéfalo Positivo
32 Coracdo Positivo
17 35 Encéfalo Positivo
36 Coracdo Positivo
18 37 Encéfalo Positivo
38 Coracdo Positivo

*Estudo retrospectivo.
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QUADRO 3. Comparagio dos resultados das técnicas de imuno-histoquimica
e PCR em relacdo a confirmacao de dignéstico de Neospora caninum

Feto IHQ PCR Diagnostico 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 confirmacio pelos testes de diagnéstico utilizados, NR = nio realizada, +
= resultado positivo, - = resultado negativo.

(VERSAO PRELIMINAR)
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ARTIGO 2  Agentes bacterianos e virais causadoresdaborto bovino no
Sul do Estado de MINAS GERAIS, BRASIL
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Camila Costa Abreu?, Karen Yumi Nakagaki?, Josilene Nascimento Seixas?, Djeison
Lutier Raymundo?, Mary Suzan Varaschin?*

ABSTRACT.- Orlando D.R.,, Costa R.C., Abreu, R.V.S., Abreu C.C., Nakagaki K.Y.,
Seixas, ].N.,, Raymundo D.L., Varaschin, M.S. 2013. [Bacterial and viral agents
causing bovine abortion in the southern Minas Gerais, Brazil) Agentes
bacterianos e virais causadores de aborto bovino no estado de Minas Gerais, Brasil
.Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterinaria,
Universidade Federal de Lavras, Caixa Postal 3037, Lavras, MG 37200-000, Brasil.
E-mail: msvaraschin@dmv.ufla.br.

The present study evaluates the participation of bacterial and viral agents in bovine
abortions from farms in the southern region of Minas Gerais state, Brazil, through
histopathological, immunohistochemical and microbiological analysis. The material
used 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 and 2013. From 60 fetuses studied, 30
(50%) had microscopic lesions. Of these, eight had lesions consistent with bacterial
agents and three had lesions suggestive of viral agents. In the bacterial abortions,
one fetus presented lesions compatible with leptospirosis characterized by
jaundice, interstitial nephritis, tubular nephrosis and bilestase. Six fetous had
purulent pneumonia or bronchopneumonia and one of them, also fibrinous
pleuritis and peritonitis, where, two were positive immunostaining for Brucella
abortus, and In four fetuses from the retrospective study it was unable to reach the
etiologic agent, since these were negative on IHC for Brucella sp. The eighth fetus
was positive in microbiology tests for Staphylococcus sp. The three fetuses with
lesions of viral abortion, only one was immunohistochemical positive for bovine
herpesvirus. The results show that the bacterial and viral abortions, although less
frequent, still occurring and that prophylactic measures should be reviewed in
many properties. Also demonstrated that IHC associated with histopathology can
be a viable tool for diagnosis when microbiological and serological tests are not
available.

INDEX TERMS: brucellosis, Leptospira, Staphylococcus, livestock, IHQ.

RESUMO.- O presente estudo avaliou a participacdo de agentes bacterianos e virais
em abortos bovinos provenientes de propriedades rurais do sul de Minas Gerais,
através da andlise histopatolégica, imuno-histoquimica e provas microbiolégicas. O
material utilizado foi proveniente de um estudo retrospectivo de casos de aborto
recebidos pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras em
um periodo de 10 anos e de fetos abortados necropsiados no periodo de 2011 a 2013.
Dos 60 fetos analisados em 30 (50%) foi possivel observar lesdes microscopicas.
Destes, oito possuiam lesdes compativeis com agentes bacterianos e trés
apresentaram lesdes sugestivas de agentes virais. Dos abortos bacterianos um feto



79

apresentou lesdes compativeis com leptospirose caracterizada por ictericia, nefrite
intersticial, nefrose tubular e bilestase. Seis fetos apresentaram pneumonia ou
broncopneumonia purulenta sendo que em um deles havia ainda, pleurite e
peritonite fibrinosa. Destes seis fetos, em dois, houve imunomarcac¢do para Brucella
abortus. Em quatro fetos provenientes do estudo retrospectivo ndo foi possivel
chegar ao agente etioldgico, uma vez que estes foram negativos na IHQ para Brucella
sp. O oitavo feto foi positivo em provas microbiologia para Staphylococcus sp. Ja dos
trés fetos com lesdes sugestivas de aborto viral somente em um ocorreu marcagio
imuno-histoquimica anti-herpesvirus bovino. Os resultados demonstram que os
abortos de origem bacteriana e virais, apesar de menos freqlientes, continuam
ocorrendo e que medidas profiliaticas devem ser revistas nas propriedades. Também,
demonstrou que IHQ associada a histopatologia, pode ser uma ferramente viavel
para o diagndstico quando provas microbioldgicas ou sorolégicas ndo estio
disponiveis.

TERMOS DE INDEXAGCAO: brucelose, Leptospira, Staphylococcus, animais de
producdo, IHQ.

INTRODUCAO

A pecudria desempenha um papel importante na economia do Brasil, sendo que, as
doencas que cursam com perdas reprodutivas, sempre resultaram em um custo
substancial para o produtor. Nos rebanhos brasileiros, em fun¢ao da diversidade de
criacdo e, muitas vezes, pela falta de informacao de alguns produtores ou auséncia
de um suporte laboratorial, nem sempre é possivel chegar a um diagndstico
definitivo. Sendo assim, em muitas regides pouco se conhece sobre a frequéncia dos
agentes causadores de aborto.

Entre as diversas etiologias, destacam-se as de origem infecciosas. Estas
sdo subdivididas em abortos por protozodarios, bacterianos, virais ou flingicos. Os
bacterianos sdo frequentemente associados a Brucela abortus, Leptospira spp,
Listeria monocytogenes e Campylobacter spp. Ja os de origem viral ao Virus da
Diarréia Viral Bovina (VDVB) e Herpesvirus Bovino tipo I (HVB-1) (Varaschin &
Wouters 2006).

O Herpesvirus bovino tipo 1, pode estar associado a Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR), vulvovaginite pustular infecciosa, balanopostite pustular
infecciosa e a casos de abortos (Franco e Roeche 2007). Nestes as lesdes
macroscopicas geralmente estdo ausentes ou mascaradas por autélise (Schlafer
2007). Porém, microscopicamente podem ocorrer areas de necrose no figado
(Kennedy e Richards 1964), bago, timo, linfonodos, pulmdo, rim e placenta
(Antoniassi et al. 2007). O diagndstico imuno-histoquimico pode ser utilizado,
principalmente quanto somente os tecidos fetais formolizados estdo disponiveis
(Kirkbride 1992).

A infeccdo pelo VDVB esta associada a varias formas de manifestacdo
clinica, incluindo a diarréia viral, doenca das mucosas, doengca do complexo
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respiratério bovino, abortos, efeitos teratogénicos no feto, sindrome do bezerro
fraco e infeccdo hiperaguda com alta morbidade e mortalidade (Baszler et al. 1995).
Mais recentemente uma sindrome chamada de pancitopenia neonatal bovina, que
cursa com trombocitopenia e marcada destrui¢do da medula 6ssea em bezerros, foi
associada a uma vacina da BVD (Laming et al. 2012).

As lesdes microscopicas, causadas pelo virus da Diarréia Viral bovina, em
fetos, sdo inespecificas. Podem ocorrer miocardite ndo especifica (Grooms et al
2002) e infiltrado inflamatério mononuclear tanto peribronquiolar quanto inter-
alveolar (Murray 1991). Quando sdo afetados no segundo trimestre da gestagdo os
fetos podem apresentar malformagdes como hipoplasia de cerebelo, timo e/ou
pulmonar, catarata, hidrocefalia, bragnatia, além de anormalidades 6sseas (Grooms
et al. 2002).0 diagnéstico de DVB pode ser feito pela demonstragdo, por técnica de
imuno-histoquimica, de antigenos virais em varias amostras de tecidos fetais
(Antoniassi et al. 2007, Nelson et al. 2008), pela imunofluorescéncia e PCR
(Antoniassi et al. 2007).

Em relacdo as principais bactérias causadoras de aborto, sdo descritas
como agentes mais freqiientes a Brucella abortus (Almeida et al. 2004) e a
Leptospira sp (Szeredi & Haake 2006).

Na brucelose macroscépicamente podem se observar lesdes na placenta,
utero gravidico e raramente em fetos, mesmo assim, essas lesdes nio sdo
patognomonicas. No feto o 6rgdo mais frequentemente afetado é o pulmaio,
podendo apresentar uma pleurite fibrinosa, sem necessariamente ocorrer o
envolvimento do parénquima pulmonar (Xavier et al. 2009). Este 6rgdo também
pode apresentar-se com aumento de consisténcia e espessamento de septos
interlobulares. Inflamac¢des fibrinosas podem ocorrer no pericardio e peritonio
(Carvalho Neta et al. 2010). Microscopicamente podem ocorrer pleurite fibrinosa,
bronquite (Enright & Samartino 1994, Xavier et al. 2009, Carvalho Neta et al. 2010),
broncopneumonia supurativa (com acimulo de macréfagos e neutréfilos) (Enright
& Samartino 1994, Pérez et al. 1998, Xavier et al. 2009, Carvalho Neta et al.2010),
pneumonia intersticial (Pérez et al. 1998, Carcalho Neta et al, 2010), trombose e
arterite necrosante em vasos do pulmao, areas focais de necrose e formacio de
granulomas nos linfonodos, bago, rim (Enright & Samartino 1994), figado (Enright
& Samartino 1994, Pérez et al. 1998). Menos frequentemente, mas tabém descrita é
a ocorréncia de meningite multifocal difusa (Hong et al. 1991).

Dentre os métodos utilizados para o diagnéstico de aborto por Brucella a
imuno-histoquimica demonstra ser uma técnica suficientemente sensivel. A
imunomarcacdo pode ser observada em bactérias presentes no citoplasma de
macréfagos do pulmio e figado. Mas também em alguns neutréfilos e restos
celulares presentes no interior dos alvéolos e bronquios (Pérez et al. 1998), assim
como, em macroéfagos das meninges e plexo coréide (Hong et al. 1991).

A leptospirose também é uma importante causa de aborto e a infec¢do
ocorre mais frequentemente pela Leptospira interrogans, sorovar pomona e soravar
hardjo (Antoniassi et al. 2007). Bovinos sdo considerados hospedeiros da
manutencdo da sorovariedade Hardjo, pois possuem elevada suscetibilidade a
infeccdo, a transmissdo é endémica entre os animais dessa espécie, apresentando a
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doenc¢a na forma cronica (Chiareli et al., 2012). A leptospirose tipicamente ocorre
apos o contato de mucosas com a Leptospira resultando numa manifestagio clinica
suave ou ausente. O aborto geralmente ocorre no ultimo trimestre de gestacdo apos
uma fase de septicemia (Grooms 2006). Macroscopicamente, os fetos podem
apresentar grau avancado de autdlise, sem se observar alteragdes especificas.
Contudo, podem ocorrer leve a moderado grau de ictericia, aumento de volume do
figado (que pode apresentar-se também amarelado), bago e linfonodos
mediastinicos. J& na microscopia os rins podem apresentar suave a severa
tubulonefrose, vasculite, perivasculite, nefrite intersticial linfo-histiocitica e
hemorragia aguda. No figado pode estar presente necrose multifocal, infiltrado de
linfocitos, histidocitos e neutroéfilos no parénquima e triades portais, degeneracgio
vacuolar dos hepatécitos e colestase. No pulmio pode ocorrer vasculite linfo-
histiocitaria e trombose nos vasos sanguineos. Vasculite discreta no coragdo, baco,
e cérebro (Szeredi & Haake 2006).

Para o diagndtico de leptospirose nos fetos, coloragdes especiais como
Warthin-Starry podem ser utilizadas para demonstrar a presenca das leptospiras
em varios tecidos fetais e placenta. Porém, muitos tecidos podem nio ser positivos
nas coloragdes pela prata. Desta forma a imuno-histoquimica tem sido utilizada
para a deteccdo deste agente com grande eficiéncia em varias espécies animais
(Szeredi & Haake 2006). Quando o a IHQ ndo estd disponivel, provas soroldgicas,
como o teste de microaglutinacdo (MAT) podem ser realizados no rebalho (Chiareli
etal, 2012).

0 estado de Minas Gerais é considerado o maior produtor de leite do
Brasil, com aproximadamente 25,6% da producdo nacional, sendo que a regido de
estudo pertencente a uma grande bacia leiteira do Sul de Minas Gerais, contribui
juntamente com a regido sudeste com aproximadamente 18% da producdo do
estado (IBGE, 2012) e consequentemente as doeng¢as que cursam com aborto,
podem causar um impacto significativo na economia da regido.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a freqliéncia e descrever as principais
lesdes encontradas nos abortos bovinos causados por agentes virais e bacterianos
no sul de Minas Gerais, assim como avaliar a efeciéncia da imuno-histoquimica no
diagndstico, uma vez que muitas vezes é a principal técnica disponivel numa rotina
de diagndstico.

MATERIAIS E METODOS

Origem e caracteristica das amostras

0 material de estudo foi proveniente de fetos bovinos necropsiados nos anos de
2011 a 2013 (estudo prospectivo) e de uma andlise retrospectiva de 10 anos de
casos de aborto bovino recebidos pelo Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil.

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

Durante a necropsia, amostras de tecidos, como, o sistema nervoso central
(cértex dos hemisférios cerebrais e do cerebelo, talamo, coliculo rostral e caudal,
pedinculos cerebelares, 6bex e medula cervical, toracica e lombar), musculos
esqueléticos (occipital, semitendinoso, semimembranoso, infraespinhal, diafragma
e lingua), coracdo, esofago, pulmio, figado, rim, baco, linfonodos mesentéricos,
intestinos, timo, valvula ileo-cecal, ovario/testiculo, Utero, pele, rimen, reticulo,
omaso, abomaso e glanglio trigeminal, foram coletados em formalina a 10%
tamponada e processados rotineiramente para histopatologia. Cortes de 5um de
espessura foram corados pela Hematoxilina e Eosina e avaliados mediante
microscopia ética.

No estudo prospectivo foram coletadas amostras de pulmio e liquido
abomasal, separadamente em eppendorfs autoclavados. Esse material era coletado
logo apds a abertura da cavidade abdominal ou toracica por meio de agulha e
seringa ou bisturi estéril e encaminhados para cultivo bacterioldgico.

Histoquimica e Imuno-histoquimica

Os tecidos dos fetos que apresentassem lesdes compativeis com aborto
bacteriano ou viral eram submetidos a marcagdo imuno-histoquimica com
anticorpos especificos. Fetos suspeitos de aborto pela Leptospira sp foram
submetidos colorag¢des histoquimicas pela impregnagio pela prata (Wartin-Starry).
Assim como o soro das vacas que abortaram foram encaminhados ao Laboratério
de Leptospirose da UFMG para realizacdo de Teste de Microaglutinagdo (MAT) para
varios sorovares como auxilio diagndstico.

Para imuno-histoquimica, os cortes histolégicos em laminas silanizadas,
apds desparafinados e rehidratados, foram submetidos ao bloqueio da peroxidase
endbgena por meio de per6xido de hidrogénio a 3% por 30 minutos. Caso a
suspeita fosse de Herpesvirus bovino tipo 1, a recuperagido antigénica era realizada
através da digestdo enzimatica por proteinase K (Dako, Carpinteria, CA) por 15
minutos a temperatura ambiente. J& em abortos suspeitos de Brucella sp e pelo
virus da Diarréia Viral Bovina a recuperagdo antigénica foi realizada por meio de
digestdo enzimatica com tripsina 0,1% (pH 7,8) por 10 minutos a 372C, seguida
pela recuperacgdo pelo calor por 2 minutos no tampdo citrato (pH 6,0). Para o
bloqueio de reacdes inespecificas, os cortes foram submergidos em solucdo de leite
desnatado (Molico®, Nestlé) diluido em TRIS a 5% por uma hora. Posteriormente,
os cortes histoldgicos foram incubados com o anticorpo primario policlonal anti-
brucella (gentilmente cedido pelo professor Renato Lima, UFMG) por 30 minutos a
37°C, com o anticorpo monoclonal anti-Herpesvirus bovino tipo 5 (clones 2F9.E9 e
4E4) (produzido e gentilmente cedido pelo professor Eduardo Flores e que possiu
marcacdo cruzada com o HVB-1, conforme Oldoni et al., 2004) overnight a -4°C ou
com o anticorpo monoclonal anti-BVDV (D89,VRMD, Inc.,Pullman, USA) por duas
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horas a 37°C. A diluicdo destes anticorpos em TRIS foram de 1:500, 1:50 e 1:50
respectivamente. As liminas foram incubadas com o anticorpo secundario
biotinilado (Dako, Carpinteria, CA), seguidos do complexo avidina-biotina
peroxidase (Dako), ambos por 20 minutos na temperatura ambiente. Na revelacao
utilizou-se o cromégeno Vector Red (Vector NovaRed®) no tempo de 1 a 5 minutos,
e as laminas foram contra coradas com hematoxilina. Como controle positivo para
Herpesirus foi utilizado amostras de bovino acometido por encefalite por
herpesvirus bovino tipo 5, para BVD e brucelose foram utilizados amostras de
animais necropsiados na rotina laboratorial em que houve confirmacdao destes
agente por outros métodos de diagnostico e IHQ. Em todas as passagens as laminas
foram lavadas em PBS e TRIS.

Cultivo Microbiolégico

Amostras de pulmio e liquido abomasal foram repicadas em meio TSA (Agar
Triptona de Soja) e Agar Sangue com o auxilio de uma al¢a estéril atras de uma
chama. Assim, devidamente identificadas com o ndmero do feto e material
correspondente, as placas de Petri eram encaminhadas para uma estufa a 37°C
onde permaneciam por um periodo de 24 a 48 horas. Passado o periodo de
incubacgdo, era verificado se essas placas continham apenas um tipo de cultura. Caso
houvesse contaminagdo (dois ou mais crescimentos bacterianos), cada agente era
repicado novamente, de forma individual, em placas e incubadas a 37°C. Quando a
cultura encontrava-se pura eram realizados testes microbiolégicos basicos
(Catalase, Oxidase, KOH) todos com o intuito de dar inicio a identificagdo do agente
bacteriano isolado. Posteriormente eram armazenadas em meio de congelamento,
em duplicata a -20°C.

Identificacdo de agente bacteriano

Os tecidos dos fetos com lesdes compativeis com agentes bacterianos eram
submetidos a marcac¢do IHQ contra Brucella sp. Aqueles que resultassem negativas
na [HQ, aliquotas de 10 pL do meio de congelamento, com a bactéria anteriormente
isoladas, eram colocadas em tubos de ensaios contendo caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e levados a estufa 37°C por no minimo 24 horas. Ao se tornar opaco,
indicando crescimento bacteriano, com auxilio de uma alca estéril, uma amostra
desse liquido era repicado em placas de Petri contendo o meio TSA (Trypticase Soy
Agar) e novamente encaminhados a estufa a 37°C onde permaneciam por mais 24
horas. Posteriormente, essas placas foram encaminhadas, resfriadas, para o
Laboratoério de Bacterioses da Escola de Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) para a realizagdo provas de triagem e de PCR para
identificacdo do agente.
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RESULTADOS

De 60 fetos estudados em 51 deles a origem da regido sul de Minas Gerais foi
confirmada e destes, somente 30 fetos (50%) apresentaram lesdes microscopicas.
Trés fetos apresentaram lesdes compativeis com aborto por virus e oito fetos
aprentaram lesdes compativeis com aborto bacteriano. Os 19 fetos (63%), ndo
descritos nesse trabalho foram diagndsticados como aborto por Neospora caninum.

Histoérico clinico, teste soroldgico e lesdes macroscépicas

Do histérico dos trés fetos com suspeita de aborto por virus, consta que, uma das
propriedades ja teve anteriormente problemas de aborto, onde foi diagnosticado
como de origem viral, sendo que, o problema havia sido resolvido mediante
vacinacgdo das vacas. Porém, esta vacinagdo contra HVB/BVD havia cessado ha mais
de dois anos, ocorrendo novamente os casos de aborto. Nas outras duas
propriedades os animais ndo eram vacinados pra HVB/BVD. Na necropsia, o feto
oriundo da primeira propriedade, ndo apresentou lesdes macroscopicas. Os dois
fetos restantes apresentaram bragnatia sendo enquadrados na supeita de aborto
por VBVD.

Alguns fetos foram encaminhados sem histérico clinico. Lesoes
macroscopicas foram observadas em trés dos oito fetos diagnosticados como
aborto de origem bacteriana. No feto 5 observou-se pequena quantidade de liquido
translicido na cavidade abdominal (300 ml) e toracica (600 ml).

O feto 8 apresentou grande quantidade de liquido avermelhado na
cavidade abdominal (aproximadamente 1,5 litros) e na cavidade toracica
(aproximadamente 1 litro). Neste mesmo feto, a pleura pulmonar (Fig. 1), omento e
alcas intestinais (Fig. 2) encontravam-se recobertas por uma espessa camada de
fibrina com aderéncia em alguns pontos da pleura visceral a parietal.

O feto 9, era o Gnico com um histérico disponivel. As vacas haviam recebido
vacina comercial contra leptospira em outubro de 2012. Nesta propriedade por um
erro no manejo do sistema hidraulico o esterco (chorume) entrou no reservatorio
de bebida dos animais, com o inicio dos abortos apds esse episddio. Na necropsia o
feto apresentou ictericia discreta (Fig. 3), figado aumentado de volume (Fig.4),
vermelho amarelado e petéquias multifocais no timo (Fig. 5). As vacas que estavam
abortando apresentaram reagdes positivas anti-Leptospira sorovar Hardjo no teste
de microaglutinacdo (MAT). Foram consideradas positivas os soros diluidos a partir
de 1:100 para sorovar Hardjo, quando no campo microscépico apresentaram no
minimo 50% ou mais de leptospiras aglutinadas, conforme descrito por Chiareli et
al,, (2012). As vacas que abortaram apresentaram 75% de leptospiras aglutinadas
para a Sorovariedades Hardjo genétipo Hardjobovis e Hardjoprajitino (amostra
Bolivia isolada em rebanho mineiro conforme Chiareli et al.,, 2012) e Hardjo 0.M.S
(amostra de referéncia).

Lesdes microscopicas e marcacio imuno-histoquimica em fetos suspeitos de
aborto a virus
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Em todos os fetos cuja principal suspeita foi de aborto por virus, observou-se
moderada quantidade de células fragmentadas nos acimulos linféides, como timo,
valvula ileocecal, linfonodos e bago (Fig. 6).

Nos dois fetos com bragnatia e nos controles negativos (fetos sem lesdo) nao
ocorreu marca¢do. A imunomarcagdo ocorreu apenas no feto 6 proveniente de
propriedade com histdrico de aborto viral, e somente com o anticorpo monoclonal
anti-herpesvirus bovino tipo 5, cepa 4E4. Esta ocorreu no citoplasma de células do
bago (Fig. 7 e 8), linfonodos mesentéricos, células de Kupffer, em macréfagos
pulmonares, e no citoplasma de neurdnios do tdlamo (Fig. 9). No coliculo caudal
ocorreu a imunomarcacgdo de células endoteliais de vasos sanguineos (Fig. 10). Os
outros dois fetos foram negativos na IHQ para VDVB e herpesvirus.

Lesdes microscopicas e marcac¢ido imuno-histoquimico em fetos suspeitos de
aborto bacteriano

Dois abortos bacterianos foram provenientes do estudo restrospectivo (fetos 1 e
10) e seis do estudo prospectivo (fetos 2, 5, 7, 8, 9, 10). Dois fetos (feto 1 e 8),
apresentaram lesdes compativeis com brucelose a qual foi posteriormente
comprovada pela marcagdao [HQ. No feto 8 foi observada uma pleurite fibrinosa
acentuada (Fig. 11) composta por grande quantidade de células mononucleares e
fibrina, e na luz alveolar pequena quantidade de neutroéfilos. Também podia ser
observada meningite composta predominantemente por células mononucleares
(Fig 12) (linfocito e macrofagos) e raros neutréfilos na regido do cortex, talamo,
cerebelo e medula cervical. Na serosa do abomaso, figado, gordura mesentérica,
intestino delgado e intestino grosso foi observado um infiltrado inflamatério
mononuclear acentudo e difuso, onde este em alguns pontos, aprofundava-se até a
submucosa do abomaso, intestino delgado e grosso. Na marcagao IHQ visualizou-se
bactérias na forma de coco-bacilos no citoplasma das células inflamatérias,
principalmente macréfagos, da pleura pulmonar (Fig. 13), meninges, serosa
intestinal e linfonodos mesentéricos.

0 feto 1, apresentou microscopicamente broncopneumonia necrotizante
multifocal, caracterizada por um discreto a moderado infiltrado inflamatério
constituido por macroéfagos e neutrdéfilos no intersticio pulmonar, associado a
pouca quantidade de fibrina e necrose de células inflamatérias no interior de
alvéolos e brénquios (Fig. 14). Na IHQ a marcacdo ocorreu em meio a restos
celulares presentes na necrose pulmonar (Fig.15) e no citoplasma de macréfagos.

No feto 10, negativo na IHQ para Brucella sp e classificado somente como
aborto bacteriano, observou-se uma pneumonia purulenta difusa acentuada (Fig.
16), caracterizada por intenso infiltrado neutrofilico, moderado de macroéfagos e
raros filetes de fibrina na luz dos alvéolos. Este infiltrado era observado nos septos
lobulares associados a focos de hemorragia. Nos linfonodos havia a presenca de
macréfagos nos seios medulares.
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Nos fetos 2 e 7, observou-se apenas a presenca de infiltrado neutrofilico e
células mononucleares associadas a filetes de fibrina na luz dos brdénquios e
alvéolos, sendo que, no feto 2 havia bactérias, na forma de cocos no pulmao.

No feto 5, onde mediante cultivo microbioldgico foi isolado
Sthaphylococcus sp, o pulmdo continha grande quantidade de neutréfilos, alguns
macréfagos e moderada quantidade de fibrina nos brénquios, bronquiolos e
alvéolos. Associado a esse infiltrado, encontravam-se colonias bacterianas em
forma de cocobacilos (Fig. 17). Estas colonias tendiam a se aderir na superficie de
algumas células inflamatdrias. O infiltrado de neutréfilos e macréfagos também foi
observado no timo e sinuséides hepaticos.

Somente um animal foi compativel com leptospirose, o feto 9. Neste,
microscopicamente, foram visualizadas no rim, nefrite intersticial mononuclear
(Fig. 18 e 19) multifocal moderada, vacuolizacdo do citoplasma das células do
epitélio tubular, com focos de necrose no tibulo contorcido proximal, pigmento
marrom no citoplasma do epitélio tubular. No figado foi observada dissociagio de
hepatécitos e infiltrado inflamatério de linfdcitos, plasmoécitos e macréfagos
periportais. Além de acentuada biliestase em interior de canaliculos biliares e de
hepatécitos (Fig. 20). Outras areas, como timo, pulmdo e coértex cerebral,
apresentavam focos de hemorragia. O pulmao com discreto espessamento de septo
e neutrdfilos nos capilares alveolares. Na impregnacdo pela prata nédo foi possivel
identificar estruturas compativeis com Leptospira sp.

Identificacio de Bactérias

Dezesseis bactérias em meio de congelamento foram encaminhadas para
identificacdo, ao laboratério de Bacterioses da Escola de Veterindria da
Universidade de Minas Gerais (UFMG). Estas eram proveninetes de trés fetos. Em
todos, exceto o feto 5, cresceram somente bactérias consideradas contaminantes.
No feto 5 houve o crescimento de Staphylococcus sp.

DISCUSSAO

Os dados do presente estudo demonstram a dificuldade de se chegar ao diagndstico
etiolégico nos casos de aborto. Tanto fetos com lesdes sugestivas abortos
bacterianos (8 casos) como virais (3 casos) chegou-se no diagndstico etiolégico em
45% deles, devendo-se levar em conta que em dois casos dos abortos bacterianos e
um dos virais eram provenientes do estudo retrospectivo, com apenas material em
parafina disponivel para o diagndstico. Segundo Kirkbride (1990) somente 30% a
40% dos fetos bovinos abortados apresentam um diagnésitico etiolégico. Estes
resultados também sdo descritos por Cortez et al., (2006), dentre 114 fetos,
encanhados para diagndstico laboratorial, e onde pesquisou-se pela PCR a presenca
de acidos nucleicos do VDVB, HVB, Brucella spp. e Leptospira spp, em 77,4% da
amostras nio foi possivel detectar nenhum dos agentes estudados. Somado a isso,
muitos fetos sdo encaminhados autolizados ou congelados, dificultando, o
isolamento do agente.
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A principal lesdo do feto diagnosticado como aborto por herpesvirus foi a
ocorréncia de fragmentacdo de células linféides do timo, valvula ileocecal,
linfonodos e bago. Achados compativeis aos descritos para aborto por herpesvirus
bovino tipo 1, com necrose linféide com deplecdo secundaria (Enright et al., 1984,
Rodger et al, 2007) assim como, necrose e infiltrado inflamatério mononuclear
periportal no figado, focos de necrose pulmonar e hemorragias na regidao medular
do rim (Rodger et al. 2007).

Oldoni et al. (2004) na produc¢do de anticorpos monoclonais, a partir de
isolados de herpesvirus bovino tipo 5, provenientes de amostras de vacas com
sintomatologia neurolégica do Rio Grande do Sul, observou que nove desses
anticorpos tiveram reagdo cruzada com 10 isolados de Herpesvirus bovino tipo 1.
No presente estudo foram usados dois tipos desses anticorpos, onde somente o
anticorpo monoclonal 4E4 foi efetivo na imuno-marcagdo e permitiu o diagnoéstico
de aborto por herpesvirus. Essa marcagdo ocorreu em varios tecidos, sendo mais
significativa no bagco. No presente estudo, no controle positivo (bovino com
encefalite por herpesvirus bovino tipo 5) ocorreu marcagdo em todo o neurdnio,
incluindo seus prolongamentos. Nos fetos testados, observou-se marca¢do no
citoplasma de células intactas de dreas sem e com necrose, assim como em areas
focais do citoplasma de neurénios e em algumas células endoteliais. Semelhante a
Crook et al (2012) em abortos por herpesvirus tipo 1 a imunomarcagio evidenciou
antigenos também em vasos e em todo o citoplasma de neurdnios. Estas diferencas,
talvez possam ter ocorrido pelo uso de diferentes cepas de virus. Rodger et al
(2007) descreve a marcacdo imuno-histoquimica em hepatécitos e em células do
bago e linfonodos, tanto na regido medular como na cortical. Esta marca¢do nos
tecidos linféides foi semelhante ao encontrado neste estudo.

Em relagdo aos abortos bacterianos em bovinos, Antoniassi et al. (2013)
descreve que a Brucella abortus foi responsavel por 1,43% da abortos,
Sthaphylococcus aureus 1,22% e Leptospira 0,6%. No presente estudo a
porcentagem encontrada foi maior, sendo, 6,66% para Brucella sp, 3,33% para
Leptospira e 3,33% Sthaphylococcus. O diagndstico de brucelose foi baseado em
lesdes macroscopicas e microscépicas. Os principais achados foram pleurite e
peritonite fibrinosa em um feto, e broncopneumonia fibrinopurulenta associada a
necrose no segundo feto, estes achados sdo semelhantes aos descrito na literatura
(Carvalho Neta 2010, Antoniassi et al. 2013). Os achados de meningite
mononuclear com imunomarcagio de bactérias, principalmente no citoplasma de
macréfagos sdo mais raros, mas estdo de acordo com o descrito por Hong et al.
(1991).

0 diagnéstico imuno-histoquimico de brucelose baseou-se na presenga de
particulas finamente granulares de coloragio marrom em citoplasma de
macrofagos, em alguns neutréfilos e em detritos extracelulares no interior de
alvéolos e bronquios, conforme o descrito por Pérez et al (1998) e Carvalho Neta
(2010).

J& o diagnéstico de aborto por Leptospira sp baseou-se nos achados
macroscopicos e microscopicos de nefrite intersticial com focos de tubulonecrose
discreta, associado as lesdes hepaticas de dissociagdo dos hepatdcito e bilestase.
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Lesdes estas também descritas na literatura como indicativa de leptospirose
(Antoniassi et al. 2013). O fato da Leptospira ndo ter sido visualizada em colorag¢des
especiais sdo justificaveis, pois outras formas da leptospira, como formas curtas e
arredondadas, agregados, ou formas cocéides nido sio detectadas pelas coloragdes
de prata, uma vez que estas sdo indistinguiveis dos artefatos (Szeredi & Haake
2006). Somado a isso, hd a extensa coloracdo da reticulina e a inabilidade de se
reconhecer fragmentos da leptospira, especialmente se poucos organismos
estiverem presentes (Wild et al. 2002). Somado a isso os resultados positivos com
aglutininas anti-sorovariedade Hardjo e o histdrico de aproximadamente 10 meses
da ultima vacinacdo do rebanho confirmam o diagnéstico, uma vez que, segundo
Chiareli et al,, (2012) as vacinas anti-leptospiras sdo imunégenos fracos, gerando
resposta imune do tipo humoral, com baixos titulos e por um curto periodo de
tempo. Segundo Grooms et al.,, (2005), bovinos infectados com a sorovariedade
Hardjo frequentemente tem uma pobre resposta de aglutinacdo de anticorpos em
uma infecgdo, onde os titulos podem ser baixos ou negativos na época do aborto e
bovinos infectados e eliminando a leptospira tem titulos de anticorpos anti-Hardjo
<100.

Nas amostras de pulmao e liquido abomasal, encaminhadas para o exame
microbiolégico, cresceram bactérias consideradas contaminantes. Somente em um
feto houve o crescimento da bactéria Staphylococcus, de forma que as lesdes
apresentadas no feto foram compativeis com este agente. Estas lesdes assemelham-
se as descritas por Coberllini et al. (2006), em que se observou inimeros grupos
bacterianos formados por cocos Gram negativos em varias partes do organismo.
Este descreve que no pulmio, haviam neutréfilos e células inflamatérias
mononucleares associadas as bactérias na luz de bronquiolos e alvéolos. Essas
bactérias podem atingir a placenta via hematdgena ou via drgios genitais atingindo
o feto por meio da veia umbilical ou liquido aminidtico (Miller 1977). O
Staphylococcus spp. pode ser encontrado no trato genital (Kolev et al. 1983) e em
materiais usados na inseminacgdo artificial podendo ser carreadas para o utero e
infectar a placenta e o feto (Coberllini et al. 2006).

Os resultados demonstram que agentes virais e bacterianos, apesar de
menos frequentes sdo responsaveis por abortos em bovinos na regido estudada.
Além disso, as técnicas de histologia e imuno-histoquimica sdo ferramentas
importantes, principalmente quando ndo se tem acesso a bacteriologia ou as
amostras encontram-se muito contaminadas ou formolizadas.
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FIGURAS E TABELAS:

Fig. 1. Brucelose. Cavidade toracica de feto bovino. Presenca de liquido avermelhado e
espessa camada de fibrina envolvendo o pulm3o.

Fig.2. Brucelose. Cavidade abdominal de feto bovino. Omento e as alcas intestinais
envoltos por uma espessa camada de fibrina.
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ig. 3. Leptospirose. Tecido Subcutineo de feto bovino apresenrando ictericia
discreta.

Fig.4. Leptospirose. Figado de feto bovinoaumentado de volume, com uma coloragio
mais avermelhada e com algumas areas amareladas.
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células. Hematoxilina-Eosina. Obj.40.
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Fig. 7. Herpes virus bovino tipo 1. Bago de feto bovino. Imunomarcagio positiva no
citoplasma de células linf6ides. Imuno-histoquimica streptavidina biotina. Obj. 40.
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células linféides do bago. Imuno-histoquimica streptavidina biotina. Obj. 20.
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Fig. 9. Herpes virus bovino tipo 1. Talamo de feto bovino com Imunomarcagio
positiva em neurdnios. Imuno-histoquimica streptavidina biotina. Obj.40.

Fig. 10. Herpes virus bovino tipo 1. Coliculo caudal de feto bovino com
Imunomarcagdo positiva no citoplasma de células endoteliais. Imuno-histoquimica
streptavidina biotina. Obj. 40.
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Fig. 11. Brucelose. Pulmio de feto bovino épresentahao plurite fibrinosa.
Hematoxilina-Eosina. Obj.20.

Fig. 12. Brucelose. Meninge de feto bovino apresentando meningite mononuclear
acentuada. Hematoxilina-Eosina. Obj.40.
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Fig. 13. Brucelose. Imunomarcagdo positiva para Brucella abortus no citoplasma de
células inflamatdrias presentes na pleura de feto bovino. Imuno-histoquimica
streptavidina biotina. Obj.40.
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Fig. 14. Brucelose. Pulmio de feto bovino com células necréticas no interior de
bronquio e alvéolos. Hematoxilina-Eosina. Obj. 40.
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Fig. 15.. Brucelose. Pulmio de feto bovino com marca¢do positiva de bactérias no
citoplasma de macréfagos. Imuno-histoquimica streptavidina biotina. Obj. 40.

Fig. 16. Aborto bacteriano. Pumio de aborto bovino com pneumonia purulenta
difusa acentuada. Hematoxilina-Eosina. Obj. 40.
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Fig. 17. Sthaphylococcus sp. Pulméo de feto bovino com infiltrado de neutrdfilos
nos alvéolos e bactérias basofilicas aderidas a superficie dos mesmos.

Hematoxilina-Eosina. Obj. 40.
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Fig. 18. Leptospirose. Rim de feto bovino com nefrite intersticial mononuclear.
Hematoxilina-Eosinaa. Obj. 40.
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Fig. 19. Leptospirose. Rim de feto bovino Com nefrite intersticial mononuclear.
Hematoxilina-Eosina. Obj. 40x.
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Fig. 20. Leptospirose. Figado de feto bovino com intenso infiltrado mononuclear e
bilestase dentro do citoplasma de hepatécitos. Hematoxilina-Eosina. Obj. 40.

(VERSAO PRELIMINAR)



