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Estudo de Prevalência de Neospora caninum em 

efetivos leiteiros na Ilha Terceira 

Resumo 

Com o primeiro e presente estudo serológico (ELISA) para Neospora caninum, obteve-

se uma prevalência geral de 14.83% em bovinos leiteiros, com animais positivos em 62,43% das 

explorações em estudo. Através de IFAT a prevalência de infeção em cães de exploração foi de 

64.52%, ao passo que apenas 8.33% dos cães de áreas urbanas estavam infetados. Assim, 

existe um maior risco de infeção em cães de exploração comparativamente a cães (p=1,419 x 

10-9). O tipo de local de alimentação (p=0,01139) e o tipo de infraestruturas associadas 

(p=0,006303), também tiveram uma associação positiva com a presença de cães infetados por 

este agente. No presente trabalho, mais do que propor soluções, focamo-nos nas principais 

dificuldades no controlo da propagação de N. caninum em bovinos leiteiros na Ilha Terceira. 

Palavras-chave: Neospora caninum, Epidemiologia, Açores, Produção Leiteira, 

Problemas de Controlo 
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Prevalence study of Neospora caninum in dairy herds 

on Terceira Island 

Abstract 

With the present – and first - serological survey (ELISA) for Neospora caninum, an overall 

prevalence of 14.83% was identified in dairy cattle, with animals in 62,43% of farms testing 

positive. IFAT showed that the prevalence of infected dogs living in farms was 64.52%, while only 

8.33% of dogs from urban areas were infected. Thus, there is a higher risk of infection in farm 

dogs compared to urban dogs (p=1,419 x 10-9). The type of feeding place (p=0,01139) and the 

type of associated infrastructure (p=0,006303), also had a positive association with the presence 

of dogs infected with this agent. In the present work, more than proposing solutions, we focus on 

the most important difficulties in controlling the spread of N. caninum in dairy cattle and dogs in 

Terceira Island. 

Key-words: Neospora caninum, Epidemiology, Azores, Dairy Production, Control 

Problems 
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I – Casuística 
1. Introdução 

 A presente dissertação de mestrado surge no âmbito do Mestrado Integrado de Medicina 

Veterinária da Universidade de Évora, realizado em Clínica e Cirurgia de Espécies Pecuárias. O 

estágio, com duração de cinco meses, iniciou-se a quatro de outubro de 2021 e teve o seu 

término a quatro de março de 2022, na UNICOL – Cooperativa Agrícola, C.R.L., com sede na 

Ilha Terceira – Açores. 

Este estágio incluiu ações de profilaxia e sanidade animal, clínica e cirurgia de bovinos 

leiteiros de ambulatório e acompanhamento reprodutivo de explorações de bovinos, tendo como 

orientador interno o Professor Hélder Cortes, e orientador externo o Dr. João Fernandes 

Fagundes da Silva.  

A presente dissertação tem como objetivo contribuir para o conhecimento da 

epidemiologia de uma afeção com graves consequências na fertilidade dos bovinos: a infeção 

por Neospora caninum nos efetivos leiteiros da Ilha Terceira. 

2. Descrição da área de Estudo 

 Este estágio de domínio fundamental realizou-se na UNICOL – Cooperativa Agrícola, 

C.R.L., sediada na Vinha Brava, no concelho de Angra do Heroísmo, na Ilha Terceira, no 

arquipélago dos Açores. 

 A UNICOL – Cooperativa Agrícola, C.R.L., trata-se de uma cooperativa, com produtores 

das ilhas Terceira e Graciosa, sendo o seu órgão máximo a Assembleia Geral, formada por 50 

delegados e, foi constituída a 18 de Junho de 1946. Atualmente, esta cooperativa é responsável 

pela recolha, quase total, e transformação do leite produzido nestas duas ilhas. Engloba diversos 

serviços, como serviços de assistência veterinária, com uma equipa formada por seis médicos 

veterinários na Ilha Terceira e um médico veterinário na Ilha Graciosa, prestando serviços de 

clínica e cirurgia de ambulatório, profilaxia, controlo reprodutivo e aconselhamento dos 

produtores, inseminação artificial, podologia, recolha de leite e comercialização de produtos 

lácteos, fabrico de alimentos compostos para animais, comercialização de fatores de produção 

e de gado para abate (UNICOL – Cooperativa Agrícola, C.R.L., 2022). 

 Na Ilha Terceira, predominam as explorações de bovinos de aptidão leiteira, no entanto, 

tendo em conta o novo paradigma pelo qual muitos produtores estão a passar, o número de 

explorações de bovinos leiteiros encontra-se em declínio, estando a ocorrer uma conversão de 

muitas destas explorações em explorações de produção de bovinos de carne. Segundo dados 

do Instituto de Financiamento da Agricultura e Pescas (IFAP) relativos ao ano de 2021, a Região 

Autónoma dos Açores foi responsável pela produção de cerca de 34% de todo o leite nacional 

(IFAP, 2021) e, segundo os últimos dados, disponibilizados pela plataforma “Portal do Leite”, 

referentes ao número de produtores e total de leite entregue nas unidades industriais de 

lacticínios dos Açores, verifica-se que o total de leite entregue, na Ilha Terceira, em 2021 foi de 
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cerca 153 milhões de litros, representando 24% do leite açoriano e 8% do leite nacional, 

produzidos por um universo de 475 produtores, no entanto este número tem vindo a diminuir em 

relação aos anos anteriores (856 produtores em 2011) (SRADR, 2021). Segundo dados 

referentes ao ano de 2014, a recolha de leite na Ilha Terceira gerou 48 milhões de euros, 

representando assim um dos setores mais importantes na economia terceirense (GEE, 2016).  

Existem atualmente sete empresas dedicadas à transformação de leite destinado ao 

consumo humano, sendo a Pronicol Produtos Lácteos S.A., responsável pela marca Milhafre dos 

Açores, aquela que tem maior relevância, em termos de quantidade de leite recolhido e 

transformado (SRADR, 2021). 

As explorações trabalham na sua grande maioria em regime extensivo e semi-intensivo, 

com efetivos médios com cerca de 40 animais, na sua maioria, em pastoreio permanente, sendo 

que grande parte das ordenhas são realizadas na própria pastagem, com recurso a máquinas 

de ordenha móveis, e em apenas cerca de 20% das explorações a ordenha é feita numa sala de 

ordenha.  

A pastagem é a base da alimentação, suplementando-se, em alturas de menor 

abundância, com alimentos compostos complementares e silagem de erva e/ou de milho. 

Segundo dados dos últimos censos, realizados em 2021, na Região Autónoma dos 

Açores existem 246.772 habitantes (SREA, 2021), em relação ao efetivo bovino, existem 283 mil 

bovinos nos Açores (cerca de 66 mil presentes na Ilha Terceira) (DRAAC, 2021; INE, 2021), dos 

quais cerca de 95 mil são de aptidão leiteira (cerca de 24 mil bovinos leiteiros na Ilha Terceira) 

(DRAAC, 2021; SRADR, 2021), já na Ilha Terceira, existem 56.437 habitantes (35.402 no 

concelho de Angra do Heroísmo e 21.035 no concelho da Praia da Vitória) (SREA, 2021). 

3. Atividades Desenvolvidas 

 Durante o estágio, acompanhei o Dr. João Fagundes no decorrer das suas atividades e 

tarefas, tendo sido desenvolvidas diversas ações de profilaxia médico-veterinária de algumas 

doenças infeciosas (clostridioses, doença respiratória bovina, IBR e BVD) através da vacinação 

de vitelos e da sua desparasitação, também se realizaram diagnósticos de gestação e de afeções 

do aparelho reprodutor, nos dias destinados ao acompanhamento reprodutivo, a quatro 

explorações de bovinos leiteiros e uma de carne, em horário combinado com os produtores, de 

forma rotineira, e de forma esporádica a outras explorações, cujo produtor solicitava os serviços 

de acompanhamento reprodutivo, com recurso ao ecógrafo Easi-Scan:Go, da IMV Imaging©. 

Pude acompanhar, o Dr. João Fagundes, e participar ativamente no serviço de clínica e 

cirurgia de bovinos em ambulatório, de acordo com a escala de serviço estipulada durante a 

semana, e também, mas de forma rotatória, durante os fins de semana. Tendo observado 

maioritariamente afeções do sistema respiratório (complexo respiratório bovino) e digestivo 

(diarreias neonatais) em vitelos, em relação aos bovinos adultos observaram-se principalmente 

problemas metabólicos (hipocalcemia e cetose), afeções respiratórias (broncopneumonias), 

partos distócicos e, por fim, problemas digestivos (indigestões e deslocamento de abomaso). 
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Por fim, também pude acompanhar e ajudar, nos dias de folga semanal, o podólogo 

Fábio Andrade, responsável pelo serviço de podologia da UNICOL – Cooperativa Agrícola, 

C.R.L., no tratamento das afeções podais existentes nas explorações, bem como na aparagem 

corretiva dos cascos, através de agendamento prévio com os produtores. 

 Durante as atividades desenvolvidas com o Dr. João Fagundes, nas 40 explorações 

previamente selecionadas de forma aleatória para o desenvolvimento desta dissertação, 

procedeu-se à recolha de sangue de dez bovinos de forma aleatória, para tubos sem 

anticoagulante, procedendo-se à entrega destas amostras biológicas no Laboratório Regional de 

Veterinária (LRV) para posterior análise. Após a conclusão das recolhas de sangue dos bovinos, 

procedeu-se à recolha de sangue dos cães presentes em 20 das 40 explorações selecionadas, 

também para tubos sem anticoagulante, tendo os mesmos sido centrifugados, após coagulação, 

e seguidamente congelados. 

II - Revisão bibliográfica sobre Neosporose Bovina 

1.  Introdução 

1.1. Aborto em Bovinos 

 O aborto em bovinos é definido de diferentes formas quer na literatura quer por médicos 

veterinários e produtores, no entanto, por consenso científico, deve definir-se aborto em bovinos 

como a expulsão de um feto entre o período a partir do qual ocorre a diferenciação completa (dia 

42) e entre o limite em que este não é capaz de ter uma vida independente (dia 260) (New York 

State College of Veterinary Medicine, 1911; Mee, 2020). 

 Quer o aborto, quer a mortalidade embrionária, são acontecimentos responsáveis por 

provocar grandes prejuízos económicos nas explorações leiteiras, seja pela perda direta de uma 

gestação e consequente aumento do intervalo entre partos, seja pelo atraso e aumento da idade 

ao primeiro parto das novilhas de reposição, afetando assim de forma negativa todos os índices 

de produtividade dos efetivos (De Vries, 2006; Albuja et al., 2019). Segundo López-Gatius et al., 

(2004), o aborto, para os produtores de leite, é provavelmente o problema reprodutivo com maior 

importância, em especial se este ocorrer entre os 30 e 90 dias de gestação (López-Gatius et al., 

2004b). 

2. Neosporose 
2.1. Introdução Histórica 

 A neosporose é uma doença causada por Neospora caninum, um protozoário, parasita 

intracelular obrigatório (García-Sánchez et al., 2020), muito semelhante estruturalmente com 

Toxoplasma gondii (Dubey et al., 1988a; Pitel et al., 2001). Esta similaridade estrutural, dificultou 

a sua diferenciação, tendo apenas sido caracterizado em 1988 por Dubey et al. (1988a) (Dubey 

et al., 1988a; Lindsay e Dubey, 2020). No entanto, esta doença e a sua apresentação clínica já 

fora observada e descrita, pela primeira vez, em cães infetados congenitamente, com 

encefalomielite grave e que não apresentavam anticorpos contra Toxoplasma gondii, na Noruega 
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em 1984 (Bjerkås et al., 1984). Foi graças à descrição deste caso que foi possível obter-se a 

caracterização detalhada deste parasita e a sua designação atual de Neospora caninum, 

deixando de se confundir com T. gondii, devido ao trabalho de Dubey et al. (1988a), que 

procederam à análise retrospetiva de cortes histológicos e das apresentações clínicas de 23 

cães, cujo diagnóstico final tinha sido toxoplasmose. De facto, identificaram o parasita T. gondii 

em 13 cães, mas nos restantes dez cães foi identificado o parasita que Dubey entendeu 

denominar por Neospora caninum. Os autores chegaram então à conclusão de que este último 

parasita apresentava uma estrutura diferente de T. gondii, e a inexistência de reação serológica 

cruzada entre os dois. Apesar de terem uma apresentação clínica semelhante, a neosporose é 

caracterizada por afeções neurológicas e de miosite mais graves, relativamente à toxoplasmose, 

o que coincidiu com os achados histológicos (Dubey et al., 1988a). Dubey et al. (1988a), 

observaram que os quistos de Neospora caninum encontravam-se no citoplasma celular, 

apresentando bradizoítos com inúmeras róptrias (ao contrário de T. gondii que apresentam 

poucas róptrias). Com estes trabalhos, os autores concluíram que estavam na presença de um 

novo género e espécie (Dubey et al., 1988a), o qual no presente é a mais importante causa de 

prejuízo em explorações de bovinos de leite de origem parasitária (Dubey, 1999; Hemphill e 

Gottstein, 2000). 

Este parasita foi isolado a partir de uma cultura celular proveniente de cachorros 

infetados congenitamente, que embora tivessem nascido saudáveis, desenvolveram paresia dos 

membros posteriores, entre as cinco e oito semanas de vida. Tendo-se verificado que as lesões 

consistiam predominantemente em poliradiculoneurite e polimiosite granulomatosa (Dubey et al., 

1988b). Este isolamento permitiu então a obtenção de antigénio para ser utilizado em testes 

imunológicos (Dubey et al., 1988b) e imunohistoquímicos (Lindsay e Dubey, 1989a). Com a 

disseminação do conhecimento e das técnicas utilizadas para diagnóstico, em poucos anos 

tornou-se evidente que a neosporose trata-se de uma importante causa de aborto e mortalidade 

neonatal em bovinos, em todo o mundo (Dubey e Lindsay, 1996; Dubey et al., 2007, 2017; 

Lindsay e Dubey, 2020). 

A primeira descrição de Neospora caninum em Portugal ocorreu em 2001 (Thompson et 

al., 2001), e o primeiro isolado, a partir do tecido cerebral de um feto abortado com quatro meses, 

em 2002, oriundo de uma vacaria de leite no Porto (Canada et al., 2002b). 
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2.2. Etiologia 

 Neospora caninum é um parasita protozoário intracelular (García-Sánchez et al., 2020), 

pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiorida, 

Família Sarcocystidae e Género Neospora (Ellis et al., 1994; McAllister et al., 1998a; Goodswen 

et al., 2013). N. caninum é um protozoário muito semelhante estruturalmente com T. gondii 

(Dubey et al., 1988a), no entanto, tendo por base este estudo, Dubey et al. (2002) distingue a 

infeção por N. caninum de T. gondii, relacionando a apresentação clínica dos animais (a paresia 

dos membros posteriores é apenas verificada em animais com neosporose), o aspeto 

morfológico dos quistos tecidulares [ao contrário dos quistos de T. gondii, que têm as paredes 

do vacúolo parasitóforo muito finas (<0.5 µm), os quistos de N. caninum têm as paredes do 

vacúolo parasitóforo muito mais espessas, 1-4 µm] (Fig. 1), a nível serológico e imuno-

histoquímico (os animais não possuíam anticorpos anti-T. gondii e, nas análises 

imunohistoquímicas não ocorria reação aos anticorpos para T. gondii) (Dubey et al., 2002a).  

 Atualmente, N. caninum é considerado um dos principais agentes causadores de aborto 

em bovinos, a nível mundial (McAllister et al., 1998a; Pitel et al., 2001; Dubey et al., 2006, 2007; 

Almería et al., 2009; de Oliveira et al., 2010; Lindsay e Dubey, 2020). Este parasita, além de 

provocar abortos em bovinos, casualmente pode causar aborto em pequenos ruminantes (ovinos 

e caprinos) (Lindsay et al., 1995; Kobayashi et al., 2001; Koyama et al., 2001), veados (Gondim 

et al., 2004b), rinocerontes, alpacas e lamas (Dubey et al., 2002a; Dubey, 2003; Dubey et al., 

Figura 1. Comparação entre o aspeto dos quistos tecidulares 
formados por N. caninum e T. gondii. (Dubey et al. (2002))    
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2006) é também responsável por provocar doença grave em cães (Dubey e Lindsay, 1996; 

Dubey et al., 2006). Estudos recentes comprovaram a infeção por Neospora caninum em porcos 

na China (Gui et al., 2020).  

Outra espécie, sugerida por Marsh et al. (1998) após inoculação de uma cultura de 

células em tecido cerebral de um cavalo, Neospora hughesi, com base em diferenças 

relativamente a proteínas, perfis da região ITS1, e morfologia dos quistos tecidulares, é 

responsável por afetar equinos (Marsh et al., 1998; Dubey et al., 2002a), causando problemas 

neurológicos associados à encefalite causada e mortalidade neonatal (Dubey et al., 2001b). 

 Além das espécies referidas acima, já foram encontrados anticorpos contra N. caninum 

em roedores (ratos) e lagomorfos (coelhos) (Almería, 2013), guaxinins, camelos, porcos, gatos 

(Dubey e Lindsay, 1989a, 1989b), raposas (Almería et al., 2002), coiotes e outros animais 

silvestres (Dubey, 2003; Dubey et al., 2007; Almería, 2013), além destes também foram 

encontrados anticorpos em mamíferos aquáticos, como morsas, focas, golfinhos, leões-marinhos 

e lontras (Dubey et al., 2003).  

Apesar de existirem relatos da presença de anticorpos contra N. caninum, sugerindo 

infeção ou exposição, nunca se conseguiu encontrar vestígios do parasita em tecidos humanos 

(Tranas et al., 1999; Lobato et al., 2006; Duarte et al., 2020), no entanto encontram-se descritas 

infeções experimentais em macacos-rhesus (Macaca mulatta) em que os taquizoítos 

atravessaram a placenta e infetaram o feto (Barr et al., 1994; Dubey et al., 2017), causando 

incerteza acerca do potencial zoonótico deste parasita (Dubey et al., 2007) e dos seus efeitos 

sobre a gestação de humanos (Duarte et al., 2020), uma vez que num estudo, realizado in vitro, 

verificou-se a infeção de células trofoblásticas humanas e de células HeLa por N. caninum 

(Carvalho et al., 2010). 

Mais recentemente, num estudo desenvolvido por Oshiro et al., (2015), os autores 

encontraram anticorpos anti-N. caninum em pacientes com o vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), sugerindo que humanos imunocomprometidos poderão ficar infetados, de forma 

oportunista, com N. caninum da mesma forma que se infetam com T. gondii, ou seja pelo 

consumo acidental de oocistos esporulados eliminados nas fezes de cães, e pelo consumo de 

carne crua ou mal processada termicamente com quistos tecidulares dos H.I. (McCann et al., 

2008). 

2.3. Ciclo de Vida 

 O ciclo de vida deste parasita é heteroxeno, ou seja, são necessários dois hospedeiros 

para que o seu ciclo de vida se complete (Dubey et al., 2006).  Os cães (canis lupus familiaris) 

(McAllister et al., 1998a) e outros canídeos como os coiotes (canis latrans) (Gondim et al., 2004c), 

os lobos (canis lupus) (Dubey et al., 2011; Donahoe et al., 2015) e os dingos (canis lupus dingo) 

(King et al., 2010) são reconhecidos como hospedeiros definitivos (H.D.) de N. caninum, nos 

quais ocorre a fase sexuada do ciclo de vida deste parasita (Khan et al., 2020). Em relação aos 

hospedeiros intermediários (H.I.), os bovinos são a principal espécie afetada (Dubey et al., 2007), 
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no entanto este parasita apresenta uma grande variedade de H.I como, por exemplo, herbívoros 

como os ovinos (Kobayashi et al., 2001; Koyama et al., 2001; Dubey et al., 2002a), caprinos 

(Lindsay et al., 1995), equinos (Lindsay et al., 1996; Bartova et al., 2015), búfalos (Neverauskas 

et al., 2015), e outros mamíferos, como os suínos (Gui et al., 2020), felinos (Dubey e Lindsay, 

1989a; Dubey et al., 2002b), raposas (Almería et al., 2002), roedores (ratos, gerbilos, porquinhos-

da-índia) (Lindsay e Dubey, 1990; McAllister et al., 1998a; Dubey e Lindsay, 2000; Schares et 

al., 2001a), lamas e alpacas (Dubey e Schares, 2011; King et al., 2015), corvos (Salant et al., 

2015), galinhas (Costa et al., 2008), pombos (Du et al., 2015; de Barros et al., 2018), 

rinocerontes, diversas espécies de veados, algumas espécies de mamíferos aquáticos (focas e 

lontras) (Dubey e Schares, 2011; Almería, 2013; Donahoe et al., 2015; Liu et al., 2015).  

Os cães e outros canídeos silvestres, como os lobos e coiotes, além de serem H.D. de 

N. caninum, são também H.I. deste parasita (Gondim et al., 2004c; Dubey et al., 2007; Dubey e 

Schares, 2011; Dubey et al., 2011; Almería, 2013; Donahoe et al., 2015). 

 O ciclo de vida de N. caninum (Fig. 2) é marcado por três estados infecciosos: 

taquizoítos, em constante divisão, quistos tecidulares com bradizoítos, em crescimento lento, e 

oocistos com esporozoítos (Dubey et al., 2007, 2006; Silva e Machado, 2016).  

Os taquizoítos e os quistos tecidulares são os dois estados encontrados nos H.I. e HD, 

que ocorrem intracelularmente (Dubey et al., 2002a). Os taquizoítos consistem numa forma de 

multiplicação rápida das células haploides, responsável alterações deletérias dos tecidos, 

destruindo as células hospedeiras, permitindo assim a sua célere propagação, movendo-se entre 

Canídeos Hospedeiros 

Definitivos 

Oocistos não esporulados 

eliminados nas fezes 

Ingestão pelos 

canídeos 

Taquizoítos 

Feto infetado 

Quistos tecidulares nos 

Hospedeiros Intermediários 

Hospedeiros Intermediários 

Alimentos e água contaminados 

Oocistos 

esporulados 

Meiose 
Oocistos nos 

alimentos, 

água, ou solo 

Ingestão pelos 

Hospedeiros 

intermediários 

Figura 2. Ciclo de Vida de Neospora caninum. Imagem adaptada de 
Lindsay e Dubey, (2020) 
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as células hospedeiras ou por via sanguínea, disseminando a infeção pelo organismo do 

hospedeiro, e de forma transplacentária infetando o feto (Gottstein e Conraths, 2007). Estas 

formas de desenvolvimento rápido apresentam um aspeto semilunar, medem aproximadamente 

6 x 2 µm, com um núcleo central mas, ao contrário dos bradizoítos, não possuem grânulos de 

amilopectina, dividem-se rapidamente de forma assexuada no espaço intracelular, no interior de 

um vacúolo parasitóforo, por uma espécie de divisão binária chamada de endodiogenia (Sykes, 

2014; Khan et al., 2020), podendo infetar o útero, no caso do animal estar gestante (Dubey et 

al., 2006) e células nucleadas dos tecidos nervoso, endotelial, muscular, hepático, renal, 

macrófagos alveolares, e trofoblasto no placenta, o que sugere uma baixa especificidade celular 

(Hemphill et al., 1999; Speer et al., 1999), causando a sua lise, devido à grande expansão do 

vacúolo parasitóforo, e permitindo a saída de novos taquizoítos e invasão de outras células, 

ativando os mecanismos de resposta inata e adaptativa do sistema imune do hospedeiro. Face 

à ação conjugada do sistema imune do hospedeiro, os taquizoítos irão converter-se em 

bradizoítos, ou seja, convertem-se num tipo de células com multiplicação lenta, com um diferente 

metabolismo e expressão antigénica, formando uma parede quística intracelular, em seu redor, 

que protege as formas parasitárias do sistema imune e de fármacos (Barr et al., 1991a; Dubey 

et al., 2002a; Khan et al., 2020; Lindsay e Dubey, 2020). 

Os quistos tecidulares consistem numa forma de latência do parasita, que se encontram 

no interior de vacúolos parasitóforos de paredes espessas originados a partir da membrana 

plasmática da célula hospedeira e são encontrados nos tecidos dos H.I. e H.D. (Dubey et al., 

2017, 1988a, 1988b). Estes quistos tecidulares são encontrados frequentemente nos tecidos do 

sistema nervoso central (Dubey e Lindsay, 1996; Dubey et al., 2007), no entanto também podem 

ser encontrados em tecidos extraneurais, em especial no tecido muscular (Peters et al., 2001; 

Dubey et al., 2004), e noutros órgãos como fígado, coração e pulmões, podendo persistir muitos 

anos de forma assintomática (Dubey e Lindsay, 1996; Collantes-Fernández et al., 2006; Dubey 

et al., 2017; Jiménez-Pelayo et al., 2019) mas, em caso de imunodepressão do hospedeiro, pode 

ocorrer a recrudescência da doença através da conversão dos bradizoítos em taquizoítos, 

causando a rotura dos quistos tecidulares dispersando a infeção (Dubey, 1999; Wouda et al., 

1999b; Hemphill et al., 2006). Este processo encontra-se bem descrito em animais gestantes, 

levando à infeção fetal (Quinn et al., 2002; Williams et al., 2009; Sykes, 2014). Os quistos de N. 

caninum têm uma forma esférica ou oval até 107 µm de comprimento, e podem conter até 100 

bradizoítos multiplicando-se lentamente, apresentam uma parede singular e lisa, mas espessa 

podendo atingir os 4 µm. Tipicamente, os quistos tecidulares, em bovinos, apresentam um 

tamanho pequeno, entre 5-50 µm de diâmetro, com a espessura da parede a variar entre <1 a 

2,5 µm, sendo a espessura da parede independente do tamanho do quisto (Dubey et al., 2002a). 

Os bradizoítos, no interior dos quistos, medem aproximadamente 7 a 8 x 2 µm, apresentam um 

núcleo em posição terminal, e contêm alguns grânulos de amilopectina, que com a coloração de 

ácido periódico-Schiff (PAS) coram de vermelho (Dubey et al., 2004), conseguem sobreviver à 
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temperatura de 4°C até 14 dias (Lindsay et al., 1999a; Speer et al., 1999; Dubey et al., 2002a) e 

são também resistentes à ação da pepsina e tripsina (Silva e Machado, 2016). 

Pensa-se que os bradizoítos são responsáveis pelas fases de reprodução sexuada e 

assexuada nos intestinos dos canídeos, culminando na formação de oocistos que acabam por 

ser eliminados nas fezes (Dubey et al., 2004; Lindsay e Dubey, 2020), no entanto ainda é 

desconhecido o local onde ocorrem as fases de reprodução sexuada, esquizogonia e 

gametogonia. A única forma sexuada de N. caninum conhecida, até hoje, é o oocisto diploide 

não esporulado (Khan et al., 2020). 

 Os oocistos não esporulados de N. caninum (Fig. 3) são excretados nas fezes, pelos 

seus H.D., como os cães, lobos e coiotes, para o ambiente sendo esta uma forma de resistência 

às condições ambientais, podendo sobreviver por vários meses ou até anos (McAllister et al., 

1998a; Lindsay et al., 1999a; Gondim et al., 2004c; Silva e Machado, 2016), a sua esporulação 

ocorre, fora do seu H.D., no ambiente. Os oocistos usualmente apresentam uma forma esférica 

a semiesférica com um diâmetro entre os 10 e 12 µm, contendo um esporonte central (Dubey et 

al., 2002a) e, regra geral, em condições ambientais demoram sensivelmente 24 horas a esporular 

(Lindsay et al., 1999a) podendo ir até às 72 horas após eliminação com as fezes (Sykes, 2014; 

Shaapan, 2016). A parede dos oocistos é lisa e sem coloração, apresentando uma espessura de 

0,6-0,8 µm, é responsável por envolver os dois esporocistos haploides obtidos por meiose 

durante o processo de esporulação (Dubey et al., 2017, 2002a). Cada oocisto contêm dois 

esporocistos, cada um com quatro esporozoítos, de forma alongada com um núcleo em posição 

central ou ligeiramente posterior, medindo, individualmente, 6,5 x 2 µm (McAllister et al., 1998a; 

Lindsay et al., 1999b). Após a esporulação, os oocistos tornam-se capazes de infetar os H.I. e 

H.D. (Rosypal e Lindsay, 2005), no entanto as fases entero-epiteliais deste parasita, no intestino 

dos hospedeiros definitivos, ainda não foram devidamente identificadas (Dubey et al., 2002a). 

No entanto, já foram observadas várias estruturas semelhantes a esquizontes e oocistos na 

mucosa e vilosidades intestinais, apesar de a reação serológica com estas estruturas, não ter 

sido completamente esclarecedora (Kul et al., 2015). 

Figura 3. Estados de N. caninum em cães e murganhos. (A). Oocisto não 
esporulado com massa central. (B) Oocisto esporulado com dois esporocistos 
(seta) e com esporozoítos (cabeça de seta). (C) Esfregaço de fígado de murganho 
sacrificado após inoculação com fezes de cão, apresentando taquizoítos 
individualizados (cabeça de seta) e de um taquizoíto em divisão por endodiogenia 
(seta). Coloração Giemsa. (McAllister et al. (1998)) 
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Atualmente pouco se sabe acerca da resistência dos oocistos de N. caninum no 

ambiente, ainda assim é possível assumir que devido à robustez da sua parede, sejam 

resistentes à congelação e dessecação, sendo assim capazes de sobreviver às condições 

ambientais (Goodswen et al., 2013; Dubey et al., 2017), de forma semelhante aos oocistos de T. 

gondii (Dubey, 2004a; Dubey et al., 2007; Jones e Dubey, 2010). 

Segundo Dubey et al., (2007), e Shaapan, (2016), nos carnívoros hospedeiros 

definitivos, a transmissão horizontal dá-se através da ingestão de tecidos infetados com quistos 

tecidulares, contendo bradizoítos, provenientes dos H.I., tais como membranas fetais (placenta), 

fetos abortados (Dijkstra et al., 2001b), tecido neuronal ou outros tecidos infetados dos bovinos 

(Gondim et al., 2002) como o músculo cardíaco, tecido hepático, músculos masséteres, 

comprovados por Cavalcante et al., (2011), mas não pela ingestão de leite ou colostro de vacas 

infetadas (Davison et al., 2001; Dijkstra et al., 2001b). Estes carnívoros também se podem 

parasitar com a ingestão de alimentos ou água contaminada com oocistos esporulados (Dubey 

et al., 2007, 2006). Alternativamente, num estudo realizado por Schares et al., (2005), os autores 

verificaram que cães, cujos donos afirmaram que não comeram tecidos de bovino, nem tecidos 

de outro H.I. de N. caninum, tinham eliminado oocistos nas fezes, colocando-se a hipótese de a 

coprofagia poder ser uma forma de disseminação de oocistos pelo ambiente. Além da 

transmissão horizontal, também pode ocorrer transmissão vertical nos cães, diversos estudos 

provaram a transmissão de N. caninum através de cadelas infetadas subclinicamente à sua 

descendência em ninhadas sucessivas, ainda assim a infeção transplacentária não apresenta 

grande relevância na manutenção da infeção em populações caninas (Dubey e Lindsay, 1989c; 

Cole et al., 1995; Barber e Trees, 1996; Dubey, 2003; Dubey et al., 2005, 2006, 2007; Heckeroth 

e Tenter, 2007; Reichel et al., 2007; Dubey e Schares, 2011; Goodswen et al., 2013). 

Hospedeiros intermediários, como os bovinos, podem infetar-se através da ingestão de 

pastagem, água ou qualquer outro tipo de alimento contaminado com oocistos esporulados de 

N. caninum. Após a ingestão dos oocistos esporulados inicia-se o processo de 

desenquistamento, no qual os esporozoítos são libertados no lúmen intestinal. Posteriormente 

ocorre a invasão do epitélio intestinal e a conversão dos esporozoítos em taquizoítos, a nível 

intracelular num vacúolo parasitóforo, replicando-se rapidamente por endodiogenia (Goodswen 

et al., 2013) conduzindo ao rebentamento das células infetadas. Pensa-se que esta fase ocorre 

nos linfonodos mesentéricos (Dubey et al., 2006) o que permitirá a disseminação deste agente 

parasitário, por via sanguínea, pelo organismo do H.I., infetando o útero, no caso do animal estar 

gestante (Dubey et al., 2006), e diferentes tipos de células (Barr et al., 1993; Dubey et al., 2002a), 

referidas anteriormente. Após esta disseminação dos taquizoítos dá-se a sua conversão em 

bradizoítos, em resposta aos mecanismos de defesa do H.I., formando quistos tecidulares 

ficando assim protegidos da resposta imune do H.I. (Barr et al., 1991a; Dubey et al., 2002a; Miller 

et al., 2009; Khan et al., 2020; Lindsay e Dubey, 2020). 

O ciclo de vida deste parasita fica concluído quando os quistos tecidulares, por exemplo 

presentes em carne contaminada, são ingeridos por um canídeo (McAllister et al., 1998a). Estes 
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quistos conseguem sobreviver à passagem pelo estômago, uma vez que são resistentes à ação 

da pepsina e tripsina (Silva e Machado, 2016), mas ao chegar ao intestino delgado ocorre a sua 

libertação e acabam por infetar as células do epitélio intestinal. As fases entero-epiteliais, de 

esquizogonia e gametogonia, deste protozoário ainda não foram completamente clarificadas 

mas, como referido anteriormente, presume-se que antecedam a fase diploide, formação dos 

oocistos, contendo esporozoítos (Dubey et al., 2004; Hemphill et al., 2009), recomeçando o seu 

ciclo de vida (Goodswen et al., 2013), tendo sido demonstrado, por diversos autores, que cães 

alimentados com carne de diferentes H.I. infetada com taquizoítos ou quistos tecidulares 

(contendo bradizoítos), podem eliminar até milhões de oocistos (McAllister et al., 1998a; Lindsay 

et al., 1999a, 2001; Schares et al., 2001b; Gondim et al., 2002; Dubey et al., 2007; Silva e 

Machado, 2016). 

No entanto, mais recentemente, Kul et al., (2015) observaram a presença de numerosas 

estruturas semelhantes a esquizontes e oocistos na mucosa intestinal e epitélio das criptas (Fig. 

4 e 5), além de que, em algumas áreas, o epitélio das criptas continha estruturas granulares 10 

a 15 µm, no lado apical das células (Fig. 6). Estas estruturas semelhantes a esquizontes, a nível 

imuno-histoquímico, apresentavam grande afinidade aos antigénios de N. caninum, 

adicionalmente, também se observaram numerosas fases de desenvolvimento características 

dos esquizontes num interior de áreas de necrose e criptas quísticas (Fig. 6). Os autores também 

verificaram a presença de estruturas, com baixa afinidade aos antigénios de N. caninum, 

semelhantes a microgamontes com o aspeto de pequenos pontos com estruturas semelhantes 

a flagelos (Fig. 7). Também foi observada a presença de oocistos intracelulares tendo mostrado 

uma imunopositividade fraca a N. caninum, no entanto não foi encontrada qualquer presença 

antigénica de N. caninum nos tecidos intersticiais, apenas em neurónios degenerados e em focos 

de necrose a nível pulmonar e cardíaco (Kul et al., 2015). 

Presentemente, é reconhecida a existência de um ciclo de transmissão deste parasita 

em meios rurais, entre cães e bovinos, uma vez que num estudo realizado por Antony e 

Williamson, (2003), na Nova Zelândia, verificou-se que a seroprevalência de anticorpos anti-N. 

Figura 5. Zigoto e formas semelhantes a 
oocistos de N. caninum no epitélio ileal (seta). 
H&E. 100 μm. (Kul et al., (2015)) 

Figura 4. Marcação forte de um oocisto de N. 
caninum. IHC. 60 μm. (Kul et al., (2015)) 



12 
 

caninum nos cães dos meios rurais era expressivamente mais elevada, quando comparados com 

cães urbanos. 

A existência de coiotes e de outros canídeos silvestres pode vir a desempenhar um papel 

importante naquilo que é o ciclo de vida silvático de N. caninum, juntamente com o facto dos 

veados serem um H.I. deste parasita. Assim sendo, coloca-se a hipótese da ocorrência de 

infeção por N. caninum entre animais silvestres e animais domésticos (Gondim et al., 2004b; 

Almería, 2013). A ocorrência de caçadas, promovidas pelo Homem, favorece a transmissão 

deste parasita dos veados para os canídeos, uma vez que as carcaças destes são comummente 

evisceradas no campo. Por sua vez, a infeção dos canídeos aumenta o risco da transmissão 

deste protozoário aos animais domésticos (Gondim et al., 2004c).   

2.3.1. Eliminação de oocistos pelos cães e outros hospedeiros definitivos 

Os oocistos são um aspeto muito importante da epidemiologia da neosporose, no entanto 

ainda pouco se sabe acerca da sua biologia (Dubey et al., 2007). Diversos autores verificaram 

que os cães começam a eliminar oocistos cinco ou mais dias após a ingestão de tecidos 

(incluindo tecido neuronal, muscular, vísceras e membranas fetais) de animais infetados 

naturalmente ou experimentalmente (McAllister et al., 1998a; Lindsay et al., 1999a, 2001; 

Schares et al., 2001b; Gondim et al., 2002), contudo ainda pouco se sabe acerca da frequência 

de eliminação de oocistos por parte de cães cronicamente infetados e se a eliminação ocorre 

mais do que uma vez ao longo da sua vida (Dubey, 2003), uma vez que num estudo feito por 

Dijkstra et al., (2001b), verificou-se que dois cães, já infetados por N. caninum, não eliminaram 

mais oocistos após nova exposição a este agente, pelo consumo de placentas infetadas. No 

entanto, ainda é necessária a confirmação destas observações em trabalhos com maior número 

de cães (e possivelmente canídeos silvestres) e com diferentes tipos de tecidos infetados tendo 

diferentes quantidades de N. caninum. O recrudescimento da eliminação de oocistos pelas fezes 

Figura 7. Estruturas semelhantes a 
esquizontes de N. caninum no epitélio das 
criptas intestinais (setas). H&E. 100 μm. 
Imagem inserida: Marcação forte de 
esquizontes no epitélio das criptas. IHC. 
(Kul et al., (2015)) 

Figura 6. Marcação de esquizontes e de 
microgamontes semelhantes a flagelos 
mostrando uma fraca positividade para 
antigénios de N. caninum (ponta de seta) e 
uma forte marcação de esquizontes (setas). 
IHC. Bar, 100 μm (Kul et al., (2015)) 
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também necessita de mais estudos, de modo a determinar a possibilidade da ocorrência deste 

fenómeno em determinadas circunstâncias (ex. gestação) e diferentes níveis de stress (Haddad 

et al., 2005). A duração total do tempo em que os hospedeiros definitivos eliminam oocistos nas 

fezes, após a infeção primária, varia desde um a vários dias, geralmente por um período inferior 

a duas semanas (McAllister, 2016). O número total de oocistos eliminados, o período pré-patente, 

e a duração do período em que ocorre a eliminação dos oocistos varia tremendamente. Os 

fatores que afetam a excreção de oocistos ainda são desconhecidos e a sua investigação é difícil, 

devido aos custos associados no alojamento dos cães em instalações apropriadas para a 

realização dos estudos, além de que pode ocorrer a eliminação de uma pequena quantidade de 

oocistos e porque a eliminação de oocistos é errática. Aparentemente, os cães eliminam mais 

oocistos após a ingestão de tecidos de bovinos infetados do que após a ingestão de tecidos de 

roedores (Gondim et al., 2002), e também se verificou que cachorros eliminam mais oocistos que 

os cães adultos (Gondim et al., 2005). Noutros dois estudos, verificou-se que alguns dos cães, 

em que se administrou corticosteroides em doses imunossupressoras, eliminaram mais de 100 

mil oocistos após a ingestão de cérebro de roedores, sugerindo que animais imunodeprimidos 

eliminam maior quantidade de oocistos quando comparados a animais imunocompetentes 

(Lindsay et al., 2001, 1999a). Schares et al., (2005) observaram o maior número de oocistos 

eliminados por um cão infetado naturalmente (400 mil oocistos), este cão tinha sido 

esplenectomizado sete semanas antes do estudo. 

Atualmente, existem poucos relatos da eliminação de oocistos de N. caninum em cães 

infetados naturalmente (Basso et al., 2001a; Slapeta et al., 2002; McGarry et al., 2003; Schares 

et al., 2005; McInnes et al., 2006). 

2.4. Transmissão 

 A transmissão de N. caninum para um animal não infetado pode ocorrer de duas formas, 

por via horizontal ou por via vertical, podendo ser chamada de transplacentária ou congénita 

(Monney e Hemphill, 2014), sendo ambas importantes para a sobrevivência e manutenção deste 

parasita (Dubey et al., 2006).  

A forma como os cães adquirem a infeção por N. caninum na natureza ainda não foi 

totalmente elucidada (Dubey et al., 2007; Dubey e Schares, 2011). Historicamente, a transmissão 

vertical deste parasita foi reconhecida pela primeira vez em cães, em 1984 (Bjerkås et al., 1984). 

A transmissão transplacentária foi demonstrada em cães infetados experimentalmente (Dubey e 

Lindsay, 1989c; Cole et al., 1995). Na maior parte dos casos de neosporose neonatal, os sinais 

clínicos são ligeiros depois das cinco a sete semanas após o nascimento (Dubey e Lindsay, 

1996), estes dados obtidos sugerem que N. caninum é transmitido da progenitora para os 

descendentes durante as fases finais da gestação ou por via lactogénica, após o nascimento 

(Dubey et al., 2007; Dubey e Schares, 2011). De acordo com Barber e Trees, (1998), a 

transmissão vertical de N. caninum é altamente variável e improvável a sua persistência em cães, 

na ausência de transmissão horizontal. Segundo Cedillo et al., (2008), ainda não está esclarecida 
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a influência do género, raça e idade na neosporose canina, no entanto dados acerca da 

prevalência relacionada com a idade apontam que a grande maioria dos cães se infetam após o 

nascimento, tendo sido documentadas, por diversos estudos, maiores prevalências em cães 

mais velhos quando comparados a animais mais jovens (Wouda et al., 1999b; Basso et al., 

2001b; de Souza et al., 2002; Capelli et al., 2004; Fernandes et al., 2004; Gondim et al., 2005; 

Andreotti et al., 2006; Malmasi et al., 2007; Paradies et al., 2007). 

A transmissão horizontal, em carnívoros, acontece quando estes ingerem tecidos 

contendo quistos tecidulares com bradizoítos no seu interior ou de outros alimentos e água 

contaminada com oocistos de N. caninum (Dubey et al., 2007; Marugan-Hernandez, 2017). 

Schares et al., (2005) colocam a hipótese de a coprofagia poder ser uma forma de disseminação 

de oocistos pelo ambiente, no entanto a infeção através da ingestão de oocistos (transmissão 

fecal) parece ser menos importante que o carnivorismo (Dubey e Schares, 2011). Alguns autores 

sugerem que apesar do consumo de fetos abortados de bovinos poder ser uma fonte de infeção 

para os canídeos, esta não parece ser uma forma muito relevante de infeção, segundo os 

trabalhos de Bergeron et al., (2001) e Dijkstra et al., (2002). No entanto, o consumo de 

membranas fetais de bovinos poderá ser uma importante fonte de infeção, para os cães, uma 

vez que este parasita foi encontrado em placentas infetadas (Shivaprasad et al., 1989; Fioretti et 

al., 2000; Bergeron et al., 2001b), além de se ter verificado que, após a ingestão de placentas 

expulsas por vacas seropositivas, os cães podem eliminar oocistos de N. caninum, nas fezes 

(Dijkstra et al., 2001b). No entanto, num estudo realizado na Holanda, sabe-se que a prevalência 

de cães infetados de explorações de bovinos é cerca de 4,3 vezes superior à de cães urbanos 

(Wouda et al., 1999b) e, noutro estudo desenvolvido no Japão, observou-se uma prevalência 4,4 

vezes superior em cães de explorações bovinas, comparativamente à população de cães 

urbanos (Sawada et al., 1998). 

Em herbívoros, a transmissão horizontal ocorre pelo consumo de pastagem, água ou 

qualquer outro tipo de alimento contaminado com oocistos esporulados de N. caninum (Dubey 

et al., 2007; Goodswen et al., 2013). Apesar de, segundo Hall et al., (2005), esta forma de 

transmissão ocorrer esporadicamente na natureza, Al-Qassab et al., (2010) refuta esta ideia 

afirmando ser inconsistente com a grande distribuição e aparente alta prevalência de infeções 

por esta via na natureza, além disso, existem evidências de esta forma de transmissão ser a que 

tem maior relevância em situações que se observam abortos de carácter epidémico associados 

a N. caninum, nos quais possivelmente ocorreu a infeção de um grupo de fêmeas, não infetadas, 

através da exposição a uma fonte de infeção num curto período de tempo (McAllister et al., 2000), 

muito provavelmente, em consequência da ingestão de oocistos esporulados no ambiente. 

A transmissão vertical, transplacentária ou congénita, pode ocorrer quando há a 

passagem de taquizoítos provenientes da mãe infetada via placenta para o feto, infetando este 

último, podendo ou não provocar aborto (Dubey et al., 2007; Williams et al., 2009). A transmissão 

transplacentária constitui a principal forma de transmissão de N. caninum em bovinos (Barr et 

al., 1993; Björkman et al., 1996; Anderson et al., 1997; Schares et al., 1998; Khan et al., 2020) 
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sendo, de todos os agentes causadores de doença em bovinos, o mais eficiente a fazê-lo (Dubey 

et al., 2007), existindo uma probabilidade elevada, variando entre os 50 a 95%, desta forma de 

transmissão ocorrer (Davison et al., 1999b; Piergili Fioretti et al., 2003; Cabral et al., 2009; Khan 

et al., 2020), podendo suceder-se por várias gerações, sendo considerado por Dubey et al., 

(2007) o principal mecanismo de perpetuação e disseminação da doença nas explorações. Esta 

forma de transmissão é a dominante em efetivos nos quais a presença deste agente é endémica, 

caracterizada por infeções crónicas num efetivo, no qual se podem encontrar várias linhas 

familiares infetadas com este parasita (Hall et al., 2005). Num contexto endémico, os abortos 

podem persistir por vários meses, ou até mesmo anos (Basso et al., 2010). Apesar de não se 

perceberem totalmente os mecanismos envolvidos na transmissão transplacentária e morte fetal, 

sabe-se que ocorre a passagem, via placenta, dos taquizoítos provenientes de uma mãe infetada 

para o seu feto, causando infeção deste e podendo levar ao aborto (Goodswen et al., 2013). 

Apesar da eficiência da transmissão vertical, é evidente que a presença de N. caninum 

numa manada não pode assentar unicamente nesta forma de transmissão, uma vez que a taxa 

de transmissão por esta via não é de 100%, sendo necessária a ocorrência de transmissão 

horizontal (French et al., 1999). Além disso, diversos estudos epidemiológicos e observações no 

terreno fornecem mais dados concretos acerca da ocorrência de transmissão horizontal em 

bovinos como: (1) o facto de ocorrerem abortos epidémicos, acaba por sugerir exposição de 

fêmeas não infetadas a uma fonte de infeção num curto período de tempo (Yaeger et al., 1994; 

M. M. McAllister et al., 1996; McAllister et al., 2000; Sager et al., 2001); (2) o aumento da 

seropositividade com a idade (Dyer et al., 2000) e (3) a falta de associação entre a 

seropositividade de vacas e respetivas filhas em manadas infetadas (Thurmond et al., 1997; 

Mainar-Jaime et al., 1999; Waldner et al., 1999; Dyer et al., 2000; Dijkstra et al., 2001a). Num 

estudo executado por Dijkstra et al., (2001a), em vacarias holandesas, foram encontradas 

diferenças notáveis na seroprevalência entre diferentes grupos etários nas manadas estudadas 

com abortos associados a N. caninum, o autor verificou que o grupo etário dos animais 

seropositivos, tinham tido ou mães seronegativas ou filhas seronegativas. Esta primeira situação 

é indicativa de infeção por transmissão horizontal das filhas, quanto à segunda situação esta 

sugere a possibilidade da infeção das mães se ter dado por transmissão horizontal, após o 

nascimento das filhas seronegativas, sabendo, contudo que, a eficiência de transmissão vertical 

não é de 100%. As diferenças encontradas na resposta serológica entre manadas com abortos 

de carácter endémico e manadas com abortos de carácter epidémico associados a N. caninum, 

podem refletir o modo de transmissão/infeção da doença, por exemplo, transmissão vertical 

numa situação endémica de abortos e transmissão horizontal numa situação epidémica de 

abortos (Schares et al., 1999).  
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Estão descritas duas variantes da transmissão transplacentária de N. caninum (Fig. 8), 

sugeridas por Trees e Williams, (2005), para o feto: a transmissão transplacentária exógena que 

acontece em vacas que se infetam, através da ingestão de oocistos esporulados, durante a 

gestação, ou a transmissão transplacentária endógena em situações que ocorre a 

recrudescência (reativação) dos bradizoítos, que se encontravam num estado de latência e de 

replicação lenta, no interior dos quistos tecidulares, de uma vaca cronicamente infetada. Esta 

última forma de transmissão vertical pode conduzir ao aborto, no entanto, na maior parte dos 

casos, verifica-se o nascimento de vitelos saudáveis, mas persistentemente infetados (Anderson 

et al., 1997; Dubey, 2003; Dubey et al., 2007; McAllister, 2016). Em ambas as situações, ocorre 

a passagem de taquizoítos pela barreia placentária. A recrudescência ou reativação, em vacas 

gestantes, seguido da transmissão transplacentária, constitui um fenómeno importante para a 

manutenção e disseminação da infeção por N. caninum de geração em geração numa manada 

(Hall et al., 2005). Pouco se sabe em relação às razões que levam aos fenómenos de 

recrudescência da infeção e a sua frequência em animais não gestantes (Goodswen et al., 2013), 

no entanto pensa-se que a imunodepressão associada à gravidez ou desequilíbrios hormonais 

possam ser responsáveis por esta reativação (Lindsay e Dubey, 2020). 

Vitelos nascidos de mães infetadas, apesar de terem nascido clinicamente saudáveis, 

têm uma chance de 80 a 90% de serem portadores de N. caninum (Paré et al., 1996; Wouda et 

al., 1998b; Dubey, 1999). Fêmeas multíparas, apresentam uma maior probabilidade de infetar os 

seus próprios vitelos. Vacas uma vez infetadas, assim permanecem para o resto da vida (Trees 

et al., 1999), podendo infetar a sua descendência em gravidezes consecutivas (Piergili Fioretti et 

al., 2003) ou alternadas (Boulton et al., 1995; Wouda et al., 1998b; Guy et al., 2001), todavia a 

probabilidade de infeção pode diminuir com o aumento do número de partos, devido ao 

desenvolvimento e reforço de imunidade que reduz a transmissão transplacentária (Thurmond e 
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Figura 8. Vias de transmissão de Neospora caninum em bovinos. Adaptado de McAllister, (2016) 
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Hietala, 1997a; Romero et al., 2002; Dijkstra et al., 2003; Marugan-Hernandez, 2017). No estudo 

desenvolvido por Romero et al., (2002) na Costa Rica, em 20 vacarias, as filhas de vacas com 

seis ou mais partos tinham significativamente uma menor probabilidade de serem seropositivas 

quando comparadas com filhas de vacas com um ou dois partos. Noutro trabalho realizado por 

Dijkstra et al., (2003), este procedeu à investigação da relação entre 500 pares vacas-filhas, em 

21 vacarias holandesas com história de neosporose, e descobriu que a taxa de infeção congénita 

nas primíparas era de 80%, nas vacas com dois partos 71%, nas vacas com três partos 67% e 

nas vacas com quatro ou mais partos 66%. 

Nada sugere a existência de eliminação de oocistos nas excreções e secreções de vacas 

adultas assintomáticas, por conseguinte não se observa a transmissão horizontal de vaca-para-

vaca (Dubey et al., 2007). 

Apesar de se ter observado a infeção neonatal de vitelos após a ingestão de leite 

contaminado experimentalmente com taquizoítos (Uggla et al., 1998; Davison et al., 2001) e de 

se ter demonstrado a presença de ADN de N. caninum no leite, incluindo colostro (Moskwa et 

al., 2007, 2003), não se verificou a ocorrência de transmissão natural deste parasita por via 

lactogénica (Dijkstra et al., 2001b), também foi equacionada a possibilidade de ocorrer 

transmissão associada à ingestão de membranas fetais (placentofagia) ou fluidos uterinos 

contendo quistos (Modrý et al., 2001) ainda que se duvide da importância epidemiológica da 

transmissão por esta via  (Davison et al., 2001; Schares e Conraths, 2001). 

A transmissão venérea é possível, mas pouco provável, como provado pelo trabalho de 

Serrano et al., (2006) após inseminação de novilhas com sémen contaminado com taquizoítos 

de N. caninum, e mais tarde pela observação de um efeito dose-resposta na seroconversão de 

novilhas inseminadas com sémen contaminado com 5 x 104 taquizoítos (Serrano et al., 2007). 

Não obstante o facto de se ter encontrado ADN de N. caninum no sémen de touros naturalmente 

infetados (Ortega-Mora et al., 2003; Caetano-da-Silva et al., 2004; Ferre et al., 2005), os 

resultados sugerem que, mesmo existindo taquizoítos viáveis, estes encontram-se em baixo 

número e de forma pouco frequente, tendo sido verificado por Osoro et al., (2009) que em vacas 

cobertas por monta natural, com touros infetados experimentalmente, não ocorreu a 

seroconversão. Adicionalmente, vacas inseminadas com sémen congelado e descongelado 

contaminado com taquizoítos de N. caninum não ficaram infetadas com este agente (Canada et 

al., 2006). 

Assim sendo, a única forma natural epidemiologicamente relevante de infeção em 

bovinos, após o nascimento, consiste na ingestão de oocistos esporulados no meio ambiente 

(De Marez et al., 1999; Trees et al., 2002; Gondim et al., 2004a; McCann et al., 2007). 

2.5. Patogenia do aborto 

 A neosporose bovina, segundo Dubey et al., (2007), trata-se de uma doença que afeta 

principalmente a placenta e o feto, resultante de uma parasitémia maternal, desencadeada por 

uma infeção maternal primária (exógena) ou na sequência da reativação de uma infeção crónica 
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(endógena) durante a gravidez. No seguimento da parasitémia, N. caninum é capaz de invadir e 

fixar-se na porção materna da placenta e multiplica-se dando origem a uma reação inflamatória, 

causando alterações nos tecidos da interface materno-fetal provocando necrose das vilosidades 

fetais (Buxton et al., 2002; Bartley et al., 2004; Macaldowie et al., 2004). Regidor-Cerrillo et al., 

(2014) sugerem que este parasita, devido à extensão das lesões que provoca quer nos 

cotilédones fetais quer nas carúnculas, associado ao facto de provocar poucas lesões no feto, 

tem um grande tropismo para a placenta, considerando este o fator chave para a ocorrência de 

aborto após uma primeira infeção durante uma fase precoce da gestação. Além disso, devido ao 

facto de a carga parasitária ser superior nos cotilédones fetais, os autores sugerem também que 

N. caninum multiplica-se de forma muito ativa na porção fetal da placenta, uma vez que na porção 

maternal desta, o sistema imune materno exerce a sua atividade sobre este agente. Desta forma, 

o sistema imunitário fetal também desempenha um papel importante na resistência aos efeitos 

lesivos deste parasita. 

Para que ocorra aborto, o feto e/ou a placenta, têm de ser gravemente alterados ao ponto 

de deixarem de ser compatíveis com a sobrevivência do feto (Gibney et al., 2008) podendo dever-

se a diversos fatores: (1) deformações em tecidos fetais vitais incompatíveis com a sobrevivência 

do feto ou na placenta, causados pela destruição de células, em resultado da multiplicação do 

parasita; (2) insuficiente nutrição e oxigenação do feto devido a necrose em áreas da placenta; 

(3) libertação de prostaglandinas de origem materna, provocando a luteólise e, desse modo, 

aborto; (4) modificação da imunidade ao nível placentário relacionada com a libertação de 

citoquinas pró-inflamatórias de origem materna, podendo provocar a rejeição do feto (Marugan-

Hernandez, 2017). Apesar de todos os fatores enunciados estarem relacionados, a magnitude 

difere em cada gestação, sendo resultado da fase da gestação, áreas afetadas e dimensão da 

população parasitária em desenvolvimento, e consequentemente também as consequências 

para a gestação e grau de afeção do feto serão diferentes (Dubey et al., 2006; Innes, 2007; 

López-Gatius et al., 2007a; Gibney et al., 2008; Almería et al., 2010), podendo, se as lesões 

forem extensas em órgãos vitais do feto, ser motivo de morte do feto (Gibney et al., 2008). A 

produção de citoquinas reguladoras, como a interleucina-10 e interleucina-12 (IL-10 e IL-12), e 

pró-inflamatórias, como o interferão gama (IFN-γ), e os danos diretos no feto provocados pela 

multiplicação dos taquizoítos podem condicionar as hipóteses de sobrevivência do feto (Innes, 

2007; Rosbottom et al., 2008; Almería et al., 2010; Rosbottom et al., 2011; Almería et al., 2011). 

Segundo García-Ispierto et al., (2009), altas concentrações séricas de prolactina em vacas 

infetadas com N. caninum parecem ter um efeito protetor da ação deste parasita na gestação. 

Noutro estudo desenvolvido por García-Ispierto et al., (2010), observou-se que níveis elevados 

de progesterona sanguínea podem ter um efeito positivo sobre a gestação através da modulação 

da resposta imunitária a cabo dos linfócitos T helper (Th1 e Th2). No entanto, a suplementação 

artificial com progesterona durante a gestação não reduziu os abortos provocados por este 

protozoário acabando por levar a um aumento do risco de aborto em vacas com títulos de 

anticorpos anti-N. caninum elevados (Bech-Sàbat et al., 2007).  
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 O risco de transmissão e afeção no feto varia consoante a fase da gestação na altura da 

infeção. Pensa-se que o facto da probabilidade de transmissão aumentar, com o avançar da 

gestação, deve-se ao aumento da vascularização placentária, uma vez que a placenta parece 

ser mais permeável no último trimestre da gestação (Dubey et al., 2007, 2006).  

Em animais adultos a infeção natural por N. caninum é frequentemente assintomática, o 

único sinal clínico observável é o aborto em animais gestantes e sinais neurológicos nos vitelos 

infetados. Os principais fatores responsáveis por influenciar a patogénese desta doença estão 

relacionados com a capacidade de invasão, multiplicação e permanência intracelular deste 

parasita, e com a capacidade do hospedeiro criar uma eficiente resposta imune capaz de inibir a 

proliferação e persistência deste agente (Marugan-Hernandez, 2017). 

2.5.1. Resposta imunitária 

Consequentemente à infeção por N. caninum, o hospedeiro desenvolve uma complexa 

resposta imune contra este parasita, sendo esta principalmente mediada por células (Almería et 

al., 2017). A localização intracelular de N. caninum promove a ativação dos mecanismos de 

defesa mediada por células (Innes et al., 2001) [regulada por linfócitos Th1 promovendo a 

imunidade mediada por células, via linfócitos T citotóxicos e macrófagos, particularmente 

envolvidas na defesa contra agentes intracelulares (parasitas e vírus)], sendo este mecanismo 

de defesa crítico para a proteção contra a doença, sendo caracterizado pela produção de IFN-γ 

e outras citoquinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-2, IL-10 e IL-12 (Marugan-Hernandez, 

2017). Estas substâncias pró-inflamatórias são responsáveis pela conversão dos taquizoítos em 

bradizoítos e pela formação e manutenção dos quistos tecidulares (Williams et al., 2009). 

No entanto, durante a gestação ocorre uma imunomodulação de modo a que não haja 

rejeição fetal. Esta situação leva à alteração do equilíbrio entre os linfócitos Th1 e Th2, permitindo 

a reativação dos bradizoítos induzindo a sua conversão em taquizoítos, permitindo a 

disseminação destes rumo à placenta e ao feto (Marugan-Hernandez, 2017), além disso também 

se verifica uma diminuição da produção de citoquinas pró-inflamatórias como IFN-γ e IL-12, em 

particular na interface materno-fetal (Innes et al., 2001), acabando por facilitar a infeção 

placentária e fetal por este agente. 

Assim sendo, este desequilíbrio imunológico faz com que as fêmeas gestantes sejam 

mais vulneráveis à infeção por via horizontal (primária) de N. caninum, comparativamente às não 

gestantes (Marugan-Hernandez, 2017). 

2.5.2. Abortos de carácter epidémico, endémico e esporádico associados a 

N. caninum 

Os abortos associados a N. caninum nas explorações de bovinos podem apresentar um 

carácter epidémico ou endémico. Existem diversos trabalhos que demonstram que, anos após 

um surto epidémico de abortos, o efetivo afetado começa a ter abortos esporádicos de carácter 

endémico (Wouda et al., 1999a; Schares et al., 2002; Björkman et al., 2003). Entende-se por 
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abortos de carácter epidémico, quando 15% das vacas em risco abortam num período de 4 

semanas, 12,5% das vacas abortam em 8 semanas, e 10% abortam em 6 semanas (Moen et al., 

1998; Wouda et al., 1999a; Schares et al., 2002). Pelo contrário, quando os abortos são de 

carácter endémico, verifica-se a persistência destes na exploração por vários meses ou mesmo 

anos. Como referido anteriormente, estes dois padrões de aborto associado a N. caninum estão 

relacionados com as duas formas de transmissão vertical da infeção por este agente, capazes 

de causar aborto (Trees e Williams, 2005). 

Pensa-se que os abortos de carácter epidémico ocorrem devido a uma infeção primária 

de vacas, sem qualquer contacto prévio, com N. caninum, possivelmente através da ingestão de 

comida ou água contaminada com oocistos esporulados (McAllister et al., 2000; Sager et al., 

2001). Devido ao facto de várias fêmeas gestantes poderem ser expostas à contaminação por 

oocistos no mesmo intervalo temporal, a infeção transplacentária fetal exógena resultante leva 

ao aparecimento de abortos num curto período de tempo. Esta hipótese é sustentada pelos 

trabalhos desenvolvidos por Björkman et al., (2003) e Björkman et al., (2006), que realizaram 

testes de avidez da imunoglobulina G (IgG), e verificaram presença de uma baixa avidez da IgG 

sugerindo uma infeção recente em explorações com abortos de carácter epidémico (Jenkins et 

al., 2000; McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002). Em situações de abortos epidémicos, 

segundo Schares et al., (2002) e Wouda et al., (1999a), podem-se atingir taxas de aborto na 

ordem dos 57%. Num estudo feito por Santolaria et al., (2009), observou-se que a ocorrência de 

um aborto causado por N. caninum, não constitui uma causa de infertilidade em vacas, podendo 

estas voltar a ser inseminadas após o aborto. 

O recrudescimento de uma infeção latente, durante a gestação, resultando numa infeção 

transplacentária fetal endógena, pode causar aborto (Paré et al., 1997; Stenlund et al., 1999; Guy 

et al., 2001; Weston et al., 2005). O facto de um animal apresentar uma infeção latente é 

indicativo que este se infetou de forma vertical (infeção transplacentária) (Anderson et al., 1997) 

ou após o nascimento (transmissão horizontal) (Moen et al., 1998). Em muitas explorações de 

bovinos com abortos de carácter endémico por neosporose, existe tipicamente uma associação 

positiva entre o estatuto serológico da mãe e o da sua descendência, segundo diversos autores, 

a transmissão vertical é a principal forma de transmissão nestes casos (Björkman et al., 1996; 

Thurmond et al., 1997; Schares et al., 1998; Wouda et al., 1998b; Bergeron et al., 2000; Dijkstra 

et al., 2001a; Schares et al., 2002; Björkman et al., 2003; Hall et al., 2005). Vários estudos 

demonstram que vacas seropositivas cronicamente infetadas apresentam o dobro do risco de 

abortar quando comparadas com vacas seronegativas (Paré et al., 1997; Wouda et al., 1998b; 

López-Gatius et al., 2004a), já Thurmond e Hietala, (1997) afirmam que vacas infetadas 

congenitamente têm um risco de abortar, durante a primeira gestação, 7,4 vezes maior quando 

comparadas com vacas não infetadas, e que vacas infetadas cronicamente e que já tenham 

abortado apresentam um risco de novo aborto 5,6 vezes superior quando comparadas com vacas 

seronegativas e que nunca abortaram. Apesar de tudo até 95% dos vitelos congenitamente 

infetados, nascidos de mães seropositivas, mantém-se clinicamente normais (Dubey, 2003). 
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Thurmond e Hietala, (1997) referem que o risco de infeção endógena pode diminuir com o 

aumento do número de partos, após verificarem que o risco de aborto em novilhas infetadas 

congenitamente era muito maior durante a sua primeira gestação, mas não nas gestações 

subsequentes, quando comparadas com os controlos seronegativos. 

Os abortos de carácter esporádico, como o próprio termo avança, ocorrem de forma 

ocasional e isolada numa exploração (Goodswen et al., 2013). 

2.5.3. A influência do tempo de gestação no aborto 

 As consequências da neosporose durante a gestação irão depender do período no qual 

ocorre a infeção primária ou a sua reativação (Gibney et al., 2008). Um feto muito jovem não irá 

ter um sistema imune suficientemente desenvolvido não conseguindo assim controlar a 

multiplicação de N. caninum nos seus tecidos, já um feto perto do termo da gestação conseguirá 

limitar o desenvolvimento de lesões e favorecer o aparecimento de quistos tecidulares, tornando-

se cronicamente infetado. A gestação em bovinos dura, em média, 280 dias, e o sistema imune 

do feto vai-se desenvolvendo progressivamente de modo a que este possa nascer 

imunologicamente competente (Dubey et al., 2006). Durante o primeiro trimestre da gestação o 

feto é imunologicamente incompetente e, por conseguinte, extremamente vulnerável à ação de 

N. caninum, ocorrendo frequentemente morte fetal e reabsorção nestes casos. O segundo 

trimestre da gestação, altura em que o sistema imune fetal ainda é imaturo, é aquele em que a 

taxa de abortos e transmissão transplacentária é mais elevada, conduzindo ao aparecimento de 

vitelos infetados congenitamente com sinais clínicos associados. No caso da infeção ocorrer no 

último trimestre da gestação, o feto já é capaz de sobreviver, no entanto a probabilidade de 

ocorrer transmissão transplacentária é grande, o que se traduz no nascimento de vitelos 

saudáveis, mas infetados congenitamente podendo contribuir para a manutenção deste parasita 

na exploração, no caso de vir a ser reprodutor (Marugan-Hernandez, 2017). 

2.5.4. Neosporose em Bovinos 

 Como referido previamente, N. caninum é considerada uma das mais importantes causas 

de aborto quer para bovinos leiteiros quer para bovinos de carne. A maioria das vacas infetadas 

têm uma gestação normal, no entanto vacas infetadas têm maior probabilidade de abortar de 

que vacas não infetadas, especialmente se adquiriram a infeção pela primeira vez numa fase 

precoce da gestação (Goodswen et al., 2013). Vacas de qualquer idade podem abortar a partir 

dos três meses de gestação até ao termo desta, sendo que a maior parte dos abortos ocorrem 

entre os cinco e seis meses de gestação (Anderson et al., 1991; Wouda et al., 1998b; Stenlund, 

2000). Os fetos podem morrer in utero e ser reabsorvidos, mumificados, autolisados, nados-

mortos, podem nascer vivos mas com sinais clínicos, ou nascer clinicamente saudáveis porém 

infetados congenitamente (Dubey e Schares, 2011; Alvarez-García et al., 2013). A razão para a 

existência destes diferentes desfechos, assenta no sistema imune fetal, uma vez que em animais 

imunocomprometidos verifica-se o desenvolvimento de formas de neosporose mais graves, em 
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contrapartida animais imunocompetentes vulgarmente não desenvolvem apresentações clínicas 

da infeção (Nishikawa, 2017). Todavia, a presença de sinais clínicos também é influenciada pela 

altura da gestação em que ocorre a infeção materna e fetal, bem como a fase de 

desenvolvimento do sistema imune, o tempo em que o feto é exposto ao parasita, a quantidade 

de parasitas ativamente em multiplicação, e a localização das lesões a nível orgânico e no 

sistema nervoso central (Anderson et al., 1997), sendo este último o tecido mais afetado por N. 

caninum (Dubey et al., 2006; Khan et al., 2020). 

A presença de N. caninum foi demonstrada nos tecidos de quatro fetos, num grupo de 

15 fetos mumificados, por Ghanem et al., (2009), os autores confirmaram que estes fetos 

testaram negativo para a presença do gene autossómico recessivo SLC35A3, responsável por 

provocar o complexo de malformação vertebral, que se trata de uma doença genética hereditária 

letal, responsável por causar mumificação fetal, abortos ou nados-mortos (Agerholm et al., 2001; 

Nielsen et al., 2003). Os resultados deste estudo sugerem que N. caninum foi o responsável pela 

mumificação fetal (Ghanem et al., 2009). 

Na generalidade dos casos, em bovinos adultos não se observam quaisquer sinais 

clínicos provocados pela infeção por N. caninum, para além dos abortos e nados-mortos 

(Marugan-Hernandez, 2017). No entanto, Barling et al., (2000) descreveram a perda de peso em 

gado de carne, como um sinal da infeção por este parasita. Thurmond e Hietala, (1997b), num 

estudo realizado em 372 vacas de primeira lactação, verificaram que os animais seropositivos 

tinham uma diminuição de quase 1,5 quilos na sua produção média diária de leite quando 

comparados às fêmeas seronegativas, noutro estudo feito por Hernandez et al., (2001) com 565 

vacas, os autores observaram uma diminuição da produção diária semelhante (menos 1,3 quilos) 

nos animais seropositivos, esta redução é expectável que ocorra devido à interferência com a 

duração da lactação e período seco (McAllister, 2016). Já Hobson et al., (2002) chegaram à 

conclusão que a influência da infeção por este parasita sobre a produção de leite depende da 

existência ou não de problemas de abortos nas explorações, tendo observado que em 

explorações com grande número de abortos as vacas seropositivas produziam menor quantidade 

de leite, ao passo que em explorações sem problemas de abortos, não haviam diferenças 

significativas entre os animais seropositivos e seronegativos. Mais recentemente, Regidor-

Cerrillo et al., (2014) verificaram que ocorre um aumento gradual da temperatura retal até ao pico 

alcançado no dia cinco após a infeção por N. caninum. 

A apresentação clínica nos animais jovens ocorre, de forma pouco frequente, em vitelos 

com idade inferior a dois meses, sendo este agente responsável por provocar afeções 

neurológicas (devido à encefalomielite e polimiosite), incapacidade para se levantar e 

nascimento de vitelos com um peso inferior ao normal (Dubey e Schares, 2011). 

Fetos abortados numa fase precoce da gestação apresentam-se frequentemente sinais 

de autólise, e a placenta tipicamente apresenta focos de necrose multifocal no interior dos 

cotilédones, no entanto as áreas intercotiledonárias permanecem intactas. Os focos de necrose 

normalmente evidenciam áreas com um intenso infiltrado inflamatório por células mononucleares 
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e calcificação distrófica. Estes infiltrados celulares originam-se nas carúnculas e estendem-se 

até aos cotilédones, demonstrando áreas de hemorragia e necrose. Em fetos abortados ou 

vitelos nado-mortos, as lesões são comummente encontradas a nível cerebral, e consistem 

essencialmente em agregados perivasculares com leucócitos os espaços perivasculares, gliose, 

e presença de pequenas áreas multifocais de necrose por liquefação, rodeados por gliose. De 

forma menos frequente, podem-se também observar focos de inflamação não supurativos no 

coração, fígado ou, mais raramente, nos rins, músculo esquelético ou pulmões. Vitelos infetados 

congenitamente e que apresentem sinais clínicos, tipicamente exibem lesões inflamatórias na 

medula espinhal e, de forma menos frequente, no cérebro (Marugan-Hernandez, 2017). Podem 

apresentar os membros posteriores, mais frequentemente, e/ou dos membros anteriores fletidos 

ou em hiperextensão (Dubey e Schares, 2011), ataxia, hiporreflexia, perda da propriocepção 

consciente, paralisia e, ocasionalmente, defeitos congénitos como hidrocefalia, hipoplasia 

cerebelar, exoftalmia ou aparência assimétrica dos olhos, estenose espinhal e escoliose (Dubey, 

2003; Dubey e Schares, 2011). Por fim, em vitelos sem sinais clínicos e em animais adultos, as 

lesões estão tipicamente confinadas a quistos tecidulares encontrados principalmente no cérebro 

e, de forma menos frequente, no coração, fígado e músculos (Marugan-Hernandez, 2017). 

2.5.5. Neosporose em cães 

 Geralmente, a neosporose é uma doença assintomática em cães adultos e geriátricos 

(Lindsay e Dubey, 2000; Kul et al., 2015), no entanto em cães jovens, tipicamente de idade 

inferior a seis meses, observam-se formas de infeção mais graves (Silva e Machado, 2016). Esta 

doença pode adquirir um carácter localizado ou generalizado e teoricamente todos os órgãos 

poderão estar envolvidos, incluindo a pele. Na maior parte dos casos, os sinais clínicos são 

generalizados e semelhantes aos observados na toxoplasmose, contudo predominam sinais 

neuromusculares como a paralisia dos membros posteriores, podendo também observar-se uma 

forma cutânea desta doença (La Perle et al., 2001; Tarantino et al., 2001; Ordeix et al., 2002). 

Em cachorros, os sinais clínicos começam, geralmente, entre as três a nove semanas de idade. 

A atrofia dos membros posteriores e a rigidez muscular gradual são os sinais clínicos mais 

relevantes, permitindo distinguir a neosporose de outras doenças responsáveis por causar 

paralisia. Tipicamente, os membros posteriores são afetados de forma mais grave, 

comparativamente aos membros anteriores, e usualmente apresentam-se em hiperextensão 

(Buxton et al., 2002). A paralisia dos membros afetados progride para uma contratura muscular. 

Pode ocorrer, em cachorros, deformação das articulações e encurvamento das mesmas (genu 

recurvatum), seguida de fragilidade a nível cervical, disfagia, megaesófago, e poderá culminar 

na morte do animal (Cummings et al., 1988; Dubey et al., 1988a; Knowler e Wheeler, 1995; 

Sykes, 2014). Podem ocorrer outras disfunções, como dificuldades na deglutição, paralisia dos 

músculos mastigadores, flacidez muscular, atrofia muscular e até mesmo paragem cardíaca. 

Cães em que se observa paralisia dos membros posteriores, podem manter-se alerta e 

sobreviver por vários meses, necessitando de múltiplos cuidados especiais (Sykes, 2014). 
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Adicionalmente, podem ocorrer episódios de diarreia severa, incoordenação, consolidação 

pulmonar multifocal acompanhada de necrose, na altura da necropsia (broncopneumonia 

necrótica e purulenta), enterite fibrino-hemorrágica (com atrofia das vilosidades e hiperplasia das 

criptas no jejuno e íleo), miocardite, e encefalite não purulenta em cachorros (Kul et al., 2015). 

 Em cães com mais de seis meses, é mais provável que a presença desta doença resulte 

da reativação de uma infeção crónica latente. Cães adultos tipicamente desenvolvem polimiosite 

e/ou meningoencefalite, com sinais clínicos provocados por lesões multifocais no sistema 

nervoso central, especialmente no cerebelo, ainda assim, de forma menos comum, pode-se 

observar a ocorrência de miocardite, dermatite, pneumonia, peritonite difusa acompanhada de 

efusão peritoneal e, mais raramente, disseminação multifocal causada por uma grande 

propagação de taquizoítos (Sykes, 2014). As lesões de dermatite podem ser muito graves, 

dependendo do número de taquizoítos de N. caninum envolvidos (Buxton et al., 2002; Dubey, 

2003). Os cães adultos afetados, frequentemente mostram-se letárgicos e podem desenvolver 

diversos sinais neurológicos como ataxia, movimentos circulatórios, cabeça inclinada, nistagmos, 

hipermetria, tremores da cabeça, défices propriocetivos, disfunção dos nervos cranianos, 

anisocoria, tetraparésia, hiperestesia cervical, e convulsões (Sykes, 2014). Numa fase crónica, 

a maioria dos animais permanecem assintomáticos. No entanto, durante a gestação, as fêmeas 

ao sofrerem uma imunomodulação pode ocorrer a reativação da infeção, levando à conversão 

dos bradizoítos em taquizoítos, que depois podem atravessar a placenta e infetar o feto (Quinn 

et al., 2002; Williams et al., 2009). 

 A neosporose deve ser considerada em cães que se apresentem, no exame físico, com 

hiperestesia, tumefação ou atrofia muscular. A lista de diagnósticos diferenciais para afeções 

neurológicas em cães é vasta, mas a neosporose também deve ser sempre incluída como 

diagnóstico diferencial (Silva e Machado, 2016). Saey et al., (2010) observaram lesões focais a 

nível cerebral e espinhal, num cão de seis anos com um vasto infiltrado de células 

mononucleares (grande número de linfócitos T e B, com um menor número de macrófagos) nas 

raízes nervosas lombares e da cauda equina, tendo observado também cerebelite necrotizante 

e hepatite. 

2.5.6. Neosporose em búfalos  

 Em búfalos, a manifestação natural de doença é rara, mas encontra-se descrita a 

ocorrência de abortos em animais que contactaram com cães, num estudo feito por Nasir et al., 

(2011) e noutros estudos realizados por de Barros et al., (2020) e Ciuca et al., (2020), 

evidenciando o papel importante dos canídeos H.D. na epidemiologia da neosporose nestes 

animais (Kengradomkij et al., 2015). 

2.5.7. Neosporose em ovinos  

 N. caninum foi diagnosticado pela primeira vez num borrego infetado congenitamente 

em Inglaterra (Dubey et al., 1990). Este borrego tinha nascido fraco, parcialmente atáxico, tendo 
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morrido com apenas uma semana de idade, com redução unilateral da massa cinzenta no corno 

ventral da medula espinhal e cavitação local. Historicamente, este foi o primeiro registo de uma 

infeção semelhante à de N. caninum em pequenos ruminantes (Dubey et al., 1990). Este caso 

tinha sido publicado por Hartley e Bridge, (1975) porque os autores tinham pensado que se 

tratava de um caso de toxoplasmose. Após a descoberta do parasita N. caninum, Dubey et al., 

(1990a), examinaram retrospetivamente os tecidos do borrego, tendo encontrado apenas quistos 

tecidulares, e concluíram que se tratava, não de uma infeção por T. gondii como havia sido 

suspeitado, mas sim de uma infeção por N. caninum. Posteriormente, reportaram-se casos de 

neosporose em ovinos no Japão por Kobayashi et al., (2001) e Koyama et al., (2001).  

No entanto, apesar de se saber que N. caninum constitui um dos principais agentes 

abortivos em bovinos, com transmissão vertical extremamente eficaz, ainda pouco se sabe 

acerca da sua ação sobre pequenos ruminantes (Dubey et al., 2007; Dubey e Schares, 2011; 

Lindsay e Dubey, 2020). A sua prevalência em ovinos varia entre áreas geográficas (Dubey et 

al., 2007). A infeção por este agente, segundo Dubey et al., (2007) e Dubey e Schares, (2011) é 

capaz de provocar aborto, morte neonatal, e nascimento de borregos fracos, e que poderão servir 

como modelos alternativos para o estudo de neosporose bovina (Dubey, 2003). O’Handley et al., 

(2002) comprovaram que as ovelhas podem-se infetar após ingestão de oocistos de N. caninum. 

O papel deste protozoário como causa de aborto em ovinos tem sido investigado em diversos 

trabalhos, provenientes de diversas localizações (Dubey e Lindsay, 1990; Dubey et al., 2007; 

Howe et al., 2012; Moreno et al., 2012). Têm-se feito progressos na perceção que a neosporose 

pode ter um papel importante como doença abortiva em ovinos (Dubey e Lindsay, 1990; Dubey 

e Schares, 2011; Howe et al., 2012) e que o risco de aborto está associado com a dose, altura 

da gestação e forma de infeção, tendo sido relatada transmissão vertical em ovinos por 

González-Warleta et al., (2018) e Gutiérrez-Expósito et al., (2020). Atualmente, ainda não existe 

qualquer tratamento eficaz ou vacina, comercialmente disponível, contra a neosporose ovina 

(Dubey et al., 2007; Marugan-Hernandez, 2017). 

Recentemente, numa análise retrospetiva dos dados serológicos de ovinos (incluindo 

fetos abortados) submetidos para análise entre 2010 e 2019 em Israel, feita por Tirosh-Levy et 

al., (2022), os autores indicaram uma prevalência de infeção por N. caninum de 67,4%, nos 

ovinos analisados, e de 22,9% nos fetos abortados. Demonstrando que, em áreas em que N. 

caninum é endémico, a prevalência deste agente em ovinos será alta e que deverá ser 

considerado uma causa importante de aborto. 

2.5.8. Neosporose em caprinos  

 Foram descritos casos de aborto e mortalidade neonatal associadas à infeção por N. 

caninum em cabras de raça pigmeu (Barr et al., 1992; Dubey et al., 1992a), numa exploração de 

cabras leiteiras na Costa Rica (Dubey et al., 1996b). Pouco se sabe acerca da prevalência de N. 

caninum em caprinos (Dubey, 2003). No entanto, experimentalmente sabe-se que cabras de raça 

pigmeu são bastante suscetíveis à infeção por N. caninum. Lindsay et al., (1995) observou que 
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as cabras infetadas durante a gestação abortaram fetos infetados com este protozoário. Um 

trabalho feito por Moreno et al., (2012), revelou que N. caninum desempenha um papel 

importante no aborto de caprinos e ovinos. Recentemente, de Oliveira Junior et al., (2020) 

verificou a presença de transmissão vertical de N. caninum, por gerações sucessivas em seis 

famílias de cabras infetadas congenitamente, com taxas de transmissão entre os 71,4 a 100%. 

2.5.9. Neosporose em Equinos  

N. caninum foi encontrado, pela primeira vez em equinos, por Dubey e Porterfield, (1990) 

nos tecidos de um poldro abortado, Lindsay et al., (1996) encontrou um poldro infetado 

congenitamente, e cinco cavalos adultos foram observados por diferentes autores (Gray et al., 

1996; Marsh et al., 1996; Daft et al., 1997; Hamir et al., 1998; Cheadle et al., 1999b). Marsh et 

al. (1998) após inoculação de uma cultura de células em tecido cerebral de um cavalo, sugeriram 

uma nova espécie, Neospora hughesi, com base em diferenças relativamente a proteínas, perfis 

da região ITS1, e morfologia dos quistos tecidulares, responsável por afetar apenas equinos 

(Marsh et al., 1998; Dubey et al., 2002a; Leszkowicz Mazuz et al., 2020), causando problemas 

neurológicos associados à encefalite causada e mortalidade neonatal (Dubey et al., 2001b). 

Marsh et al., (1998), descreveram os quistos tecidulares de N. hughesi como sendo de 

tamanho inferior aos de N. caninum e com paredes mais finas, menos de 1,0 µm de espessura, 

e os bradizoítos com dimensões inferiores aos de N. caninum. No entanto, sugere-se não ser N. 

hughesi a única espécie que afeta equinos, uma vez que Daft et al., (1997) e Lindsay et al., 

(1996) encontraram quistos tecidulares de parede espessa típicos de N. caninum. Em verdade, 

estudos recentes realizados por Leszkowicz Mazuz et al., (2020) demonstram que N. caninum é 

a espécie principalmente responsável por provocar aborto, e sugerem que possa ser uma causa 

significativa de aborto em equinos, reforçando o facto da transmissão transplacentária ser uma 

importante forma de transmissão de N. caninum que, à semelhança dos bovinos, pode ocorrer 

em éguas com infeções crónicas, ou em éguas que são infetadas durante a gravidez (Dubey e 

Schares, 2011). 

Atualmente pouco se conhece acerca do ciclo de vida de Neospora hughesi e, apesar 

de se saber que os canídeos são os H.D. de N. caninum (McAllister et al., 1998a), ainda não está 

estabelecido se estes poderão ser hospedeiros definitivos de N. hughesi (Reed et al., 2016). A 

transmissão vertical transplacentária de N. caninum em bovinos ocorre de forma altamente 

eficaz, e estudos recentes indicam que N. hughesi também pode ser transmitido verticalmente 

de forma transplacentária em equinos (Pusterla et al., 2011; Antonello et al., 2012). Segundo 

Mazuz et al., (2021), os equinos podem ser infetados pelas duas espécies deste género, e que, 

com o conhecimento do que acontece nos bovinos, pensa-se que N. caninum seja o principal 

responsável por provocar aborto, e que N. hughesi está mais relacionado com as afeções 

neurológicas (Dubey et al., 2017), no entanto ainda não está bem clarificado o papel desta última 

espécie no aborto equino. Além disso, referem ainda que a maior parte dos inquéritos 

epidemiológicos associados à infeção por Neospora spp. e aborto, assentam em métodos 
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serológicos, sendo que estes apresentam reação cruzada para ambas as espécies, de modo que 

não permitem uma diferenciação com exatidão entre os dois parasitas (Packham et al., 2002). 

Em Portugal, Cruz et al., (2019) encontraram pela primeira vez anticorpos anti-Neospora 

spp. em cavalos. Noutro estudo, realizado por Waap et al., (2020), para averiguar a prevalência 

de N. caninum num universo de 385 equinos, foi reportada uma exposição a este agente em 

9,1% dos animais em estudo. 

Recentemente, Rahmani et al., (2022) identificaram N. caninum como causa de aborto 

em burros, sugerindo que este agente possa ser uma causa significativa de aborto em asininos.  

2.6. Impacto Económico da Neosporose 

Atualmente, a neosporose, causada pelo protozoário N. caninum, é considerada uma 

das principais doenças causadoras de aborto em bovinos com maior impacto económico a nível 

mundial (Monney et al., 2011; Reichel et al., 2013). 

Não existem dados suficientes para quantificar, de forma exata, as perdas económicas 

associadas à neosporose na atividade pecuária, mas estima-se que as perdas ascendam os 

milhões de dólares a nível mundial (Dubey, 2003). Tendo em conta que a percentagem de 

abortos nas explorações pode ascender a valores, segundo Schares et al., (2002) e Wouda et 

al., (1999a), na ordem dos 57%, o impacto económico de cada aborto, mumificação fetal, 

reabsorção embrionária e nado-morto, aumento do intervalo entre partos, irá depender dos 

custos diretos, que esses problemas acarretam, o valor do feto perdido, e todos os custos 

indiretos associados, como as despesas com médicos veterinários e os custos associados ao 

processo de diagnóstico do aborto que é dispendioso e difícil (Dubey e Schares, 2006; Ortega-

Mora et al., 2006). Além destes custos também se verificam perdas na produção leiteira, maiores 

gastos na aquisição de novilhas de substituição, devido ao refugo prematuro dos animais que 

abortaram, e a diminuição do valor comercial dos animais (Thurmond e Hietala, 1996, 1997b; 

Trees et al., 1999; Hernandez et al., 2001; Dubey et al., 2007; Monney et al., 2011). Segundo 

Dubey e Schares, (2011), o refugo prematuro, de animais infetados, poderá representar um dos 

maiores custos associados à neosporose. Lamentavelmente, não existem trabalhos que 

contabilizem corretamente os prejuízos associados ao aborto por N. caninum em bovinos de 

carne quer por ser difícil encontrar pequenos fetos abortados, no primeiro trimestre de gestação, 

quer por o diagnóstico etiológico de aborto não ser um processo fácil (Dubey, 2003). No entanto, 

Barling et al., (2000) estimaram os prejuízos associados a vitelos de carne seropositivos, que 

consistem numa diminuição de diferentes indicadores zootécnicos como o ganho médio diário, 

peso ao desmame e peso da carcaça, bem como os custos mais elevados no tratamento de 

doenças destes animais, tendo projetado perdas na ordem dos 15,62 dólares (14,20 euros) por 

vitelo. Thurmond e Hietala, (1997b) e Hernandez et al., (2001) verificaram que os animais 

seropositivos tinham uma diminuição de quase 1,5 quilos na sua produção média diária de leite. 

Contrariamente, Hobson et al., (2002) chegaram à conclusão que não existe influência da infeção 

por este parasita sobre a produção de leite. 
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A nível global, Reichel et al., (2013) estimam que as perdas associadas a abortos 

provocados por N. caninum sejam superiores a 1 298 mil milhões de dólares anuais podendo até 

atingir os 2 380 mil milhões de dólares anuais, afetando as indústrias de lacticínios e de comércio 

de carne bovina. Monney et al., (2011) referem que, em explorações da Califórnia, cerca de 40 

mil abortos são causados por este protozoário, levando a prejuízos aproximados de 35 milhões 

de dólares anuais. Na Nova Zelândia e Austrália, estimam-se prejuízos de mais de 100 milhões 

de dólares anuais (Reichel, 2000; Pfeiffer et al., 2002). Num estudo desenvolvido na Suíça, por 

Häsler et al., (2006), os prejuízos anuais relacionados com a infeção de N. caninum, no efetivo 

leiteiro suíço, estão calculados em quase dez milhões de euros. No Canadá, estimaram-se 

perdas anuais de quase 50 dólares por vaca leiteira (Chi et al., 2002). Na Holanda, 76% das 

explorações positivas a N. caninum, mas sem abortos, não tiveram prejuízos, no entanto as 

restantes explorações seropositivas apresentaram perdas de dois mil euros anuais (CJM et al., 

2006). Na Turquia, Demir et al., (2020) estimaram que os custos anuais associados à infeção 

por N. caninum eram de 710 dólares por vaca, representando anualmente na economia turca 

cerca de 40 milhões de dólares, neste estudo também foi determinada a distribuição dos custos 

por vaca, sendo que 67,3% representavam os custos dos abortos, 16,8% o aumento do intervalo 

entre partos, 4,6% as perdas da produção de leite, 3,5% as inseminações artificiais adicionais, e 

7,7% para as despesas veterinárias e associadas ao diagnóstico. Na Argentina, Moore et al., 

(2013) reportaram os imensos prejuízos económicos associados à infeção por N. caninum em 

bovinos de carne e leiteiros, estimando que os prejuízos económicos associados a um aborto 

eram de 1 415 dólares em gado leiteiro, representando total de perdas na ordem dos 33 milhões 

de dólares para a industria leiteira na região húmida de Pampa. Quanto aos bovinos de carne, 

os custos associados a um aborto provocado por este parasita encontram-se na ordem dos 440 

dólares, traduzindo-se num prejuízo total de quase 13 milhões de dólares anuais para a indústria 

da carne, na mesma área geográfica referida anteriormente. No Brasil, à semelhança do que se 

verifica na Argentina, N. caninum é responsável por causar grandes prejuízos económicos, 

sendo estimado por Reichel et al., (2013) prejuízos médios na ordem dos 51 milhões de dólares 

em explorações leiteiras e 101 milhões de dólares na fileira de carne de bovino (Schmidt et al., 

2018).  

Estes dois últimos estudos acabam por demonstrar a influência que este parasita tem 

sobre a economia e produção de duas das regiões mais importantes na criação de gado bovino 

do mundo. 

Em Portugal, de modo a contribuir para o conhecimento da neosporose bovina, foram 

analisados diversos fetos abortados, bem como soros de bovinos, provenientes de explorações 

leiteiras das zonas centro e norte de Portugal continental, tendo sido observada uma prevalência 

de 28% na população geral em estudo, 46% em explorações com história de aborto e 36% nos 

fetos abortados (Canada et al., 2004). Dada a elevada percentagem de fetos abortados positivos 

para este agente em associação com uma alta prevalência de infeção em animais adultos, quer 

na população em geral, quer nas explorações com história de aborto, a infeção por Neospora 
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caninum deve constar sempre na lista de diagnósticos diferencias para situações de aborto, nas 

explorações portuguesas (Canada et al., 2004), ainda que, a presença do agente, não seja 

suficiente para o responsabilizar pela causa de aborto. 

Segundo Pinto et al, (2003) citado por Canada, (2004), a neosporose bovina na Ilha de 

S. Miguel, Açores, apontam para uma prevalência de 36% em bovinos leiteiros com história de 

aborto e, de 30% nos fetos de bovinos abortados. Estes resultados revelam a importância da 

neosporose bovina tanto em Portugal continental, como nos Açores (Benevides, 2005). 

Não existiam quaisquer estudos referentes ao impacto económico da neosporose bovina 

em Portugal (Canada et al., 2004), o que continua a ser uma realidade na atualidade, o que não 

contribui para a promoção de atividades com os produtores pecuários, no sentido de desenvolver 

ações que contribuam para o controlo e erradicação da neosporose e, minimizar a maior 

disseminação da neosporose (Demir et al., 2020). 

2.7. Diagnóstico de Neosporose 

 O aborto constitui um dos principais problemas para a pecuária, a nível mundial. E, o 

diagnóstico da causa de aborto raramente chega aos 50%, mesmo em laboratórios 

especialmente dedicados a este assunto, já que a presença de um agente não é sinónimo de ser 

esse o agente etiológico do aborto (Anderson et al., 2000, 1991). Estabelecer uma relação causa-

efeito entre aborto e infeção por N. caninum é algo ainda mais complexo, devido à presença, 

bastante comum, de animais infetados congenitamente por este agente mas que permanecem 

assintomáticos, e mesmo encontrando a presença do parasita ou ADN deste não quer dizer que 

o aborto tenha sido causado por este agente (Dubey et al., 2007). É importante reter que, em 

estudos feitos na Califórnia e na Holanda, cerca de 20% dos diagnósticos de aborto associados 

à infeção por N. caninum são baseados na exclusão de todas as outras causas de aborto e pela 

observação de lesões associadas a este agente e de formas parasitárias em fetos abortados 

(Anderson et al., 1991; Wouda et al., 1997b). 

Para se diagnosticar neosporose bovina, é extremamente importante aliar a história 

clínica com os dados epidemiológicos da exploração, considerando o carácter epidemiológico 

dos abortos (endémico, epidémico ou esporádico) e a altura da gestação em que ocorrem os 

abortos. Além disso, é importante ter em conta certos fatores de risco relacionados com os 

abortos provocados por N. caninum. Diferentes estudos demonstraram que existe uma forte 

associação entre a ocorrência de surtos de abortos, a prevalência de N. caninum, a presença e 

o número de cães com acesso aos bovinos e às forragens (Paré et al., 1998; Bartels et al., 1999; 

Schares et al., 2004b; Hobson et al., 2005). A presença de outras espécies (canídeos) possíveis 

H.D., causas de imunodepressão, e outros fatores como: idade, raça, condições climáticas e 

localização da manada também foram descritos como fatores de risco (Hemphill e Gottstein, 

2000; Schares et al., 2003, 2004b; Haddad et al., 2005; Thurmond et al., 2005). 

 Através da relação entre os fatores descritos anteriormente é possível apontar a 

possibilidade de os abortos serem causados por N. caninum, no entanto o diagnóstico definitivo 
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apenas pode ser feito com recurso a testes de diagnóstico laboratorial (Anderson et al., 2000). 

É, no entanto, necessário, para estabelecer uma relação causa-efeito, utilizar uma abordagem 

diagnóstica compreensiva, por exemplo com recurso a métodos serológicos, 

imunohistoquímicos, histopatológicos e outros métodos que permitam, para além de demonstrar 

a infeção da mãe e do feto abortado, encontrar lesões associadas a essa presença, e que 

possam ter implicado o aborto (Dubey e Schares, 2006). Para alcançar esse objetivo, é 

importante demonstrar a presença de taquizoítos de N. caninum nas lesões observadas e excluir 

outras causas de aborto (Dubey e Schares, 2006). 

No entanto, existem dois problemas relacionados com o diagnóstico: em primeiro lugar, 

a ausência de sinais clínicos, poderá ser difícil realizar o diagnóstico de infeção em animais 

cronicamente infetados ou em vitelos infetados congenitamente; além disso os critérios de 

diagnósticos e as técnicas usadas também podem interferir com a obtenção de um diagnóstico 

final (Ortega-Mora et al., 2006).  

 Atualmente, existe uma grande diversidade de exames complementares laboratoriais 

que auxiliam no diagnóstico de Neospora spp. como agente etiológico. Para diagnosticar a 

infeção por N. caninum podem ser utilizados: métodos diretos, detetando formas parasitárias ou 

substâncias antigénicas deste, como a observação direta dos quistos tecidulares ao microscópio 

em tecidos a fresco, o exame histopatológico, imuno-histoquímica (IHQ), deteção de ADN 

parasitário por PCR (Reação em cadeia da polimerase), e isolamento in vitro e in vivo; ou 

métodos serológicos, capazes de detetar evidências imunológicas da infeção, ou seja, detetar a 

presença de anticorpos anti-Neospora spp. no soro, plasma e leite (Alvarez-García et al., 2013), 

como a imunofluorescência indireta (IFAT), immunoblotting, testes de aglutinação direta 

modificados para Neospora spp. (NAT) e uma grande variedade de ensaios de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) (Andreotti et al., 2003; Ghalmi et al., 2014). 

2.7.1. Exame microscópico a fresco  

Em bovinos, este exame é feito principalmente em fetos abortados, podendo ser 

realizado em amostras de cérebro ou de medula espinhal, com 2-3 mm3 de tamanho, 

comprimidas contra uma lâmina de vidro, sem coloração (Fig. 9). 

 O número de quistos encontrados numa amostra é variável, tendo-se encontrado até 20 

quistos (Andreotti et al., 2003). Em bovinos, estes quistos tipicamente apresentam um tamanho 

pequeno, entre 5-50 µm de diâmetro, com a espessura da parede a variar entre <1 a 2,5 µm, 

sendo que a espessura da parede é independente do tamanho do quisto (Dubey et al., 2002a). 

Gondim et al., (2001), descreveu em cães, murganhos, gerbilos e em vitelos quistos de parede 

espessa (> 1 µm). 
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2.7.2. Histopatologia 

 A forma mais adequada de diagnosticar um aborto causado por N. caninum é através da 

análise histopatológica dos fetos abortados (Baszler et al., 1999; Dubey e Schares, 2006; Ortega-

Mora et al., 2006), seguido da identificação das formas parasitárias por imuno-histoquímica 

(Lindsay e Dubey, 1989b; Barr et al., 1991a; Dubey e Lindsay, 1993). 

As lesões tipicamente observadas, embora não sendo patognomónicas de neosporose, 

incluem encefalite necrotizante não supurativa multifocal e miocardite não supurativa, podendo 

ou não ser observada necrose focal no fígado, permitindo assim um diagnóstico presuntivo (Barr 

et al., 1991b; Wouda et al., 1997b), no entanto será sempre necessária a confirmação da infeção 

por imuno-histoquímica ou por PCR, uma vez que é difícil haver um número suficientemente 

grande de taquizoítos ou quistos tecidulares de N. caninum que permita uma deteção fácil nos 

cortes histológicos (Cabral et al., 2009), além disso outros protozoários como Sarcocystis spp. 

podem causar lesões semelhantes (Jenkins et al., 2002). Assim sendo, a histopatologia deve ser 

usada como um exame complementar ao diagnóstico, devendo ser interpretada em associação 

à imuno-histoquímica ou PCR, que identificam o agente etiológico. 

2.7.2.1. Fetos e vitelos nados-mortos 

 É possível encontrar lesões degenerativas e inflamatórias, por todos os tecidos fetais, 

mas os locais tipicamente afetados e onde é possível encontrar estas lesões são o sistema 

nervoso central (SNC), coração, e o fígado (Barr et al., 1990; Anderson et al., 1991; Barr et al., 

1991b; Nietfeld et al., 1992; Barr et al., 1993; Wouda et al., 1997b; Dubey et al., 1998; Helman 

et al., 1998; Boger e Hattel, 2003; Dubey et al., 2006). 

 As lesões macroscópicas são raras, mas podem estar presentes no coração, músculo 

esquelético, e no cérebro. Podem ser encontrados focos brancos nos tecidos musculares e 

cardíaco, pequenos focos de necrose pálidos a escuros no cérebro e pode-se, por vezes 

observar hidrocefalia (Dubey et al., 1998). Frequentemente os fetos estão autolisados e/ou 

Figura 9. Quistos de N. caninum. (A) Quisto de parede espessa (seta) com 31 µm de 
diâmetro, no cérebro de um murganho inoculado com amostras de cérebro de vitelo 
infetado com N. caninum. (B) Quisto de parede espessa com 33 µm de diâmetro, no 
cérebro de um gerbilo. 
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mumificados. Podem-se observar áreas focais descoloradas nos cotilédones (Piergili Fioretti et 

al., 2003) 

 As lesões microscópicas podem estar presentes em diversos órgãos, mas são 

comummente observadas no SNC, coração, fígado, como exemplificado na figura 10. As lesões 

neurais são observadas a nível espinhal e cerebral, e consistem em encefalomielite não 

supurativa, caracterizadas por infiltrados multifocais não supurativos, podendo ter ou não 

necrose multifocal e infiltração multifocal a difusa não supurativa de leucócitos ao nível das 

meninges. A lesão tipicamente característica de neosporose, no SNC, consiste numa infiltração 

focal de células mononucleares em redor de uma área de necrose central (Fig. 10A). Em fetos 

mais velhos, capazes de reagir à ação do parasita, cujo aborto ocorreu no terceiro trimestre de 

gestação, a multiplicação do parasita é mais restrita, sendo comum observar-se pequenos focos 

de necrose rodeados por um intenso infiltrado inflamatório contendo células da microglia, 

astrócitos reativos, bem como monócitos e linfócitos (Dubey et al., 2006), ocasionalmente 

verifica-se calcificação (Boulton et al., 1995). 

 As lesões a nível do miocárdio são graves, mas frequentemente mascaradas pela 

autólise. Tipicamente, estas lesões consistem em focos de infiltração de células mononucleares 

com reduzidas áreas de necrose (Fig. 10C). As lesões hepáticas consistem em infiltrações de 

células mononucleares e vários focos de necrose hepatocelular (Fig. 10D), associados a trombos 

intrasinusais (Barr et al., 1990; Wouda et al., 1997b). Num estudo realizado por Collantes-

Fernández et al., (2006), a hepatite periportal foi mais grave em abortos de carácter epidémico 

quando comparada com abortos de carácter endémico. Estes mesmos autores compararam a 

carga parasitária com a gravidade das lesões entre fetos provenientes de abortos epidémicos e 

de abortos endémicos, e entre fetos abortados em diferentes fases da gestação. A conclusão a 

que chegaram foi que as lesões e a carga parasitária no coração, cérebro, pulmões e fígado dos 

fetos oriundos de abortos epidémicos eram mais acentuadas que nos fetos oriundos de abortos 

endémicos. A fase da gestação em que ocorreu o aborto também teve influência na gravidade 

das lesões e na carga parasitária, sendo estas mais graves em fetos abortados durante o 

primeiro e segundo trimestre de gestação (Collantes-Fernández et al., 2006). 

 As lesões placentárias encontram-se frequentemente confinadas aos cotilédones fetais, 

e consistem em áreas focais de necrose com inflamação não supurativa, também é possível 

verificar-se a presença de taquizoítos nos trofoblastos (Shivaprasad et al., 1989; Barr et al., 1990, 

1991b; Otter et al., 1995; Bergeron et al., 2001b), e noutros casos pode-se observar placentite 

multifocal coalescente (Macaldowie et al., 2004; Maley et al., 2006; Gibney et al., 2008; Rojo-

Montejo et al., 2009; Caspe et al., 2012). 
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2.7.2.2. Vitelos neonatos 

 São poucos os vitelos infetados congenitamente que apresentam sinais clínicos. Como 

tal, torna-se difícil encontrar histologicamente N. caninum, mesmo em vitelos com doença clínica. 

Num estudo realizado por De Meerschman et al., (2005), a presença de N. caninum em cortes 

histopatológicos, foi apenas observada num vitelo, num grupo de seis vitelos que apresentavam 

sinais neurológicos e anticorpos anti-Neospora à nascença. A encefalomielite foi a lesão 

predominante nos vitelos, que nasceram vivos, mas afetados clinicamente, ou que acabaram por 

desenvolver doença clínica algum tempo após o nascimento, tendo sido necropsiados às duas 

semanas de vida (O’Toole e Jeffrey, 1987; Parish et al., 1987; Dubey et al., 1989; Barr et al., 

1991b; Dubey et al., 1992b; Barr et al., 1993; Dubey e Lindsay, 1996; Anderson et al., 1997; 

Magnino et al., 1999; Peters et al., 2001; De Meerschman et al., 2005).  

2.7.2.3. Bovinos adultos 

 N. caninum ainda não foi identificado em cortes histológicos corados de tecidos de 

bovinos com idade superior a dois meses. Assim sendo, a especificidade das lesões associadas 

a N. caninum não estão definidas. Sawada et al., (2000) reportaram gliose e alargamento da área 

perivascular no SNC, miocardite e miosite focal, e infiltrados de células mononucleares no fígado 

e rim de uma vaca, na qual foi isolado N. caninum. Também Okeoma et al., (2004) conseguiram 

isolar com sucesso N. caninum no tecido cerebral de uma vaca adulta infetada naturalmente. 

2.7.3. Imuno-histoquímica (IHQ) 

A imuno-histoquímica consiste num conjunto de processos em que são utilizados 

anticorpos como reagentes capazes de reconhecer e formar uma ligação, de forma específica, 

Figura 10. Lesões tipicamente associadas à infeção por N. caninum encontradas em fetos 
bovinos. H&E. (A) Necrose focal e infiltrado de células mononucleares no cérebro de um 
feto. (B) Gliose, infiltrados perivasculares de células mononucleares, e neovascularização 
num vitelo de três dias. (C) Epimiocardite difusa no coração de um feto abortado. (D) 
Hepatite caracterizada por um infiltrado de células mononucleares no parênquima, em 
especial na área periportal. (Dubey et al., (2006)) 
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com constituintes dos tecidos de cujos anticorpos, são antigénios (Ferro, 2014). Esta ligação 

possibilita localizar e identificar várias substâncias presentes a nível celular e tecidular através 

da sua coloração, que se deve à formação de complexos imunes resultando na precipitação de 

um cromogénio (Polak e Van Noorden, 2003). 

A coloração imuno-histoquímica constitui um método muito mais fiável e específico para 

demonstrar a presença de N. caninum nas lesões encontradas que a coloração convencional 

com hematoxilina e eosina, sendo recomendada a realização desta técnica em todos os tecidos 

que exibam lesões, para avaliar a presença de N. caninum (Lindsay e Dubey, 1989b; Boger e 

Hattel, 2003; Dubey e Schares, 2006). Anticorpos policlonais e monoclonais específicos para N. 

caninum podem ser usados (Lindsay e Dubey, 1989b; Cole et al., 1994), sendo que ambos se 

encontram disponíveis comercialmente. Anticorpos policlonais obtidos em coelhos parecem ser 

mais fiáveis que anticorpos monoclonais obtidos em ratos para fins diagnósticos (Dubey e 

Schares, 2006). Segundo Anderson et al., (1991) e Canada et al., (2002a), a existência de 

reações cruzadas dos anticorpos anti-N. caninum com outros protozoários (T. gondii e 

Sarcocystis spp.), não representa um grande problema uma vez que estes parasitas raramente 

provocam aborto em bovinos. No entanto, mesmo tendo uma elevada especificidade, numa 

comparação entre protocolos imunohistoquímicos de diferentes laboratórios, foram encontrados 

vários casos de falsos-positivos para N. caninum em tecidos de animais infetados por T. gondii 

(van Maanen et al., 2004). Além disso, esta técnica é relativamente pouco sensível na deteção 

de formas parasitárias em fetos bastante autolisados (De Meerschman et al., 2005; Ortega-Mora 

et al., 2006; Regidor-Cerrillo et al., 2014). 

Frequentemente, não se conseguem distinguir grupos de taquizoítos de quistos 

tecidulares com base nas técnicas imunohistoquímicas, a não ser que se usem anticorpos 

específicos para bradizoítos (M. McAllister et al., 1996). Tecidos com grande concentração de 

peroxidase, em especial a placenta, devem ser previamente tratados com tripsina ou pepsina 

(Dubey et al., 2001a). O diagnóstico só deve ser feito em situações que se observam os 

contornos do parasita, uma vez que em casos que apenas se observa uma coloração difusa os 

achados podem não ser específicos (Dubey e Schares, 2006). 

Por imuno-histoquímica, N. caninum é frequentemente demonstrado em amostras de 

tecido cerebral e cardíaco, podendo também ser visualizado, de forma menos frequente, em 

outros órgãos, incluído a placenta (Dubey e Schares, 2006). Num estudo feito por Wouda et al., 

(1997), N. caninum foi encontrado em 68 amostras de cérebro (85%), 11 de coração (14%) e 21 

no fígado (26%), num total de 80 fetos abortados. Os autores deste estudo também verificaram 

uma maior presença de N. caninum em casos de abortos epidémicos. Ocasionalmente, N. 

caninum poderá ser apenas encontrado em tecidos extraneurais (Boger e Hattel, 2003) e, por 

vezes, o número de quistos celulares a nível cerebral poderá ser diminuto, podendo não estar 

associados a uma resposta celular (Ortega-Mora et al., 2006). 
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2.7.4. Diagnóstico Serológico  

Os testes serológicos possuem a vantagem de poderem ser aplicados ante-mortem e de 

conseguirem fornecer informações acerca da fase em que a infeção se encontra. Em vitelos ou 

bovinos adultos, alguns dias após a infeção primária dá-se a formação de anticorpos anti-N. 

caninum específicos (IgM e IgG). Enquanto os níveis de IgM específicas atingem o seu pico duas 

semanas após a infeção e depois descem abaixo do limiar de deteção do teste de aglutinação 

direta para Neospora (NAT) quatro semanas após a infeção (De Marez et al., 1999), os níveis de 

IgG vão aumentando desde as primeiras semanas até aos três a seis meses após a infeção 

primária (Conrad et al., 1993b; Dubey et al., 1996a; Uggla et al., 1998; De Marez et al., 1999; 

Schares et al., 1999, 2000; Williams et al., 2000; Trees et al., 2002). Após uma infeção primária 

(induzida por taquizoítos ou pela ingestão de oocistos), verifica-se que o aumento inicial da IgG1 

específica é seguido por um aumento, ligeiramente retardado, da IgG2 específica (De Marez et 

al., 1999; Williams et al., 2000; Andrianarivo et al., 2001). Num estudo feito em bezerros infetados 

experimentalmente através de oocistos, não se observaram níveis de IgA elevados (De Marez et 

al., 1999). Os níveis de anticorpos específicos podem persistir por toda a vida, no entanto podem 

ocorrer flutuações dos níveis destes, podendo inclusive encontrar-se em valores abaixo do limiar 

de deteção dos testes serológicos (Dubey e Schares, 2006). 

Depois da infeção primária por N. caninum, a avidez dos anticorpos específicos (IgG) 

aumenta ao longo do tempo (Björkman et al., 2003, 1999), assim sendo, os testes de avidez 

fornecem informações importantes que permitem discriminar qual a fase de infeção em que o 

animal se encontra (Schares et al., 2002), além disso poderão servir de complemento aos 

ensaios de IgG em estudos epidemiológicos da infeção por N. caninum (Björkman et al., 2003). 

Diversos estudos de avidez foram desenvolvidos com objetivo de diferenciar uma resposta de 

baixa avidez da IgG (indicativo de uma infeção recente, ocorrida há cerca de dois meses) de 

uma resposta de alta avidez da IgG (indicativo de infeção crónica). Usualmente a obtenção de 

respostas de alta avidez da IgG são observadas em bovinos infetados por mais de seis meses 

(Björkman et al., 2003, 1999). Em estudos feitos em condições de campo, foi colocada a hipótese 

de que uma resposta de baixa avidez da IgG poderia estar associada a uma situação de abortos 

epidémicos associados a N. caninum, indicando que os abortos foram provocados por uma 

infeção primária recente (Jenkins et al., 2000; McAllister et al., 2000; Schares et al., 2002; Sager 

et al., 2005). 

2.7.4.1. Testes serológicos 

Foram desenvolvidos diversos testes serológicos para deteção de anticorpos anti-N. 

caninum em bovinos, como os testes de aglutinação direta modificados para Neospora spp. 

(NAT) (Packham et al., 1998; Romand et al., 1998), técnica de imunofluorescência indireta (IFAT) 

(Conrad et al., 1993b; Buxton et al., 1997; Schares et al., 1998), ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) convencional (Dubey et al., 1996a; Williams et al., 1997; Wouda et al., 1998a; 

Gottstein et al., 1999; Schares et al., 1999), ELISA de avidez (Björkman et al., 1999; Schares et 
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al., 2002; Sager et al., 2003), ELISA em leite de tanque (Björkman et al., 1997; Schares et al., 

2003; Bartels et al., 2005), Immunoblotting (Bjerkas et al., 1994; Aguado-Martínez et al., 2005) e 

teste imunocromatográfico rápido (ICT) (Liao et al., 2005). 

No entanto, apesar de existirem diversos testes serológicos, não existe um teste de 

referência que defina um animal verdadeiramente positivo ou um animal verdadeiramente 

negativo, apesar de se utilizar o IFAT com essa finalidade (Ortega-Mora et al., 2006). O que 

muitos laboratórios fazem para comparar o desempenho dos testes serológicos usados, é utilizar 

a decisão da “maioria dos testes” como definição de gold standart, ou seja, amostras 

classificadas como positivas ou negativas pela maioria dos testes, foram consideradas como 

amostras positivas e negativas de referência (Alvarez-García et al., 2013; Campero et al., 2015; 

Guido et al., 2016). 

2.7.4.2. Imunofluorescência indireta (IFAT) 

A técnica de imunofluorescência indireta (IFAT) foi a primeira a ser aplicada no 

diagnóstico de neosporose (Dubey et al., 1988b) e foi a técnica serológica mais utilizada para 

diagnosticar a infeção por N. caninum em cães e bovinos, num passado recente (Conrad et al., 

1993b; Otter et al., 1997; Atkinson et al., 2000), além disso continua a servir como teste de 

referência para as outras técnicas (Björkman e Uggla, 1999; Dubey, 2003; Piagentini et al., 2012). 

A IFAT é uma técnica serológica que se baseia na fixação de taquizoítos intactos em lâminas de 

microscópio seguido da incubação com os soros a testar, e posterior deteção de anticorpos anti-

N. caninum, com recurso a anticorpos anti-espécie a testar, marcados com fluoresceína 

(Björkman e Uggla, 1999; Ortega-Mora et al., 2006). Uma IFAT é considerada positiva (Fig. 11) 

quando toda a membrana íntegra dos taquizoítos apresenta fluorescência periférica (Paré et al., 

1995), o que ocorre com titulações moderadas a elevadas. Quando são testados soros com 

titulações baixas, geralmente verifica-se fluorescência na zona apical ou uma redução da 

intensidade desta (Conrad et al., 1993b; Paré et al., 1995), no entanto estes achados também 

são observados em situações de reações cruzadas com T. gondii (Atkinson et al., 2000). 

 O valor dos títulos do limiar de positividade para bovinos, variam entre laboratórios 

desde 1:100 até 1:640 para adultos e desde 1:16 até 1:80 para serologia fetal (Björkman e Uggla, 

Figura 11. IFAT positiva para Neospora caninum. 
(McAllister, (2016)). 
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1999; Alvarez-García et al., 2003). No entanto, von Blumröder et al., (2004) recomenda, para 

deteção da infeção em bovinos, um valor do limiar de positividade de 1:200, e Alvarez-García et 

al., (2003) um valor do limiar de positividade de 1:16 a 1:25 em fluídos fetais. Este teste, 

comparado por exemplo ao teste ELISA, tem como desvantagens o facto de necessitar de uma 

pessoa treinada e experiente para a sua execução, ser uma técnica de execução lenta que não 

permite a análise de um grande número de amostras em simultâneo, e os resultados dependem 

da subjetividade de quem os lê (Ortega-Mora et al., 2006; Risco-Castillo et al., 2011), por estas 

razões esta técnica não é utilizada por rotina para o rastreio da infeção por N. caninum em 

explorações de bovinos (Haddad et al., 2005). 

2.7.4.3. Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) 

O teste imunoenzimático ELISA, constitui um dos principais métodos serológicos 

utilizados para a deteção de anticorpos anti-N. caninum (IgG), no soro e leite individual ou de 

tanque (Ortega-Mora et al., 2006; Dubey et al., 2007) e, mais recentemente, no líquido 

cefalorraquidiano (Uesaka et al., 2018), no entanto é possível a ocorrência de resultados 

inconclusivos (Dubey e Lindsay, 1996), não existindo testes de referência que definam o que é 

um resultado negativo ou um resultado positivo (Ortega-Mora et al., 2006).  

Estes testes apresentam como vantagens, comparativamente à IFAT, o facto de ser um 

processo que se torna rapidamente automatizado, permite a análise de um grande número de 

amostras de forma rápida, e permite o registo objetivo dos resultados (Ortega-Mora et al., 2006). 

Foram desenvolvidas diferentes variações do teste ELISA, como o ELISA indireto e ELISA de 

competição (cELISA). Além disso, foram usadas diferentes preparações de antigénios, mas a 

preparação usada no ELISA indireto consiste em antigénios de taquizoítos solúveis, permitindo 

assim o uso deste teste em soro e leite de bovinos (Ortega-Mora et al., 2006). Os resultados do 

teste ELISA indireto podem ser expressos em densidade ótica (DO) (Osawa et al., 1998), 

percentagem de positividade (PP) (Williams et al., 1999), índice relativo percentual (IRCP) 

(Alvarez-García et al., 2003) ou rácio amostra/controlo positivo (S/P) (Wouda et al., 1998a). No 

cELISA, anticorpos anti-N. caninum específicos competem por um epítopo no antigénio p65 com 

um anticorpo monoclonal conjugado, o resultado é expresso em percentagem de inibição 

(Baszler et al., 1996). 

Nos testes serológicos, os resultados são dependentes de diversos fatores como: a 

composição antigénica, as características do conjugado e outros reagentes (Björkman e Uggla, 

1999). A idade e o motivo pela qual se está a testar (deteção de infeção ou causa de aborto) 

também têm uma grande influência na seleção do valor do limiar de positividade (Atkinson et al., 

2000; Alvarez-García et al., 2003). De um ponto de vista prático e na ausência de um valor limiar 

de positividade perfeito para bovinos reprodutores, o uso de um valor do limiar de positividade 

padrão que permita a obtenção da máxima sensibilidade será o mais adequado quando o objetivo 

é testar os animais antes da sua compra ou antes da sua entrada num lote livre de N. caninum, 

por outro lado quando o objetivo é decidir quais os animais a refugar deve-se utilizar um valor do 
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limiar de positividade que confira a máxima especificidade. Em certos casos, o uso de 

Immunoblotting poderá ser recomendado como teste confirmatório ou teste a posteriori (Bartels 

et al., 2006a). 

Num estudo multicêntrico levado a cabo em vários laboratórios europeus, diferentes 

ELISA e IFAT foram comparados (von Blumröder et al., 2004). A maioria das técnicas mostraram 

um elevado nível de concordância na interpretação dos resultados (positivos e negativos). Além 

disso, observou-se um aumento da concordância entre os testes após a aplicação de valores do 

limiar de positividade padrão, permitindo assim padronizar a interpretação dos resultados obtidos 

em diferentes testes, usados em estudos epidemiológicos paralelos (Ortega-Mora et al., 2006). 

A prova ELISA indireto para deteção de N. caninum foi modificada de modo a permitir a 

avaliação da avidez das IgG permitindo a distinção entre infeção recente ou crónica por este 

agente (Björkman et al., 1999; Maley et al., 2001; Schares et al., 2002; Sager et al., 2003; 

Aguado-Martínez et al., 2005; Dubey e Schares, 2011). Os testes de avidez baseiam-se no facto 

de que os primeiros anticorpos sintetizados, após a infeção primária, têm uma menor afinidade 

que aqueles produzidos mais tarde. Posto isto, valores de avidez baixos estão associados a 

infeções recentes, e valores de avidez altos estão relacionados com infeções de carácter mais 

crónico (Jenkins et al., 2000; Schares et al., 2002; Björkman et al., 2003; Aguado-Martínez et al., 

2005; Björkman et al., 2006; Basso et al., 2010). 

A deteção de anticorpos por ELISA também pode ser feita através de amostras de leite 

individual ou de leite de tanque (Ortega-Mora et al., 2006). Esta forma de deteção de anticorpos 

implica poucos custos e as amostras podem ser colhidas facilmente de forma não invasiva e sem 

grande manipulação do animal. Foram conduzidos diversos trabalhos com recurso a amostras 

de leite individual usando diferentes testes ELISA com um grau de concordância satisfatório entre 

os resultados obtidos com soro e com leite (Björkman et al., 1997; Moskwa et al., 2003; Schares 

et al., 2004a).  

Também é possível realizar a deteção de anticorpos por ELISA em amostras de leite de 

tanque (Chanlun et al., 2002; Schares et al., 2003; Chanlun et al., 2006; Frössling et al., 2006; 

Varcasia et al., 2006) sempre que a prevalência da infeção por este parasita seja superior a 10-

15%. Além disso, este tipo de análise pode ser usada para monitorizar programas de controlo de 

neosporose. Bartels et al., (2005) compararam diversos testes ELISA usando amostras de leite 

de tanque, tendo observado que os dois testes comerciais avaliados eram capazes de detetar 

valores de prevalência de N. caninum acima de 15% nos animais em lactação. 

2.7.4.4. Immunoblotting 

A técnica de Immunobloting, também conhecida por Western blot, combina a revelação 

em membrana, das proteínas que migraram em gel, por eletroforese, com a especificidade da 

deteção imunoquímica, permitindo assim obter uma grande sensibilidade e especificidade, no 

entanto esta técnica, por necessitar de uma pessoa experiente para a sua realização, ser muito 

morosa, e necessitar de equipamento especializado (Campero et al., 2015) não é usada como 
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técnica de rotina para a análise serológica em bovinos, uma vez que não permite a análise de 

muitas amostras em simultâneo (Ortega-Mora et al., 2006; Ghalmi et al., 2014). Em vez disso, 

esta técnica tem sido usada para identificação de antigénios imunodominantes de taquizoítos no 

soro de hospedeiros (Bjerkas et al., 1994; Baszler et al., 1996; Alvarez-García et al., 2002) e 

como teste confirmatório após a obtenção de resultados duvidosos depois da realização de 

outros testes serológicos (Schares et al., 1998, 1999; Atkinson et al., 2000; Alvarez-García et al., 

2003; Bartels et al., 2006a; Campero et al., 2015), além de fornecer informações adicionais como 

o peso molecular dos antigénios reativos e o possível interesse destes, quer para diagnóstico, 

quer para a imunidade em trabalhos no desenvolvimento de vacinas (Ghalmi et al., 2014). 

2.7.4.5. Teste de Aglutinação Direta modificado para Neospora spp. (NAT) 

A técnica de NAT, baseia-se no princípio de que os taquizoítos intactos aglutinam-se na 

presença de anticorpos IgG específicos (Packham et al., 1998; Romand et al., 1998; Canada et 

al., 2004; Dubey e Thulliez, 2005). Segundo Packham et al., (1998), a utilização de um valor do 

limiar de positividade de 1:80 permite obter uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 

97%. As vantagens desta técnica centram-se na simplicidade de execução e no facto de não 

requerer o uso de conjugados específicos da espécie em análise (Ortega-Mora et al., 2006), o 

que torna este teste adequado para espécies silvestres (Almería, 2013; Donahoe et al., 2015). 

No entanto, este teste apresenta menor especificidade (alguns falsos-positivos) o que constitui 

uma grande desvantagem (Ortega-Mora et al., 2006; Moraveji et al., 2012). 

Atualmente, existem diversos kits comerciais de ELISA, IFAT e NAT disponíveis para o 

diagnóstico de neosporose (Björkman e Uggla, 1999; Williams et al., 1999; Atkinson et al., 2000; 

Baszler et al., 2001; Reichel e Pfeiffer, 2002; Dubey e Schares, 2006; Alvarez-García et al., 

2013). No entanto, os elevados custos, os diversos processos de importação envolvidos e a 

necessidade de possuir um espectrofotómetro para placas multipoços, constituem uma barreira 

à aquisição destes kits por parte de muitas explorações de bovinos e de laboratórios com menos 

condições em certos países (Ghalmi et al., 2014; Campero et al., 2018). 

Liao et al., (2005) desenvolveram um teste de imunocromatográfico rápido (ICT) 

utilizando um antigénio de superfície recombinante de N. caninum (NcSAG1), de modo a permitir 

uma rápida deteção de anticorpos anti-N. caninum em bovinos. 

2.7.4.6. Serologia Fetal 

A demonstração de anticorpos anti-N. caninum no soro ou fluídos fetais por IFAT, ELISA 

ou Immunobloting é indicativa de infeção fetal (Conrad et al., 1993b; Barr et al., 1995; Paré et al., 

1995; Otter et al., 1997; Slotved et al., 1999; Söndgen et al., 2001), uma vez que, nos bovinos, 

não existe qualquer transferência de imunidade passiva da mãe para o feto durante a gestação. 

O feto bovino apenas tem capacidade para produzir anticorpos a partir do quinto mês de 

gestação. Assim sendo, a serologia fetal apenas pode ser usada no diagnóstico da infeção por 

N. caninum em fetos com idade superior a cinco meses (Pereira-Bueno et al., 2003). No entanto, 
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vários trabalhos mostram que, mesmo com a utilização de Immunobloting, a serologia fetal 

apresenta uma baixa sensibilidade, correspondendo a um aumento de falsos negativos, de forma 

a minimizar este problema, opta-se por baixar a diluição utilizada como limiar de positividade 

(Barr et al., 1995; Wouda et al., 1997a; Gottstein et al., 1999; Slotved et al., 1999; Söndgen et 

al., 2001). A falta de imunocompetência fetal (Wouda et al., 1997a), um curto intervalo entre a 

infeção e morte fetal (Söndgen et al., 2001), e a autólise, que pode causar a degradação das 

imunoglobulinas fetais e consecutivamente baixos níveis de anticorpos específicos para N. 

caninum (Wouda et al., 1997a), poderão ser as razões responsáveis por provocar uma baixa 

sensibilidade da serologia fetal (Ortega-Mora et al., 2006). Por outro lado, a deteção de 

anticorpos anti-N. caninum em fluídos fetais não prova necessariamente que a infeção por este 

agente causou a morte fetal, uma vez que muitos vitelos infetados congenitamente e clinicamente 

normais têm anticorpos anti-N. caninum. Portanto, a serologia fetal não deverá ser utilizada como 

único meio de diagnóstico na confirmação da infeção por N. caninum, em casos isolados de 

abortos (Ortega-Mora et al., 2006). 

2.7.4.7. Outros testes para diagnóstico in vivo 

 Atualmente, existem outros meios de diagnóstico que podem ser usados para 

diagnóstico in vivo de N. caninum, apesar da maior parte destes ser usado para trabalhos de 

investigação e necessitar de validação com as técnicas usadas mais frequentemente. O uso de 

um nested-PCR (nPCR) permite a deteção de ADN parasitário no sangue (Okeoma et al., 2004; 

Ferre et al., 2005) e no sémen (Ortega-Mora et al., 2003; Caetano-da-Silva et al., 2004; Ferre et 

al., 2005), podendo ser posteriormente quantificado por um PCR em tempo real (RT-PCR) no 

sangue (Okeoma et al., 2005), bem como no sémen (Ortega-Mora et al., 2003; Caetano-da-Silva 

et al., 2004; Ferre et al., 2005). Já foi encontrado ADN parasitário, de forma esporádica, em 

leucócitos de animais infetados naturalmente e experimentalmente. Nestes animais foi também 

encontrado ADN parasitário na fração celular do sémen com baixa carga parasitária. 

 Por outro lado, a determinação da produção de IFN-γ específico permite uma 

quantificação indireta da resposta mediada por células do animal. Os linfócitos, provenientes do 

sangue periférico de animais infetados com N. caninum, irão proliferar in vitro quando 

estimulados por antigénios específicos, tendo sido retirado IFN-γ do sobrenadante destas 

culturas. Futuramente, esta determinação poderá vir a ser utilizada para diagnóstico de 

neosporose mas, por enquanto, este método é apenas usado para investigação (Andrianarivo et 

al., 2001; Almeria et al., 2003; Ferre et al., 2005; Moore et al., 2005; Serrano et al., 2006).  

2.7.4.8. Deteção de N. caninum 

 Outrora a IHQ foi o método mais utilizado para a deteção deste parasita no tecido 

cerebral fetal e noutros tecidos como os pulmões, fígado e coração (Lindsay e Dubey, 1989b). 

No entanto, a IHQ é uma técnica com uma sensibilidade relativamente baixa para a deteção de 

formas parasitárias em fetos muito autolisados. Uma das vantagens desta técnica reside na sua 
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alta especificidade, apesar de já terem sido reportados alguns casos de reação cruzada com T. 

gondii (van Maanen et al., 2004). A demonstração de antigénios de Neospora spp. por IHQ 

depende do número de cortes histológicos feitos e do tempo passado em examinação ao 

microscópio (Wouda et al., 1997b). Os taquizoítos e antigénios deste parasita são tipicamente 

encontrados em lesões cerebrais, podendo também ser encontrados em lesões no coração e 

fígado (González et al., 1999). O número de quistos tecidulares encontrados a nível cerebral 

geralmente é baixo, não estando associados a respostas celulares (Fig. 12). 

 O uso das técnicas de PCR tem sido muito útil como meio de diagnóstico para a deteção 

de N. caninum em fetos abortados de bovino (Sager et al., 2001; Pereira-Bueno et al., 2003; van 

Maanen et al., 2004; Medina et al., 2006). Este meio de diagnóstico apresenta uma sensibilidade 

e especificidade superior aos métodos de IHQ (van Maanen et al., 2004). Nos últimos anos, 

várias técnicas de PCR foram desenvolvidas de modo a permitir a amplificação da região ITS1 

do parasita (Holmdahl e Mattsson, 1996) e da sequência Nc5 específica para Neospora spp. 

(Müller et al., 1996), com diferentes modificações do PCR convencional, como o nPCR, para 

aumentar a sensibilidade e especificidade da técnica. Não obstante, segundo van Maanen et al., 

(2004) não existem diferenças significativas entre os diferentes formatos de PCR (PCR 

convencional ou nPCR) e a sensibilidade de diagnóstico. As vantagens da técnica de PCR 

assentam na sua grande especificidade e sensibilidade, na sua rapidez, e na sua capacidade de 

amplificar pequenas quantidades de ADN de Neospora spp. em grandes amostras. Além disso, 

o PCR também funciona bem com fetos autolisados (Ortega-Mora et al., 2006). 

 Foi descrito por Löschenberger et al., (2004), uma nova forma de detetar N. caninum 

com recurso ao PCR in situ. Esta técnica combina as vantagens do PCR convencional (alta 

sensibilidade e especificidade) com a representação in situ das técnicas de IHQ. Além disso, 

Figura 12. Quisto tecidular de N. caninum, localizado 
num neurónio, evidenciado por IHC com recurso a 
soro de coelho policlonal anti-N. caninum. 
Contramarcação com H&E (x400). (Ortega-Mora et 
al., (2006)) 
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como demonstrado pelos autores, não se verificaram reações cruzadas com T. gondii, uma vez 

que os controlos deste teste contendo tecidos infetados com T. gondii tiveram sempre resultados 

negativos (Löschenberger et al., 2004). 

2.7.4.9. Coprologia 

O exame coprológico, per si, tem pouca importância no diagnóstico de infeção por N. 

caninum (Andreotti et al., 2003), porém é usado como forma de averiguar se determinado animal 

está a eliminar oocistos nas fezes, e é fundamental na identificação de espécies que são 

hospedeiras definitivas para N. caninum, tendo assim um papel importante na epidemiologia da 

neosporose (Dubey et al., 2007). Para tal, utiliza-se uma combinação de um método de 

sedimentação (1600 G por 10 min) seguido de flutuação com recurso a uma solução saturada 

com sacarose, com gravidade específica de 1,3 [550 g de sacarose em 450 mililitros (mL) de 

água], após conclusão adiciona-se dicromato de potássio (K2Cr2O7) a 1-2%, para promover a 

esporulação e evitar o crescimento de bactérias e fungos. Deixando depois os oocistos expostos 

ao ar e à temperatura ambiente entre 72 a 96h, e depois refrigeram-se a 4°C. Para a contagem 

de oocistos, utiliza-se uma câmara de contagem de Neubauer (Schares et al., 2005). 

Uma vez que o período de eliminação de oocistos de N. caninum é geralmente breve, 

estes são encontrados de forma pouco frequente nas fezes dos canídeos (McAllister, 2016), e 

devido ao facto de estes apresentarem uma morfologia muito semelhante à de outros parasitas 

do Filo Apicomplexa, que também parasitam estes animais, em especial Hammondia heydorni, 

a avaliação morfológica dos oocistos eliminados nas fezes não é considerada uma técnica 

adequada para a identificação das espécies envolvidas, carecendo de avaliação molecular 

(Reichel et al., 2007). 

2.7.4.10. Isolamento de N. caninum 

 O isolamento de N. caninum em culturas celulares e/ou em bioensaios através da sua 

inoculação em estirpes de murganhos (Mus musculus) imunodeprimidos não constitui uma 

técnica adequada para um diagnóstico rotineiro da causa de aborto, uma vez que o sucesso do 

isolamento é prejudicado pelo facto de que a maior parte das formas parasitárias em fetos 

bovinos morrem durante a autólise celular (Dubey, 1999). No entanto, estas técnicas podem ser 

usadas para a obtenção de novos isolados de Neospora spp., permitindo continuar os trabalhos 

de investigação, como epidemiologia molecular, estudos de patogenicidade e desenvolvimento 

de vacinas (Ortega-Mora et al., 2006). 

2.8. Fatores de risco da neosporose bovina 

 O conhecimento dos fatores de risco que podem favorecer a infeção por N. caninum e a 

ocorrência de abortos provocados por este agente são de extrema importância para o 

desenvolvimento e implementação de medidas para controlar a neosporose bovina. Existem 

vários trabalhos que avaliam os fatores de risco, quer a nível individual quer a nível da manada, 

da ocorrência de infeção por N. caninum ou de episódios de aborto associados a este parasita. 
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Segundo Dubey et al., (2007), estes riscos, referidos anteriormente, estão positivamente 

relacionados uns com os outros apesar de serem influenciados de uma maneira distinta (Fig. 

13). 

Após a ocorrência de transmissão transplacentária exógena, o risco de aborto pode vir 

a ser influenciado, por exemplo, pelo número de oocistos ingeridos pela mãe e pela fase da 

gestação (Gondim et al., 2004a), ao passo que a ocorrência de abortos por transmissão 

transplacentária endógena pode ser influenciada por diversos fatores, como o estado 

imunológico da mãe, e por outros mecanismos que ainda hoje não estão bem elucidados (Dubey 

et al., 2007).  

A proporção entre a ocorrência de transmissão horizontal em relação à ocorrência de 

transmissão vertical numa exploração ou numa região, depende fortemente da prevalência de 

infeção na população bovina, bem como a distribuição de cães infetados (e outros canídeos 

silvestres) pela região, tal como o acesso destes aos bovinos, alimentos e parques de 

alimentação (Haddad et al., 2005; Blumröder et al., 2006). Certos estudos evidenciam a influência 

da presença de cães nas explorações com os níveis de prevalência de N. caninum nos bovinos 

(Bartels et al., 1999; Ould-Amrouche et al., 1999; Wouda et al., 1999b; Th Dijkstra et al., 2002b), 

no entanto existem outros estudos em que esta relação não foi demonstrada (Mainar-Jaime et 

al., 1999; Romero et al., 2002). Foram realizados inúmeros estudos epidemiológicos de modo a 

avaliar o risco de infeção por N. caninum a nível individual e a nível de manada com o estado 

serológico dos animais como variáveis dependentes, estes estão resumidos no Anexo 1. 

2.8.1. Risco de Infeção 

2.8.1.1. Idade 

O risco de um animal ser seropositivo aumenta com a idade ou com o aumento do 

número de partos, em bovinos de carne e de leite (Jensen et al., 1999; Dyer et al., 2000; 

Fatores que influenciam a taxa de 

transmissão horizontal (ex. número de 

cães na exploração) 

Transmissão 

horizontal 

Fatores que influenciam a taxa de 

transmissão vertical (ex. idade dos 

animais) 

Transmissão 

vertical 

Fatores que influenciam a ocorrência de 

aborto associado à transmissão exógena 

(ex. dose infetante) 

Fatores que influenciam a ocorrência de 

aborto associado à transmissão endógena 

(ex. imunodepressão) 

Figura 13. Visão geral dos potenciais fatores de risco ou proteção que influenciam 
a transmissão horizontal ou vertical de N. caninum bem como a ocorrência de 
aborto exógeno ou endógeno associado a este. Neste diagrama, os animais naïf 
encontram-se com a cor cinza, os animais com infeção pós-natal estão 
representados a laranja e os animais infetados verticalmente encontram-se a 
vermelho. Adaptado de Dubey et al., (2007) 
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Sanderson et al., 2000; Rinaldi et al., 2005), sugerindo que a transmissão horizontal de N. 

caninum é a via de transmissão mais frequente em certas explorações. Waldner et al., (1998) 

verificaram que a idade exerce um efeito negativo na prevalência de animais positivos numa 

exploração leiteira no Canadá. Neste mesmo estudo foi observado que o risco de um animal ser 

refugado era significativamente maior em vacas seropositivas do que em vacas seronegativas, 

sugerindo que o refugo seletivo poderá ser a razão da obtenção destes resultados em relação à 

idade dos animais (Dubey et al., 2007). Posteriormente, num estudo europeu, observou-se que 

a influência da idade na seropositividade de bovinos de leite pode variar consoante as áreas em 

estudo. Em Espanha, por exemplo, o risco de um animal ser seropositivo aumenta com a idade, 

ao passo que na Suécia verifica-se o oposto (Bartels et al., 2006a). Coloca-se a hipótese de que 

o efeito da idade pode ser influenciado por variações na probabilidade de transmissão horizontal, 

como o risco de ingestão de oocistos, por diferenças regionais na taxa de substituição, 

influenciando o tempo que os animais podem estar expostos à transmissão horizontal, e por 

práticas de gestão como o refugo seletivo de animais positivos (Bartels et al., 2006a). O refugo 

de animais não seletivo, numa manada com elevada prevalência de infeção por N. caninum, 

pode resultar numa associação positiva entre a idade e a prevalência, nos casos em que as 

novilhas de substituição são adquiridas em explorações com baixa prevalência de infeção por 

este agente. Este efeito é mais notório pelo facto de que a proporção de transmissão vertical é 

muito menor que 100% (Davison et al., 1999b).  

 Um estudo britânico, em explorações de leite com problemas associados à infeção por 

N. caninum, revelou uma prevalência significativamente menor em animais dos 13 aos 24 meses 

de idade, que em animais dos sete aos 12 meses e que os animais com idade superior a 24 

meses (Davison et al., 1999a). Foi então colocada a questão sobre a possibilidade de alguns dos 

animais com idades compreendidas entre os 13 e os 24 meses (provavelmente novilhas) terem 

sido infetados congenitamente com N. caninum, apesar de serem seronegativos. O fenómeno 

de recrudescência da infeção durante a gestação pode ter sido responsável pelo aumento da 

prevalência da doença nas faixas etárias mais velhas (Davison et al., 1999a). 

2.8.1.2. Hospedeiros definitivos (cães, coiotes e outros canídeos) 

 Na maior parte dos estudos epidemiológicos, em explorações de leite, a presença de 

cães nas explorações, no presente ou nos últimos dez anos (Paré et al., 1998; Blumröder et al., 

2006), e o número de cães presentes na exploração (Paré et al., 1998; Mainar-Jaime et al., 1999; 

Schares et al., 2004b; Blumröder et al., 2006; Corbellini et al., 2006) são considerados fatores de 

risco para a infeção por N. caninum em bovinos. Este facto era esperado, uma vez que os cães 

são hospedeiros definitivos deste agente, além disso foram estudadas as formas como os cães 

podem transmitir a infeção aos bovinos (Th Dijkstra et al., 2002a). Em explorações com 

evidências da ocorrência de infeção pós-natal dos animais, foi referido em maior número de 

vezes, pelos proprietários que os seus cães defecavam nos corredores de alimentação e junto 

da silagem de erva ou de milho, em comparação com os proprietários de outras explorações sem 
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grandes problemas (Th Dijkstra et al., 2002a). Num trabalho em explorações com sinais de 

infeção pós-natal recente, a seropositividade dos animais foi, mais frequentemente, relacionada 

com o alojamento de bovinos e cães em simultâneo, do que os alimentos, indicando que as 

infeções devem-se principalmente à ocorrência de contaminação das manjedouras com oocistos, 

e não devido à contaminação de forragens durante o seu armazenamento (Th Dijkstra et al., 

2002b). Em explorações com evidências de infeção pós-natal os proprietários observam 

frequentemente a ingestão de placentas de bovinos, descargas uterinas, e colostro ou leite, por 

parte dos cães, com maior frequência do que os proprietários das explorações controlo (Th 

Dijkstra et al., 2002a), sugerindo que o consumo destes materiais pode representar um risco de 

infeção para os cães por N. caninum. Como referido anteriormente, a ingestão de placentas 

infetadas foi confirmada como modo de infeção dos H.D., ao contrário da ingestão de colostro 

(Dijkstra et al., 2001b). No entanto, interessantemente, o consumo de fetos abortados não foi 

identificado como um potencial fator de risco em manadas com evidências de infeção pós-natal 

(Th Dijkstra et al., 2002a) e, num trabalho experimental, não foi observada a eliminação de 

oocistos após a ingestão de fetos abortados e tecido cerebral destes por parte dos cães 

(Bergeron et al., 2001a). Todavia, os resultados observados neste estudo poderão ter sido 

influenciados pelo estado de autólise verificado nos fetos, uma vez que este fenómeno ao 

conduzir à morte celular leva à morte deste parasita. A maior parte das formas parasitárias de N. 

caninum, em fetos abortados, morrem juntamente com as células hospedeiras, sendo raro 

encontrar bradizoítos intactos (Dubey et al., 2006). Conrad et al., (1993a) conseguiram isolar 

formas parasitárias viáveis de N. caninum em apenas dois de 49 fetos abortados. 

 Segundo Dijkstra et al., (2002b), a introdução de um novo cão na exploração representa 

um maior risco de transmissão de N. caninum que a presença de um cão já residente. Esta 

conclusão pode ser explicada fazendo uma analogia com o que se passa com T. gondii, uma vez 

que os H.D., que nunca contactaram com este agente, são cruciais para a continuação do ciclo 

seu ciclo de vida (Davis e Dubey, 1995). Assim sendo, o mesmo se pode verificar na infeção por 

N. caninum em cães que após a ingestão repetida de tecidos infetados, eliminaram poucos ou 

mesmo nenhuns oocistos nas fezes (Dijkstra et al., 2001b; Schares et al., 2001a; Gondim et al., 

2005). Além disso, Gondim et al., (2005) verificaram que cães mais jovens (dez a 14 semanas 

de idade) eliminam um maior número de oocistos comparativamente a cães mais velhos (dois a 

três anos). 

 Além da existência de cães na exploração, a presença de cães na vizinhança das 

explorações também constituem um fator de risco para a infeção por este parasita (Dubey et al., 

2007). Num estudo realizado na Alemanha por Schares et al., (2003), a densidade populacional 

canina nos municípios e cidades foi considerada um fator preditor da prevalência da infeção por 

N. caninum em provas ELISA no leite de tanque ou foi identificada como um fator de risco para 

o aumento da seropositividade da manada (Schares et al., 2004b; Blumröder et al., 2006). 

 Em gado de carne, não existem ainda evidências concretas de que a presença de cães 

na exploração ou a proximidade de cães em redor da exploração sejam um fator de risco para a 
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infeção por N. caninum (Blumröder et al., 2006). Uma possível explicação para isto, reside no 

facto que nas explorações de carne menos intensivas, não existe um grande contacto dos 

bovinos com as fezes dos cães (Sanderson et al., 2000; Barling et al., 2001; Otranto et al., 2003). 

Além disso, Barling et al., (2001) observaram que a presença de um cão da exploração, em 

explorações de carne no Texas, constitui um suposto fator de proteção, possivelmente devido 

ao facto de existirem muitos canídeos selvagens na região onde foi feito este estudo e uma vez 

que, segundo Hobson et al., (2005), a presença de cães da exploração está inversamente 

relacionada com a presença de canídeos selvagens nos terrenos desta. 

2.8.1.3. Outros carnívoros 

Num estudo experimental, desenvolvido por McAllister et al., (1998b), não se conseguiu 

demonstrar que os gatos poderiam ser H.D. de N. caninum. Interessantemente, num estudo 

epidemiológico desenvolvido por Ould-Amrouche et al., (1999), foi verificado que a presença de 

gatos na exploração desempenha um fator de proteção à infeção por este parasita. É possível 

que a presença de gatos seja considerada um fator de proteção devido à ausência de cães, no 

entanto outra explicação possível para esta conclusão assenta no facto dos gatos serem 

predadores de supostos H.I., como os ratos, reduzindo assim a hipótese de ocorrer a ingestão 

de tecidos infetados destes pelos H.D. (Dubey et al., 2007). 

2.8.1.4. Outros Hospedeiros Intermediários 

Além dos bovinos, existem outros hospedeiros intermediários de N. caninum que 

representam uma fonte de infeção para cães e outros canídeos. A presença de ADN de N. 

caninum em murganhos e ratos sugere que estes animais poderão ser uma importante fonte de 

infeção para carnívoros hospedeiros definitivos deste parasita (Huang et al., 2004; Hughes et al., 

2006; Jenkins et al., 2007). Num estudo feito em França por Ould-Amrouche et al., (1999), os 

autores reportaram que a presença de coelhos e/ou patos pode constituir um fator de risco para 

a seropositividade em bovinos de leite. Num estudo feito no norte de Itália, o risco de 

seropositividade, a nível individual, aumenta com o número de cães presentes na exploração, 

quando na presença de aves na exploração (Otranto et al., 2003). Bartels et al., (1999), também 

verificaram que a presença de aves nas explorações constituía um fator de risco para a 

ocorrência de abortos associados a N. caninum, além disso também colocam a hipótese de que 

estes animais podem desempenhar um papel de vetor de oocistos provenientes de canídeos. 

2.8.1.5. Pastoreio, forragens e água de abeberamento 

As pastagens, forragens e água contaminadas com oocistos são consideradas fontes 

potenciais de infeção pós-natal de bovinos. Portanto, é importante saber quais práticas de 

alimentação que representam um risco acrescido de infeção (Dubey et al., 2007). No noroeste 

dos Estados Unidos e na Itália, o pastoreio durante o verão parece ser um fator de proteção 

(Sanderson et al., 2000; Otranto et al., 2003). Apesar dos canídeos silvestres e cães terem 

acesso às pastagens, a contaminação destas por oocistos eliminados nas fezes dos H.D. pode 
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ser tão baixa que o risco de infeção é negligenciável ou os oocistos podem não sobreviver 

durante os meses de verão, no caso de serem quentes e secos. 

 Em bovinos de carne, o uso de manjedouras fixas aparenta ser um fator de risco para a 

seropositividade (Barling et al., 2001). A razão pela qual se considera que o uso de manjedouras 

fixas representa um fator de risco, reside no facto de que frequentemente as áreas para os 

animais são menores e as vacas parirem, abortarem ou expelirem membranas fetais junto destas 

manjedouras. Uma vez que estas manjedouras raramente são movidas, coloca-se a hipótese da 

ocorrência de uma grande contaminação fecal da área envolvente por parte dos H.D. nas 

mesmas áreas onde uns dias antes ocorreu a ingestão de membranas fetais (Barling et al., 2001). 

No mesmo estudo, uma conduta implementada para evitar a contaminação da forragem, como 

o uso de dispensadores fixos de concentrado, foi identificado como um provável fator de proteção 

(Barling et al., 2001). No entanto, o acesso de canídeos silvestres ao concentrado de desmame 

representa um risco acrescido para a infeção dos vitelos por N. caninum (Barling et al., 2001). 

 Num estudo conduzido em França, o uso de água proveniente de lagoas em detrimento 

de água oriunda de poços ou da rede pública para o abeberamento animal, foi considerado um 

fator de risco para a infeção por N. caninum em bovinos de leite (Ould-Amrouche et al., 1999). 

Dados epidemiológicos de mamíferos marinhos selvagens sugerem que os oocistos de N. 

caninum podem contaminar águas superficiais e posteriormente água do mar e infetar estes 

últimos (Dubey, 2004b; Dubey et al., 2003). 

 2.8.1.6. Ingestão de colostro ou leite 

 A infeção de vitelos neonatos através da ingestão de leite foi demonstrada em estudos 

experimentais após o fornecimento de leite contendo taquizoítos (Davison et al., 2001; Uggla et 

al., 1998). Todavia, Davison et al., (2001) verificaram que vitelos nascidos de mães 

seronegativas, não ficaram infetados após a ingestão de leite de vacas seropositivas. Apesar de 

se ter encontrado ADN de N. caninum em leite de bovinos (Moskwa et al., 2007, 2003), encontra-

se em curso um debate sobre a possibilidade da ocorrência de transmissão deste agente por via 

lactogénica. Num estudo realizado em bovinos leiteiros por Corbellini et al., (2006), estes 

sugeriram que o fornecimento de colostro agrupado de diferentes animais constitui um fator de 

risco para a seropositividade. 

2.8.1.7. Maneio da Época de Parto 

Num estudo realizado em vitelos de carne no Texas, verificou-se que, ter uma época de 

parto sazonal em que os animais parem durante a primavera, teve um efeito profundo no 

aumento do risco de infeção por N. caninum, quando comparado a explorações cujos partos 

ocorriam no outono (Barling et al., 2001). Os autores não referiram qualquer explicação para 

estes resultados mas, possivelmente, existem efeitos sazonais nas vacadas de carne sobre o 

risco de infeção dos vitelos, seja por transmissão transplacentária ou horizontal (pós-natal) 

(Dubey et al., 2007). Esta sazonalidade poderá estar biologicamente ligada à época de partos 
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dos H.D. silvestres (como os coiotes) encontrados no Texas (Dubey et al., 2007). Uma vez que 

cães jovens ou que nunca contactaram com N. caninum são mais suscetíveis à infeção por este 

agente comparativamente a cães mais velhos ou imunes (Dijkstra et al., 2001b; Gondim et al., 

2005; Schares et al., 2001a), assim sendo é possível extrapolar o mesmo para coiotes jovens 

(Dubey et al., 2007). Noutro estudo francês, reparou-se que épocas de parto prolongadas, de 

três a seis meses ou de seis a doze meses, reduziam o risco de infeção dos animais 

comparativamente a explorações com épocas de parto mais curtas até três meses (Ould-

Amrouche et al., 1999). No entanto, os autores não apresentaram nenhuma explicação para 

estes resultados. 

2.8.1.8. Densidade animal e área da exploração 

 Em dois estudos feitos em vitelos de carne no Texas, uma alta densidade animal foi 

identificada como um potencial fator de risco para a infeção por N. caninum (Barling et al., 2001, 

2000b). Sanderson et al., (2000) observaram também um efeito semelhante sobre a densidade 

animal em bovinos de carne durante o inverno no noroeste dos Estados Unidos. Este efeito foi 

explicado pelo facto de explorações com elevada densidade animal serem mais propensas a 

realizar a suplementação alimentar dos animais (Barling et al., 2001, 2000b). Uma vez que os 

locais onde se armazenam as forragens e os suplementos alimentares podem atrair facilmente 

roedores, que poderão ser eventuais presas para os H.D. de N. caninum, deve-se considerar 

que estes têm uma maior probabilidade de estarem contaminados com as fezes dos H.D., 

aumentando assim o risco de infeção pós-natal (Barling et al., 2000b). 

 Num estudo feito no Brasil por Corbellini et al., (2006), observou-se que, com o aumento 

da área da exploração, a prevalência da infeção por este agente nas explorações leiteiras em 

estudo diminuía. No entanto, não foi possível relacionar este efeito protetor com a densidade 

animal. Os autores levantaram a hipótese de que, em explorações de menor dimensão, seja 

mais fácil o acesso dos cães da exploração a carcaças de bovinos, fetos abortados, membranas 

fetais e descargas uterinas que em explorações de maior tamanho. 

2.8.1.9. Tamanho da manada 

 Num estudo realizado em Itália, o risco de um animal ficar infetado aumenta à medida 

que o tamanho da manada também aumenta. Nesse mesmo estudo, os autores verificaram que 

o risco de infeção em manadas numerosas aumenta com o aumento do número de cães na 

exploração (Otranto et al., 2003). Noutro estudo conduzido na Alemanha por Schares et al., 

(2004b), foi observado que explorações com manadas de maior dimensão apresentavam um 

risco acrescido de serem positivas em provas ELISA no leite de tanque. Uma das explicações 

para o que foi observado poderá basear-se no facto de que, com o aumento do tamanho da 

manada, por exemplo pela aquisição de novilhas de substituição de outra exploração, ocorre um 

aumento da probabilidade de infeção por N. caninum. Outra explicação para o sucedido poderá 

estar relacionada com o facto das medidas de higiene, responsáveis pela prevenção da ingestão 
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de membranas fetais ou outros materiais infetados por parte dos cães, serem mais difíceis de 

respeitar em manadas de maior dimensão do que em manadas de menor dimensão (Schares et 

al., 2004b). 

2.8.1.10. Proveniência das novilhas de substituição 

 A transmissão vertical de N. caninum é altamente eficiente. Como tal, a criação de 

novilhas de substituição na própria exploração, em vez de adquiri-las noutras explorações 

negativas, suporta as alegações de que a prevalência da infeção por este agente numa 

exploração poderá persistir por muitos anos (Stenlund et al., 2003; Frössling et al., 2005). Se a 

seroprevalência na exploração que adquire as novilhas de substituição for superior à da 

exploração que as fornece, a compra destes animais irá reduzir a prevalência de infeção da 

primeira. Isto explica o porquê de se ter identificado a criação das próprias novilhas de 

substituição como um fator de risco para o aumento da prevalência da infeção por este agente 

em vitelos (Barling et al., 2001). 

2.8.1.11. Clima 

 Em dois estudos europeus foram analisados os efeitos das condições climáticas sobre o 

risco de infeção por N. caninum a nível individual ou de rebanho, tendo sido identificados como 

fatores de risco as temperaturas médias na primavera numa zona à volta da exploração e as 

temperaturas médias em julho no município onde se encontra a exploração (Schares et al., 

2004b; Rinaldi et al., 2005). Estas observações podem ser explicadas pelos efeitos do clima na 

esporulação ou sobrevivência dos oocistos. Por exemplo, temperaturas mais elevadas (ainda 

sem limites definidos) podem favorecer uma esporulação mais rápida dos oocistos presentes 

nas silagens ou no ambiente envolvente (Dubey et al., 2007). 

2.8.1.12. Densidade populacional humana 

 Num estudo realizado na Alemanha por Schares et al., (2003), verificou-se a existência 

de uma correlação positiva entre a densidade da população humana e a densidade da população 

canina e que, à semelhança da densidade populacional canina, este primeiro indicador pode ser 

usado como fator preditivo, em distritos e cidades, da prevalência de explorações positivas em 

amostras de leite de tanque. 

2.8.1.13. Raça 

 Existem relatos de vários países onde a prevalência da infeção por N. caninum difere 

consoante as diferentes raças de bovinos (Bartels et al., 2006a). No entanto, estes resultados 

devem ser interpretados com cautela uma vez que as diferenças observadas poderão estar 

relacionadas com os diferentes sistemas de produção usados para as diferentes raças e não 

apenas pelas diferentes suscetibilidades à infeção associadas às diferentes raças (Dubey et al., 

2007). Por exemplo, as raças nativas espanholas apresentavam uma menor probabilidade de 

serem seropositivas em comparação com as raças Holstein-Frísia, Rubia Galega, e outros 
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cruzamentos. Isto é explicado pela diferença do grau de intensificação do maneio uma vez que, 

em Espanha, as raças Holstein-Frísia e Rubia Galega são exploradas de forma mais intensiva, 

ao contrário das raças nativas deste país que pastoreiam em zonas tipicamente montanhosas 

com uma muito baixa densidade animal (Bartels et al., 2006b). Neste mesmo estudo também 

verificaram, na Suécia, que os animais da raça Vermelha Sueca tinham maior probabilidade de 

serem seropositivos em relação às restantes raças usadas neste país (Bartels et al., 2006b). 

2.8.1.14. Tipo de Alojamento 

 Ould-Amrouche et al., (1999) comparou a influência do tipo de alojamento, em 

explorações leiteiras francesas, no risco de infeção por N. caninum. Os autores deste estudo 

observaram que os animais em estabulação presa apresentavam um risco de serem 

seropositivos superior ao dos animais em estabulação livre. No entanto, os autores não 

encontraram qualquer explicação para este achado.  

2.8.2. Risco de Aborto 

 Os fatores responsáveis pela ocorrência de abortos de carácter epidémico podem ser 

completamente diferentes daqueles que influenciam o risco de abortos de carácter endémico 

(Dubey et al., 2007). Segundo Dubey et al., (2007), a análise dos fatores de risco muitas vezes 

apresenta o inconveniente de não existirem informações acerca do carácter (endémico ou 

epidémico) dos abortos observados. Consequentemente, não é possível relacionar os fatores de 

risco ou os fatores de proteção, identificados em estudos epidemiológicos, com a ocorrência de 

abortos de carácter endémico ou epidémico. 

A maior parte das análises feitas aos fatores de risco são baseadas em estudos de caso-

controlo limitados a explorações com surtos de abortos (Bartels et al., 1999; Wouda et al., 1999a) 

e, por conseguinte, os fatores de risco identificados nestes estudos apenas podem ser 

relacionados com a ocorrência de abortos de caracter epidémico (Dubey et al., 2007).  

Além de existirem fatores que apenas influenciam o risco de aborto associado a N. 

caninum, existem também um variado conjunto de fatores tipicamente identificados como fatores 

de risco ou de proteção para a infeção por este agente, que também influenciam o risco de aborto 

(Dubey et al., 2007). 

2.8.2.1. Seropositividade individual 

 Inúmeros estudos demonstraram que animais seropositivos apresentam uma maior 

probabilidade de abortar que animais seronegativos (Thurmond et al., 1997; Moen et al., 1998; 

Jensen et al., 1999; Schares et al., 1999, 2002; López-Gatius et al., 2004b; Garcia-Vazquez et 

al., 2005; Weston et al., 2005).  

 O risco da ocorrência de aborto aumenta com a subida dos níveis de anticorpos anti-N. 

caninum específicos (M. M. McAllister et al., 1996; Schares et al., 1999; Wouda et al., 1999a; 

Schares et al., 2000; Stenlund et al., 2003; Kashiwazaki et al., 2004; López-Gatius et al., 2005c). 

De Meerschman et al., (2002) verificaram uma forte associação entre o nível de anticorpos 
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maternos e a ocorrência de lesões histopatológicas em fetos abortados e infetados por N. 

caninum. No que diz respeito à infeção pós-natal, a presença de um elevado nível de anticorpos 

num animal pode ser indicativo de uma elevada dose infetante e/ou de uma multiplicação 

bastante eficiente deste parasita. No caso das infeções latentes, um alto nível ou título de 

anticorpos pode refletir a intensidade do fenómeno de recrudescimento de uma infeção pré-

existente (Dubey et al., 2007). Existem evidências, provenientes de estudos prospetivos 

realizados em vacas com infeções latentes, que a intensidade e a duração do aumento dos 

anticorpos específicos durante a gestação podem estar relacionados com o risco de infeção fetal 

(Stenlund et al., 1999; Guy et al., 2001). Por isso, pode ser possível utilizar informações sobre 

os níveis individuais de anticorpos anti-N. caninum específicos ou os títulos de anticorpos (e não 

apenas a seropositividade) como uma ferramenta preditiva para identificar animais com alto risco 

de aborto em explorações com elevada prevalência de infeção por N. caninum (Quintanilla-

Gozalo et al., 2000). 

2.8.2.2. Prevalência na manada 

 Diversos autores observaram que uma grande prevalência de infeção por N. caninum na 

manada está associada a um risco acrescido de aborto ao nível da manada (Paré et al., 1998; 

Bartels et al., 1999; Wouda et al., 1999a; Sager et al., 2001; Schares et al., 2004b; Hobson et al., 

2005). Esta afirmação é explicada pelo facto de que animais infetados recentemente ou com 

infeções latentes têm uma maior probabilidade de abortar, como referido anteriormente. No 

entanto, nem todas as explorações com elevada prevalência de N. caninum sofrem de abortos 

associados à infeção por este agente (Paré et al., 1998; Jensen et al., 1999; Schares et al., 

2004b). Estudos feitos por longos períodos de tempo, em explorações com história de ocorrência 

de surtos de abortos, revelaram a manutenção ou um ligeiro aumento das taxas de aborto nos 

anos após o surto (Pfeiffer et al., 2002; Björkman et al., 2003). Exposição recente à infeção por 

N. caninum, como comprovado pela seroconversão e baixa avidez dos anticorpos anti-N. 

caninum, não leva necessariamente a um aumento da taxa de abortos (Dijkstra et al., 2002). Isto 

corrobora a hipótese de que, além da infeção, o risco de aborto pode ser influenciado por outros 

fatores (Dubey et al., 2007). 

2.8.2.3. Idade 

 Num estudo caso-controlo, desenvolvido por Wouda et al., (1999a), em explorações com 

história de ocorrência de abortos epidémicos associados a N. caninum, os autores relataram que 

o risco de aborto aumenta com o aumento da paridade dos animais. No entanto, em explorações 

com abortos de carácter endémico associados a N. caninum, o aumento da idade parece ter um 

efeito reverso. Por exemplo, num estudo do risco de aborto em vacas leiteiras seropositivas, os 

autores identificaram o aumento do número de lactações como um fator de proteção (López-

Gatius et al., 2005a). Estes achados confirmam os relatos prévios de um estudo realizado por 

Thurmond e Hietala, (1997a), em que estes autores verificaram que novilhas congenitamente 
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infetadas tinham um risco de aborto 7,4 vezes maior que as restantes novilhas seronegativas, 

na sua segunda gestação estes animais apenas tinham um risco de aborto 1,7 vezes superior 

às restantes seronegativas e, na sua terceira gestação, o risco da ocorrência de aborto era 

semelhante aos animais seronegativos. Noutro estudo conduzido numa exploração de bovinos 

leiteiros com história de abortos de carácter endémico associados a N. caninum em que a 

transmissão transplacentária endógena era o principal forma de transmissão, Hernandez et al., 

(2002) observaram um risco de aborto na ordem das 2,8 vezes na segunda gestação de animais 

seropositivos, mas não nas gestações da primeira, terceira e posteriores lactações. 

2.8.2.3. Cães de exploração 

 A presença de cães de exploração, o seu número e a frequência de observação destes 

a defecar na manjedoura foram associados com um aumento do risco de aborto a nível da 

manada (Bartels et al., 1999; Hobson et al., 2005). Ainda assim, noutros estudos realizados, não 

se observou qualquer associação entre a presença de cães de exploração e abortos (Mainar-

Jaime et al., 1999; Romero et al., 2002; Fischer et al., 2003). Todavia, uma vez que existem 

muitas outras causas de aborto e, os abortos associados a N. caninum nem sempre estão 

relacionados com a transmissão horizontal podendo ocorrer também em fêmeas cronicamente 

infetadas, não é expectável que exista sempre uma associação positiva entre a presença ou o 

número de cães de exploração com o aborto bovino (Dubey et al., 2007). Um dos estudos que 

identifica esta associação entre a presença de cães de exploração e abortos associados a N. 

caninum analisaram, seletivamente, os fatores de risco envolvidos nos abortos de carácter 

epidémico. Como os abortos epidémicos são muito provavelmente causados pela transmissão 

horizontal via oocistos esporulados, é expectável o reconhecimento da presença de H.D. na 

exploração como um fator de risco (Bartels et al., 1999).  

 Wouda et al., (1999b) encontraram uma correlação positiva entre a seropositividade dos 

cães de exploração com o aumento da prevalência da infeção em bovinos, evidenciando a 

existência de uma relação entre a infeção quer dos cães quer dos bovinos. Neste estudo, os 

cães em analisados estavam presentes em explorações com abortos de carácter epidémico e 

endémico (Wouda et al., 1999b). 

2.8.2.4. Canídeos silvestres 

 Num estudo feito por Hobson et al., (2005), a frequência com que os canídeos silvestres 

foram observados nas imediações da exploração em estudo mostrou ter um efeito protetor sobre 

a probabilidade da ocorrência de aborto associado a N. caninum. Este efeito protetor foi explicado 

pelos autores que colocaram a hipótese da existência de uma interação negativa entre a 

presença de cães de exploração e canídeos silvestres, estes assumiram que quanto maior o 

número de cães de exploração, menor seria a chance de se observarem canídeos silvestres nas 

imediações da exploração.  
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2.8.2.5. Gatos 

 Em concordância com um estudo de avaliação do risco de infeção (Ould-Amrouche et 

al., 1999), a frequência com que são observados gatos vadios nas proximidades das explorações 

foi reconhecida como um fator de proteção para a ocorrência de aborto associado a este parasita 

(Hobson et al., 2005). Hobson et al., (2005) assumiram que a presença destes felinos pode ser 

um indicador da ausência de cães, resultando num reduzido risco de transmissão horizontal. 

2.8.2.6. Outros hospedeiros intermediários (como aves e cavalos) 

 Explorações em que se registou a ocorrência de surtos de abortos associados a N. 

caninum na Holanda mantinham mais frequentemente, além dos bovinos, um grande número de 

aves de capoeira (mais de dez). Até o momento, não existe explicação biológica para o aumento 

do risco que a presença destes animais pode representar, uma vez que as aves ainda não foram 

identificadas como hospedeiras de N. caninum (Gondim, 2006). No entanto, como o risco de 

infeção parece aumentar com o número de cães de exploração quando as aves estão presentes 

(Otranto et al., 2003), são necessários mais estudos sobre a suscetibilidade e o papel das aves 

na biologia de N. caninum (Dubey et al., 2007).   

 Num estudo canadiano foi observada uma associação entre o número de cavalos numa 

exploração e a ocorrência de aborto relacionado com N. caninum (Hobson et al., 2005). A razão 

por detrás desta associação ainda não está completamente elucidada. Os cavalos são 

conhecidos, para além de H.I. de N. caninum, também de N. hughesi (Marsh et al., 1998). Até 

agora, N. hughesi não foi isolado em bovinos. Assim sendo, a influência deste agente no aborto 

bovino ainda é desconhecida (Dubey et al., 2007). 

2.8.2.7. Forragens 

 O fornecimento de forragens de qualidade inferior, como alimentação de bovinos de leite 

com silagem de milho com bolor durante o Verão ou fornecer sobras de silagem às novilhas 

durante o Verão, foi considerado um fator de risco para a ocorrência de abortos de carácter 

epidémico associados a N. caninum, num estudo feito na Holanda (Bartels et al., 1999). Os 

efeitos do fornecimento destas silagens de qualidade inferior poderá ser uma consequência do 

impacto de toxinas de origem fúngica no sistema imune dos animais (Bartels et al., 1999; 

Thurmond et al., 1995; Wouda et al., 1999a). Além disso, o fornecimento de sobras pode conter 

uma grande proporção de contaminantes, como contaminações fecais dos H.D., outra explicação 

assenta no facto de que o uso de alimentos inadequados na ração diária poderá provocar stress 

nos animais (Dubey et al., 2007). 

2.8.2.8. Clima e estação do ano 

 Thurmond et al., (1995) observaram um padrão sazonal de entrega de fetos abortados 

positivos para N. caninum altamente significativo, na Califórnia. O maior número de entregas foi 

registado no Inverno, que na Califórnia é ameno e húmido contrastando com o Verão, que é 

quente e seco. Wouda et al., (1999a) observaram na Holanda que os eventos de abortos 
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epidémicos ocorrem, mais frequentemente, durante o Verão, que é quente e húmido. Existem 

várias explicações possíveis para este fenómeno. As temperaturas amenas em associação com 

a humidade favorecem a esporulação e sobrevivência dos oocistos deste protozoário, podendo 

assim incrementar o risco de infeção pós-natal. Outra explicação assenta no facto de que 

temperaturas amenas e humidades elevadas beneficiam o crescimento fúngico nas silagens. As 

toxinas produzidas por estes micro-organismos podem provocar uma depressão do sistema 

imune dos animais, permitindo assim a ocorrência do fenómeno de recrudescimento da infeção 

por N. caninum em animais com infeções latentes (Bartels et al., 1999; Thurmond et al., 1995; 

Wouda et al., 1999a). 

 Um estudo da análise do risco de aborto em fêmeas seropositivas para este agente 

realizado em duas vacarias espanholas, foi verificada uma associação significativa entre a 

ocorrência de chuva e aborto. Os autores deste estudo suspeitaram que o aumento da 

pluviosidade pode causar stress direto e indireto aos animais através do aumento da produção 

calórica em resposta às temperaturas baixas, stress comportamental, detioração da qualidade 

dos alimentos e diminuição das condições de higiene. Foi então colocada a hipótese de que 

todas estas variantes poderiam concorrer para a ocorrência de aborto em animais cronicamente 

infetados (López-Gatius et al., 2005a). 

2.8.2.9. Criação de novilhas de substituição na própria exploração 

 Num estudo conduzido por Hässig e Gottstein, (2002) na Suíça, a manutenção de 

fêmeas que já tinham abortado e a criação das próprias novilhas de substituição na mesma 

exploração foram identificados como possíveis fatores de risco para a ocorrência de aborto 

associado a N. caninum. Estes achados encontram-se em concordância com o que se verificou 

num estudo previamente realizado em manadas de carne (Barling et al., 2001). 

2.8.2.10. Proximidade com cidades ou vilas 

 No mesmo estudo desenvolvido por Hässig e Gottstein, (2002), a proximidade com 

cidades ou vilas foi identificada como um fator de risco para a ocorrência de abortos associados 

a N. caninum. Esta observação encontra-se de acordo com o verificado num estudo alemão que 

demostrou que as explorações tinham um risco aumentado de serem positivas a N. caninum 

numa prova ELISA com leite de tanque se estas estivessem localizadas em distritos ou cidades 

com uma elevada densidade populacional humana (Schares et al., 2003). 

2.8.2.11. Tipo de alojamento 

 Em dois estudos foi observado que o tipo de alojamento dos animais influenciava o risco 

de ocorrência de aborto associado a N. caninum. Hässig e Gottstein, (2002) identificaram a 

estabulação livre como um fator de risco para o acontecimento de aborto. Aparentemente, a 

estabulação livre está relacionada com práticas de maneio desconhecidas responsáveis pelo 

aumento do risco de aborto (Dubey et al., 2007). Por exemplo, Schares et al., (2004b) 

identificaram uma associação entre a estabulação e o tamanho das manadas uma vez que, em 
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manadas grandes, os animais eram mais propensos a serem mantidos em currais. Por outro 

lado, Ould-Amrouche et al., (1999) identificaram a estabulação livre como um fator de proteção 

para a infeção por este agente. 

 Num estudo canadiano, o alojamento de novilhas estabuladas em grupos, isoladas dos 

animais mais velhos, reduziu o risco de aborto (Hobson et al., 2005). 

2.8.2.12. Fatores ligados à reprodução 

 Num estudo sobre o risco de aborto em vacas congenitamente infetadas, foi observado 

que as fêmeas infetadas, que já tinham abortado anteriormente, tinham um risco de ocorrência 

de um novo aborto 5,6 vezes superior ao das vacas com infeções congénitas mas que não tinham 

abortado (Thurmond e Hietala, 1997a). 

 Um estudo canadense, revelou a existência de uma associação entre a ocorrência de 

abortos ligados a N. caninum numa manada com a taxa de retorno ao cio após gestação 

confirmada (Hobson et al., 2005). Uma alta taxa de perdas precoces da gestação pode aumentar 

a probabilidade dos H.D. terem acesso a materiais infecciosos, aumentando assim a taxa de 

transmissão horizontal mediada pela ingestão de oocistos (Dubey et al., 2007). Por outro lado, 

este resultado pode indicar que N. caninum está associado não só ao aborto como também com 

perdas gestacionais precoces, existindo mais quatro estudos que suportam este facto (Waldner 

et al., 1998, 2001; Muñoz-Zanzi et al., 2004; Waldner, 2005). Neste contexto, deve ser referido 

que fêmeas infetadas experimentalmente no dia 70 pós-inseminação, com altas doses de 

taquizoítos de N. caninum, apresentaram uma maior suscetibilidade para a ocorrência de aborto 

que outras fêmeas infetadas com a mesma dose mas nos dias 140 e 210 após a inseminação 

(Williams et al., 2000). No entanto, um grande número de outros estudos não observaram 

qualquer indício de que este parasita fosse capaz de provocar perdas de gestação precoces 

(Björkman et al., 1996; Jensen et al., 1999; López-Gatius et al., 2004b, 2005b; Romero et al., 

2005). 

 Dois estudos indicam que o risco de aborto relacionado com a infeção por N. caninum 

pode ser aumentado com uma taxa anual de retenção de membranas fetais crescente (Bartels 

et al., 1999; Hobson et al., 2005). Este facto pode estar associado com infeções por N. caninum 

de dois modos distintos: uma maior taxa de retenção de membranas fetais pode providenciar 

mais fontes de infeção para os H.D. e assim aumentar a probabilidade de transmissão horizontal 

por ingestão de oocistos ou, por outro lado, este protozoário pode não estar apenas associado à 

ocorrência de aborto como também pode estar envolvido na patogénese da retenção de 

membranas fetais (Dubey et al., 2007). 

 Num estudo prospetivo em que se utilizou sémen de touros de leite e de carne para 

inseminar vacas leiteiras seropositivas, foi observado que o uso de sémen de touros de carne 

reduziu o risco de aborto (López-Gatius et al., 2005c), este achado foi posteriormente confirmado 

por outros dois estudos (López-Gatius et al., 2005a; Almería et al., 2009). Foi colocada a hipótese 

de que a função placentária poderá ser favorecida em gestações originadas pelo cruzamento de 
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raças, possivelmente através do aumento da concentração das glicoproteínas associadas à 

gestação (PAG). Num outro estudo conduzido por López-Gatius et al., (2007b), os autores 

mostraram que a infeção por N. caninum não afeta a concentração das PAG-1, em animais 

cronicamente infetados que nunca tenham abortado. 

 Bartels et al., (1999) observaram que, explorações nas quais as maternidades eram 

utilizadas para alojar animais doentes, tinham um maior risco de ocorrer episódios de abortos de 

carácter epidémico. 

2.8.2.13. Participação em feiras e concursos 

 Bartels et al., (1999) repararam que explorações que participaram em feiras e concursos, 

nos dois anos anteriores ao estudo, tiveram um risco reduzido de ocorrência de abortos 

epidémicos associados a N. caninum. Possivelmente a participação nestes eventos poderá estar 

negativamente associada a fatores como a “criação das próprias novilhas de substituição” 

(Barling et al., 2001) e “manutenção de fêmeas que já tinham abortado e a criação das próprias 

novilhas de substituição na mesma exploração” (Hässig e Gottstein, 2002) uma vez que esta 

prática pode indicar que uma grande proporção de novilhas de substituição sejam provenientes 

de fontes externas (Dubey et al., 2007). 

2.9. Tratamento 

 Até à presente data, não existe nenhum tratamento para a neosporose, cuja utilização 

tenha sido demonstrada como segura e eficaz (Dubey et al., 2007).  

 De um ponto de vista económico e prático, o tratamento em bovinos é inviável uma vez 

que apenas pode ser usado como medida preventiva e por longos períodos de tempo, produzindo 

pouco ou nenhum efeito na contenção de um surto epidémico de abortos, além disso a 

terapêutica acaba por levar a longos períodos de intervalo de segurança, bem como resíduos na 

carne e descarte de leite, tornando o tratamento nesta espécie ainda mais restritivo (Reichel e 

Ellis, 2002). 

 Apesar de tudo, diversos estudos experimentais demonstraram vários compostos, como 

toltrazuril (Darius et al., 2004; Haerdi et al., 2006; Strohbusch et al., 2009; Syed-Hussain et al., 

2015), ponazuril (Kritzner et al., 2002), associação entre sulfadiazina e trimetoprim (Cuteri et al., 

2005), nitro e bromotiazolidina (Esposito et al., 2007), nitazoxanida (Debache et al., 2011), 

buparvaquona (Müller et al., 2015), ruténio (Barna et al., 2013), artemisina (Mazuz et al., 2012) 

e inibidores da tirosina-quinase (Ojo et al., 2014; Winzer et al., 2015), com efeitos interessantes 

quer in vitro quer in vivo (Hemphill et al., 2016). Muitos destes compostos mostraram ser eficazes 

contra outros parasitas protozoários intracelulares, como Trypanosoma cruzi e Leishmania spp., 

além disso também exibiram uma atividade antiparasitária de largo-espetro contra vários 

protozoários e helmintes (Hemphill et al., 2016). No entanto, apesar de se terem obtido resultados 

promissores, o tratamento farmacológico da neosporose acarreta um problema relacionado com 

o momento da sua administração, uma vez que, na grande maioria dos casos, não existem 



57 
 

quaisquer sinais de infeção, a não ser no momento em que ocorre o aborto, e nessa altura será 

tarde demais para instituir qualquer tratamento (Benavides et al., 2014).   

 Após a administração oral de fármacos espera-se que estes sejam eficazes contra os 

esporozoítos de N. caninum. Além disso, estes medicamentos devem ser efetivos contra 

taquizoítos e bradizoítos, representantes da fase aguda e crónica da doença, respetivamente 

(Debache et al., 2011). Idealmente, segundo Roberto Sánchez-Sánchez et al., (2018), o 

tratamento contra esporozoítos e bradizoítos passa pela utilização de compostos com 

capacidade parasiticida, já contra taquizoítos podem também ser utilizadas drogas com 

capacidade parasitostática uma vez que estas formas parasitárias têm uma menor capacidade 

de resistir à resposta imune do hospedeiro. Adicionalmente, devem ser usados fármacos com 

uma baixa toxicidade e capazes de atravessar a barreira hematoencefálica para permitir uma 

eliminação efetiva de quistos tecidulares cerebrais (Neville et al., 2015). 

 Em termos práticos, um tratamento eficaz contra a neosporose deve ser capaz de 

conferir proteção contra a infeção bem como a cura desta, sendo também de administração 

segura durante a gestação (Aguado-Martínez et al., 2017). Além disso, deve assentar em três 

níveis (Fig. 14): tratamento ou profilaxia terapêutica dos H.I.; tratamento de vitelos, borregos e 

cabritos infetados congenitamente; e tratamento dos H.D. com o intuito de reduzir a 

contaminação ambiental por oocistos (Sánchez-Sánchez et al., 2018).  

 Uma abordagem imunoquimioterapêutica abrangente com uma combinação da 

imunidade protetora gerada por vacinas (aplicadas antes da inseminação/monta natural) e a 

capacidade de compostos bioativos (aplicados no período de gestação onde a ocorrência de 

 

 

Figura 14. Diferentes níveis de abordagem quimioterápica e quimioprofilática contra a 
neosporose em bovinos. Adaptado de Sánchez-Sánchez et al., (2018) 
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abortos é mais provável), para limitar a proliferação e disseminação de taquizoítos ou para 

eliminar quistos tecidulares, seria uma ótima opção para o controlo da neosporose em 

ruminantes (Hemphill et al., 2016). 

 Uma vez que não existem opções terapêuticas disponíveis, que sejam suficientemente 

eficazes para debelar a infeção por N. caninum, a utilização de diferentes métodos de controlo 

adquiriu uma enorme importância de modo a evitar grandes perdas económicas e a promover o 

bem-estar animal (Aguado-Martínez et al., 2017).  

2.10. Prevenção e controlo 

 Em efetivos livres da infeção por N. caninum, a prevenção da introdução deste 

protozoário, através de medidas de biossegurança gerais, deve ser o objetivo primordial de 

qualquer exploração (Haddad et al., 2005). Ao passo que, em explorações em que se verificou a 

presença deste agente, devem ser instituídos programas de controlo, visando o objetivo de 

reduzir a ocorrência de transmissão da infeção por via vertical, através da redução do número 

de animais seropositivos e/ou através da mitigação do risco de ocorrência de transmissão 

horizontal de N. caninum, principalmente através do controlo da população de H.D., com acesso 

aos parques e alimento dos animais, evitando a contaminação por oocistos (Reichel e Ellis, 2002; 

Larson et al., 2004; Haddad et al., 2005; Hall et al., 2005). Foram sugeridas, por diversos autores, 

diferentes medidas de controlo, desde a não tomada de qualquer medida até à melhoria das 

medidas de biossegurança das explorações, introdução de novas alternativas no maneio 

reprodutivo da manada, utilização de diferentes fármacos de forma profilática, vacinação, e a 

adoção de estratégias de “testagem e refugo” (Nishikawa et al., 2002; Reichel e Ellis, 2002; 

Larson et al., 2004; Haddad et al., 2005; Hall et al., 2005).  

No entanto, devido a uma transmissão vertical eficiente associada a uma alta prevalência 

de infeção, em certas explorações de bovinos, a prevenção e controlo da neosporose é um 

desafio difícil (Mazuz et al., 2021). 

2.10.1. Medidas de Biossegurança 

 No contexto deste trabalho, a biossegurança é considerada como o resultado de todas 

as ações realizadas para impedir a introdução de agentes patogénicos numa população animal. 

Como tal, são descritas diferentes medidas, recomendadas por diversos autores, com o objetivo 

de evitar a entrada de animais infetados com N. caninum quer em explorações livres deste 

agente quer em explorações em que este já se encontra presente, e evitar ou diminuir a 

probabilidade da ocorrência de transmissão vertical e horizontal da infeção em efetivos com 

animais infetados (Dubey et al., 2007). 

2.10.1.1. Quarentena e testagem de animais comprados e de substituição 

 Devido à grande importância da ocorrência de transmissão vertical na manutenção da 

infeção numa manada e do papel das membranas fetais na disseminação da infeção pelos H.D., 

uma das formas de atenuar este problema passa pela aquisição de animais de substituição 
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provenientes de efetivos livres da infeção por este protozoário ou de explorações com excelentes 

desempenhos reprodutivos, e pela testagem de todos os potenciais animais de substituição, 

sendo esta última medida de extrema importância para efetivos livres de N. caninum (Dubey et 

al., 2007). 

2.10.1.2. Prevenção da transmissão por cães e outros H.D. 

 De maneira a prevenir a ocorrência de transmissão horizontal, deve-se impedir a 

contaminação das pastagens e outros alimentos (silagens e fenos) por oocistos eliminados nas 

fezes dos cães e outros H.D., além disso o controlo da presença de canídeos H.D., nas 

explorações pecuárias, permite a redução da transmissão da infeção para os H.I.. 

Em explorações leiteiras de maneio intensivo, a presença de cães deve ser evitada ou, 

pelo menos, devem ser colocadas vedações que impeçam o acesso destes aos bovinos e às 

zonas de armazenamento dos alimentos. Recomenda-se também a adoção de medidas de 

higiene relativas à presença de fezes nas pastagens e eliminação destas. Em explorações de 

maneio extensivo, além dos cães domésticos, e abandonados, deve-se ter em conta o papel dos 

H.D. silvestres no ciclo biológico do parasita. Nestas explorações a presença de cães pode 

permitir a redução do número de H.D. silvestres nas imediações (Gondim et al., 2004b; Rosypal 

e Lindsay, 2005). Uma vez que cães mais jovens eliminam maior número de oocistos nas fezes, 

após a infeção, que cães mais velhos (Gondim et al., 2005), a presença de cadelas gestantes ou 

de cadelas acompanhadas pelas suas ninhadas deve ser evitada nos locais descritos 

anteriormente (Dubey et al., 2007).  

 Deve-se restringir ao máximo o acesso de cães e outros potenciais carnívoros H.D. a 

tecidos infetados de H.I., o risco de infeção destes carnívoros pode ser diminuído caso se 

proceda a uma eliminação segura de fetos abortados, membranas fetais e outros tecidos 

potencialmente infetados provenientes de bovinos. Além disso em locais em que tipicamente é 

observada a presença simultânea de animais intervenientes no ciclo silvático de N. caninum 

como coiotes ou lobos (H.D.) e veados (H.I.), é importante proceder-se à eliminação de possíveis 

órgãos e tecidos infetados destes últimos e, porventura, de outros possíveis H.I. silvestres, de 

modo a evitar a ingestão destes tecidos por cães e outros carnívoros H.D. silvestres (Dubey et 

al., 2007). 

2.10.1.3. Prevenção da contaminação da água 

 Uma vez que a fonte de água (lagoa, poço e rede pública) foi demonstrada como um 

provável fator de risco para a infeção por N. caninum em bovinos (Ould-Amrouche et al., 1999) 

e se ter demonstrado a transmissão do parasita T. gondii por via hídrica (Bowie et al., 1997; de 

Moura et al., 2006), devem ser instituídas medidas que evitem a contaminação da água de 

abeberamento dos animais com oocistos de N. caninum (Dubey et al., 2007). 
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2.10.1.4. Controlo de roedores 

 É recomendada a implementação de medidas de controlo regular de roedores, de modo 

a reduzir o risco de infeção de cães por este parasita ao predarem os primeiros (Bartels et al., 

1999; Hughes et al., 2006; Dubey et al., 2007; Jenkins et al., 2007). 

2.10.1.5. Prevenção de potenciais fatores para o recrudescimento da 

infeção 

 Devem ser evitados todos os fatores responsáveis por desencadear imunodepressão 

nos animais, como o fornecimento de silagens com bolores, uma vez que estas podem conter 

diversos tipos de micotoxinas. Outros fatores responsáveis pela depressão da imunidade durante 

a gestação, como o stress e desequilíbrios alimentares, são mais difíceis de controlar (Bartels et 

al., 1999). 

2.10.2. Medidas reprodutivas 

 Têm sido propostas várias medidas de maneio reprodutivo com o objetivo de reduzir a 

probabilidade e o impacto económico da ocorrência de transmissão transplacentária endógena 

em manadas infetadas (Dubey et al., 2007). 

2.10.2.1. Transferência embrionária  

 A transferência de embriões provenientes de mães infetadas para recetoras não 

infetadas pode prevenir a ocorrência de transmissão transplacentária endógena de N. caninum, 

no entanto, no sentido inverso, não se recomenda (Baillargeon et al., 2001). Num trabalho 

desenvolvido por Landmann et al., (2002), os autores confirmaram os achados do estudo referido 

anteriormente, mostrando que os procedimentos de transferência de embriões usados 

comercialmente também eram capazes de impedir a transferência da infeção por N. caninum de 

vacas seropositivas para recetoras seronegativas. Além disso, estes autores verificaram que 

embriões bovinos na fase de pré-implantação encontravam-se protegidos, contra a infeção por 

este protozoário, pela zona pelúcida. 

 Assim, esta técnica reprodutiva pode ser usada como forma de recuperar vitelos não 

infetados de mães geneticamente valiosas, mas infetadas com N. caninum. Como consequência, 

a realização de uma testagem pré-transferência das recetoras para a infeção por N. caninum é 

altamente recomendada. Apenas fêmeas não infetadas devem ser usadas como recetoras 

(Dubey et al., 2007). No entanto, devido aos elevados custos associados, o uso desta técnica 

encontra-se restrito a animais com elevado valor genético (Landmann et al., 2002). 

2.10.2.2. Inseminação artificial de animais positivos com sémen de touros 

de carne  

 Ainda que a inseminação artificial não previna a ocorrência de transmissão 

transplacentária de N. caninum para o feto, o uso de sémen de bovinos de raças de aptidão 

cárnea, preferencialmente da raça Limousine (Almería et al., 2009), na inseminação de fêmeas 
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seropositivas permite reduzir o risco de ocorrência de aborto (Almería et al., 2009; López-Gatius 

et al., 2005c). Além da redução da prevalência da infeção na exploração, esta técnica também 

possibilita a diminuição das taxas de aborto, o aumento do número de lactações dos animais 

seropositivos (evitando o refugo precoce) e a diminuição dos prejuízos económicos com a venda 

dos animais cruzados (Almería et al., 2009). 

2.10.3. Testagem e refugo 

 Fêmeas infetadas com N. caninum devem ser consideradas como um reservatório deste 

parasita, permitindo que este se dissemine pelos restantes animais da exploração, lentamente 

por transmissão transplacentária endógena, ou rapidamente por transmissão horizontal, por 

exemplo, através da ingestão de alimentos ou água contaminados. Como consequência, os 

produtores podem decidir remover as vacas infetadas ou a sua descendência da manada. O 

refugo dos animais infetados é uma estratégia de controlo eficaz, mas nem sempre 

economicamente realista (Dubey et al., 2007). 

As estratégias de “testagem e refugo” incluem diferentes opções: testar e refugar vacas 

seropositivas ou fêmeas seropositivas que tenham abortado; testar e inseminar as fêmeas 

descendentes de vacas seropositivas com sémen de touros de carne, e testar e excluir os 

animais descendentes de vacas seropositivas da reprodução (Dubey et al., 2007). Todas estas 

opções já foram aplicadas com sucesso, também do ponto de visto económico, em algumas 

situações (Hall et al., 2005). Além disso, alguns estudos estimaram o retorno económico em 

explorações de bovinos de carne com infeção de carácter endémico após o uso das diferentes 

estratégias de “testagem e refugo”, como o refugo de fêmeas que não pariram, venda de fêmeas 

seropositivas e compra de fêmeas de substituição seronegativas, e exclusão das fêmeas 

descendentes de animais seropositivos como animais de substituição (Larson et al., 2004). De 

todas estas estratégias referidas, segundo Larson et al., (2004), a exclusão das fêmeas 

descendentes de animais seropositivos como potenciais animais de substituição proporcionou o 

melhor retorno económico. No entanto, deve-se ter em conta que estas abordagens apenas 

podem ser recomendadas para explorações em que a principal forma de transmissão da infeção 

seja feita por via transplacentária endógena (via vertical), além disso o refugo de fêmeas 

seropositivas e/ou exclusão destas da reprodução deve ser acompanhado pela sua substituição 

por animais livres de infeção (Dubey et al., 2007). Antes da aplicação de qualquer uma das 

estratégias de “testagem e refugo” mencionadas, deve-se proceder à análise dos fatores de risco 

para a ocorrência de infeção por N. caninum (principal via de transmissão, presença de cães, 

presença de outros reservatórios domésticos ou silvestres) (Haddad et al., 2005), bem como uma 

análise custo-benefício adaptada a cada exploração antes da escolha de qualquer uma destas 

estratégias (Dubey et al., 2007). 
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2.10.4. Vacinação 

 Os custos relativos ao controlo da neosporose indicam que a vacinação pode ser a 

estratégia de controlo mais eficiente (Reichel e Ellis, 2009). Até ao momento, a única vacina 

licenciada, Bovilis Neoguard®, era composta por um lisado de taquizoítos, e esteve disponível 

em diversos países por vários anos (Barling et al., 2003). No entanto, este vacina apenas 

demonstrou uma eficácia moderada em estudos de campo (Romero et al., 2004) e, num estudo 

desenvolvido por Weston et al., (2012), os autores sugeriram que a própria vacinação pode 

aumentar o risco de morte embrionária. Tendo esta vacina sido retirada do mercado, os 

produtores ficaram sem alternativas (Reichel et al., 2015). Assim sendo, uma vez que não existe 

nenhum tratamento eficaz contra este parasita (Aguado-Martínez et al., 2017), urge o 

desenvolvimento de vacinas eficazes para prevenir a infeção por N. caninum (Monney e 

Hemphill, 2014). 

 Idealmente, qualquer vacina desenvolvida contra a neosporose bovina deverá conferir 

proteção contra a infeção, doença clínica, aborto e evitar a transmissão vertical deste agente, o 

que implica que este medicamento imunológico consiga induzir uma resposta mediada por 

células não-fetopática (Goodswen et al., 2013), além disso deverá ser capaz de permitir a 

diferenciação entre os animais vacinados e os animais infetados naturalmente (Dubey et al., 

2007). Segundo Nishikawa, (2017), uma vacina eficaz contra N. caninum deverá ser capaz de 

induzir uma resposta imune via linfócitos Th1 e Th2, uma vez que, em bovinos, os linfócitos Th1 

desempenham um papel extremamente importante no desenvolvimento de uma imunidade 

protetora (Innes et al., 2002). Portanto, a indução da imunidade celular será a chave para o 

desenvolvimento de vacinas contra este parasita (Nishikawa, 2017). 

Foram desenvolvidos diversos trabalhos experimentais com recurso a vacinas vivas e 

vacinas de subunidades. Até ao momento, a maioria dos estudos foram realizados através da 

vacinação de animais de laboratório, tendo sido apenas conduzidos alguns estudos em bovinos 

e ovinos (Hemphill et al., 2016). As vacinas vivas, baseadas em estirpes avirulentas de N. 

caninum, são consideradas como a medida profilática mais promissora e eficiente (Williams et 

al., 2007; Rojo-Montejo et al., 2009; Reichel et al., 2015), induzindo uma reposta imunitária 

humoral e celular (Nishikawa, 2017). Apesar de se verificar que o uso de vacinas vivas apresenta 

uma eficácia superior, comparativamente às vacinas de subunidades, a indústria farmacêutica 

mostra-se resistente à introdução destas vacinas vivas no mercado (Reichel et al., 2015). Um 

dos principais entraves à aprovação e introdução destas vacinas no mercado, assenta no seu 

potencial de infeção e manutenção do parasita em bovinos vacinados, havendo uma 

preocupação no que toca à possível reversão da virulência do agente vacinal (Goodswen et al., 

2013; Hemphill et al., 2016; Nishikawa, 2017), bem como os elevados custos de produção e a 

sua reduzida vida útil (Hemphill et al., 2016). Além disso, a distribuição de uma vacina viva contra 

este agente, carecendo de azoto líquido, não é fácil (Goodswen et al., 2013). Adicionalmente, 

como as vacinas vivas podem provocar uma infeção crónica, existe o risco do ciclo de vida deste 
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parasita se completar, no caso de ocorrer a ingestão de tecidos de animais vacinados por H.D. 

(Reichel et al., 2015). 

Mais recentemente, uma abordagem in silico, baseada na informação genómica e 

transcriptómica disponível sobre N. caninum, foi proposta para o desenvolvimento de uma vacina 

contra esta doença, com recurso a ferramentas bioinformáticas para avaliar a adequação de 

diferentes proteínas expressas para a produção de novas vacinas, identificando os antigénios 

que contêm epítopos para os linfócitos T e B por vacinologia reversa (Goodswen et al., 2014). 

Segundo Nishikawa, (2017), tendo em conta o que se conhece da relação parasita-

hospedeiro em fêmeas bovinas gestantes, a criação de uma vacina que possa ser inoculada 

durante a gestação é um objetivo irrealista, sendo o principal objetivo a vacinação destes animais 

antes da gestação, de modo a permitir um controlo adequado da neosporose.  Contudo, Mazuz 

et al., (2021), verificaram que a vacinação de vacas seropositivas durante a gestação com um 

inóculo congelado-vivo apresentou um efeito benéfico na prevenção da ocorrência de aborto em 

diferentes explorações, além disso os resultados desse mesmo trabalho sugerem que a 

vacinação pode conferir um efeito protetor por mais do que uma gestação. No entanto, a eficácia 

da vacina utilizada foi diferente entre as diferentes explorações em estudo, assim sendo, o uso 

de uma vacina viva, para o controlo de aborto e redução do impacto económico deste, deve ser 

avaliado de forma individual para cada exploração. 

3. Materiais e Métodos 
3.1. Caracterização da amostra 

Com o objetivo de proceder a uma amostragem tão aleatória quanto possível nas 

explorações de bovinos leiteiros e de cães na Ilha Terceira, de modo a estudar a infeção por N. 

caninum nesta ilha procedemos à seleção de explorações.  

3.1.1. Seleção das explorações  

 De acordo com a listagem das explorações existentes que entregaram leite na UNICOL 

– Cooperativa Agrícola, C.R.L. no mês de Outubro de 2021, procedeu-se à seleção, de forma 

aleatória, de 20 explorações de cada concelho da Ilha Terceira (Praia da Vitória e Angra do 

Heroísmo), perfazendo 40 explorações, num universo de 472 explorações, com recurso ao 

website “Random.org”.  

 Em cada concelho, foram selecionadas, através de contacto telefónico, 10 explorações 

com cães presentes e outras 10 sem a presença destes. Nas explorações selecionadas 

procedeu-se à recolha de amostras de sangue de 10 bovinos, de forma aleatória e, nas 

explorações com presença de cães, além da recolha de amostras de sangue de 10 bovinos, 

procedeu-se também à recolha de amostras de sangue dos cães. 
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3.1.2. Seleção dos canídeos em estudo 

  Como referido anteriormente, procedeu-se à recolha de amostras de sangue dos cães 

provenientes das 20 explorações selecionadas aleatoriamente (n=31).  

Em relação aos cães do meio urbano, foram recolhidas amostras de sangue, de forma 

aleatória, dos animais que deram entrada em duas clínicas veterinárias, uma de cada concelho 

(n=36). 

3.2. Colheita das amostras 

3.2.1. Amostras de sangue dos bovinos  

 A colheita de amostras de sangue dos bovinos das explorações selecionadas decorreu 

entre os meses de Novembro e Dezembro de 2021, tendo sido efetuada pelo autor sob a 

supervisão do Dr. João Fagundes. As amostras foram obtidas por punção venosa da veia 

coccígea média, tendo sido colhidos cerca de cinco mL de sangue para tubos de colheita 

individuais sem anticoagulante (Vacutainer®). No momento da colheita das amostras foram 

registados, num impresso fornecido pelo LRV, o número de identificação dos animais e o tipo de 

análise pretendida (Anexo 2). Posteriormente, procedeu-se à entrega das amostras biológicas 

no LRV. Após a sua receção, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm durante dez minutos, 

depois da obtenção dos soros, estes foram transferidos para novos tubos procedendo-se à sua 

congelação a -20ºC. 

3.2.2. Amostras de sangue dos cães  

 A colheita de amostras de sangue dos cães presentes nas explorações selecionadas 

realizou-se durante o mês de Fevereiro de 2022, tendo sido efetuada pelo autor com a 

monitorização do Dr. João Fagundes. Estas amostras foram obtidas através de punção venosa 

da veia cefálica, tendo sido colhidos cerca de quatro mL de sangue para tubos de colheita 

individuais idênticos aos referidos anteriormente, devidamente identificados. Após a colheita das 

amostras, aguardaram-se cerca de quatro a seis horas, à temperatura ambiente, para ocorresse 

a formação do soro, e procedeu-se à entrega destas no LRV para posterior centrifugação a 1500 

rpm durante dez minutos, após a conclusão os soros foram congelados a -20ºC. 

3.3. Recolha de dados das explorações 

3.3.1. Inquéritos  

 O inquérito desenvolvido para os produtores (Anexo 3) foi realizado pelo autor após a 

recolha das amostras de sangue dos bovinos. Para a elaboração do inquérito referido 

anteriormente, foram consultados alguns artigos sobre a epidemiologia deste agente e as 

sugestões do professor Hélder Cortes e do Dr. João Fagundes. 

 A realização deste inquérito visou recolher informações acerca das explorações em 

geral, das medidas de maneio e fatores de risco associados ao aparecimento e disseminação de 

N. caninum. 
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 A distribuição das explorações pela Ilha Terceira (Fig. 15) foi realizada através do 

programa “Google Maps”, com base nas coordenadas fornecidas pelo GPS do telemóvel do 

autor.  

3.4. Métodos de ensaio 

3.4.1. ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em soro 

bovino 

Para a pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum no soro bovino utilizou-se um kit 

comercial “CIVTEST® BOVIS NEOSPORA” (HIPRA®) baseado na técnica de ELISA indireto, com 

uma alta sensibilidade (96,1%) e especificidade (100%) (Alvarez-García et al., 2013), uma vez 

que este ensaio imunológico permite, de forma rápida e automatizada, a análise de um grande 

número de amostras, além de permitir o registo objetivo dos resultados (Ortega-Mora et al., 

2006). 

O protocolo foi efetuado segundo a instruções do fabricante (Anexo 4), o resultado das 

reações foi obtido através da leitura da densidade ótica (DO) das amostras com recurso a um 

leitor de microplacas (Bio-Rad Laboratories - Model 680 microplate reader), e a partir das DO 

dos controlos positivo e negativo, com recurso a um filtro 405 nm.  

Os resultados apresentados foram validados (Tabela 1) e interpretados/classificados 

como positivos, duvidosos ou negativos (Tabela 2): 

Figura 15. Distribuição das explorações em estudo. Vermelho – Explorações Positivas. Laranja 
– Explorações com cães presentes. Azul – Explorações Negativas 
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Tabela 1. Critérios de validação do ensaio ELISA. Adaptado de CIVTEST® BOVIS NEOSPORA 
– HIPRA. 

𝐷𝑂(405)𝑀é𝑑𝑖𝑎 > 0,9 𝑒 (
𝐷𝑂(405) 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜

𝐷𝑂(405) 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
) > 5,0 

 

Tabela 2. Critérios para interpretação/classificação dos resultados obtidos. Adaptado de 
CIVTEST® BOVIS NEOSPORA – HIPRA. 

𝐼𝑅𝑃𝐶 =  [
𝐷𝑂(405) 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐷𝑂(405) 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 

𝐷𝑂(405) 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐷𝑂(405) 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
] × 100 

Valor de IRPC Classificação 

IRPC ≤ 6,0 Negativo 

6,0 ≤ IRPC ≤ 10,0 Duvidoso 

10 ≤ IRPC Positivo 

 

 

3.4.2. Imunofluorescência indireta (IFAT) para pesquisa de anticorpos anti-

Neospora caninum em soro canino 

Para a pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum no soro canino recorreu-se à 

técnica de imunofluorescência indireta (IFAT). Foram utilizadas lâminas previamente preparadas 

pelo professor Hélder Cortes, no Laboratório de Parasitologia Victor Caeiro da Universidade de 

Évora. Os taquizoítos de N. caninum usados para revestir as lâminas foram multiplicados por 

passagens contínuas em culturas de células Vero, incubadas a 37ºC. Os taquizoítos foram 

colhidos após três/quatro dias após infeção (uma vez que nesta fase, a maior parte das células 

encontram-se confluentes, bem como os taquizoítos encontravam-se intracelular). De seguida, 

procedeu-se à retirada e transferência da monocamada celular, da totalidade da cultura celular, 

para o sobrenadante tendo passado a suspensão resultante por uma seringa de calibre 27 G, de 

modo a libertar os taquizoítos das células, seguido de uma centrifugação a 770 G por 15 min, a 

4ºC, o sedimento resultante foi ressuspendido em tampão fosfato-salino (PBS). Para separar os 

taquizoítos dos diferentes detritos celulares, utilizaram-se colunas feitas com recurso a pó de 

celulose Whatman CF 11, pelo método descrito por Dempster (1984). Os taquizoítos purificados 

foram prontamente usados na preparação das lâminas para IFAT. 

A preparação das lâminas para IFAT baseou-se na técnica proposta por Shkap et al., 

(2002) que, de forma sucinta, assenta na lavagem e posterior suspensão dos taquizoítos numa 

solução de formaldeído a 4% em PBS, em gelo, por 30 minutos. Os taquizoítos fixados foram 

lavados três vezes, com PBS, de modo a remover o formaldeído, e o sedimento foi colocado 

numa suspensão em um mL de PBS. Estas formas parasitárias foram contadas e diluídas em 

PBS até se alcançar uma concentração final de 2 x 106 taquizoítos/mL, distribuídas pelas lâminas 

em gotas de 6 µL, e posteriormente secas a 37ºC e fixadas em acetona (-20ºC) por dez minutos. 

O protocolo de IFAT usado encontra-se descrito no Anexo 5. As diluições utilizadas foram 

a de 1:25 (Lindsay et al., 1999a; Silva et al., 2007) e a de 1:50 (Björkman e Uggla, 1999; Cheadle 
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et al., 1999a; Ortuño et al., 2002; Waap et al., 2017), recorreu-se a estas duas diluições uma vez 

que ainda não existe nenhuma diluição definida como limiar de positividade (Silva et al., 2007; 

Waap et al., 2017). O controlo positivo e o controlo negativo foram gentilmente fornecidos pela 

Universidade de Berna (Universität Bern, Vetsuisse-Fakultät). Foi utilizado, como anticorpo anti-

espécie, o anticorpo policlonal ovino anti-cão IgG FITC AbD Serotec® AA132F, lote 160210, (Bio-

Rad Laboratories©). Finalizado o protocolo, procedeu-se à observação das lâminas com recurso 

ao microscópio ótico de fluorescência OLYMPUS BX41 (Model BX41TF). 

3.5. Análise Estatística  

 Para o registo e compilação dos dados reunidos utilizou-se o programa Microsoft Excel 

2016® e para o tratamento estatístico destes dados usou-se o software “R” versão 4.2.0 

(https://www.r-project.org/).  

Para avaliar a associação entre as variáveis qualitativas e a presença de animais 

positivos nas explorações utilizou-se o teste do chi quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher 

em função da tabela de valores esperados. 

Para a comparação de variáveis quantitativas e a presença de animais positivos nas 

explorações, analisou-se primeiro a distribuição com o teste de Spearman, sendo que, pelo facto 

da distribuição destas variáveis não ser normal, utilizou-se o teste não paramétrico de Mann-

Whitney. Foram considerados como estatisticamente significativos os testes com valor de p < 

0,05. 

A prevalência real de infeção nos bovinos foi calculada tendo em conta os valores de 

especificidade e sensibilidade do teste de diagnóstico utilizado (Rogan e Gladen, 1978), bem 

como os intervalos de confiança (Reiczigel et al., 2010), para tal recorreu-se ao programa 

“EpiTools” (Sergeant, 2018). A prevalência real de infeção nos canídeos foi calculada com 

recurso a este mesmo programa assumindo que se recorreu a um teste perfeito (IFAT). 

4. Resultados  
 Os valores de prevalência de infeção por Neospora caninum encontrados nos bovinos 

foram de 14,83% (95% CI: 11,62% - 18,75%) a nível individual e de 62,43% (95% CI: 46,41% - 

76,64%) a nível de exploração. 

 Os valores de prevalência calculados para a infeção por este agente nos cães em estudo 

foram de 64,52% (95% CI: 46,95% - 78,88%), em cães do meio rural, e 8,33% (95% CI: 2,87% - 

21,83%) em cães do meio urbano. 

 A prevalência de N. caninum, em canídeos, do concelho da Praia da Vitória foi 

de 88,24% (95% CI: 65,66% - 96,71%), muito superior à observada em Angra do Heroísmo, 

35,71% (95% CI: 16,34% - 61,24%), no entanto esta diferença não foi considerada 

estatisticamente significativa (p=0,311). 

Verificou-se um maior risco de infeção nos cães de exploração (rurais) em comparação 

com cães urbanos (p=1,419 x 10-9). O tipo de local de alimentação (p=0,01139), e tipo de 
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infraestrutura associada (p=0,006303), tiveram uma associação positiva com a presença de cães 

infetados por este agente. 

Não se verificou nenhuma relação estatisticamente significativa entre a presença de cães 

na exploração e a positividade das explorações (p=0,3332), bem como entre a presença de cães 

positivos com a positividade das explorações (p=0,733). 

Após a análise dos dados recolhidos, foi possível observar que 29 dos 40 produtores 

(72,5%) afirmaram desconhecer o ciclo de vida deste parasita, apesar de 27 dos produtores 

(67,5%) dizerem já ter ouvido falar de neosporose. 

Os resultados da análise das variáveis qualitativas encontram-se resumidos na Tabela 

3: 

Tabela 3. Resultados da análise estatística das variáveis qualitativas. 

  
Explorações/Animais 

Positivos 
Explorações/Animais 

Negativos 

Variáveis em Estudo n (%) n (%) 
Valor de p 

(Teste Exato 
de Fisher) 

Abortos no 
último ano X 

cães positivos 

Sim 12 42,9 16 57,1 0,06268 

Não 1 8,3 11 91,7 0,06268 

Local de 
Alimentação X 
Cães positivos 

Pastagem 2 11,1 16 88,9 0,01139 

Manjedoura 1 100 0 0 0,01139 

Misto 11 47,6 10 52,4 0,01139 

Local de Parto 
X Cães 

positivos 

Campo 11 28,9 27 71,1 0,1 

Maternidade 2 100 0 0,0 0,1 

Sistema de 
Ordenha X 

Cães positivos 

Sala de 
Ordenha 

8 50,0 8 50,0 0,08 

Máquina de 
ordenha 
móvel 

5 20,8 19 79,2 0,08 

Tipo de 
Infraestruturas 

X Cães 
positivos 

Parque de 
Alimentação 

9 60,0 6 40,0 0,006303 

Pastoreio 
Permanente 

4 16,0 21 84,0 0,006303 

Maneio dos 
anexos fetais 

X Cães 
Positivos 

Enterram 6 31,6 13 68,4 1 

Deixam na 
Pastagem 

7 33,3 14 66,7 1 

Presença de 
cães na 

exploração X 
Exp. Positiva 

Sim 6 37,5 10 62,5 0,3332 

Não 14 58,3 10 41,7 0,3332 

Presença de 
cães positivos 
na exploração 

X Exp. 
Positiva 

Sim 17 63,0 10 37,0 0,733 

Não 7 53,8 6 46,2 0,733 

Maneio dos 
anexos fetais 

X Exp. 
Positiva 

Enterram 10 52,6 9 47,4 0,5197 

Deixam na 
pastagem 

14 66,7 7 33,3 0,5197 
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Abortos no 
último ano X 
Exp. Positiva 

Sim 17 70,8 11 68,8 1 

Não 7 29,2 5 31,2 1 

Outros cães 
com acesso à 
exploração X 
Exp. Positiva 

Sim 22 66,7 15 33,3 1 

Não 15 59,5 1 40,5 1 

Local de 
alimentação X 
Exp. Positiva 

Pastagem 13 72,2 5 27,8 0,2446 

Manjedoura 1 100 0 0,0 0,2446 

Misto 10 47,6 11 52,4 0,2446 

Local de Parto 
X Exp. 

Positiva 

Campo 22 57,9 16 42,1 0,5077 

Maternidade 2 100 0 0 0,5077 

Sistema de 
Ordenha X 

Exp. Positiva 

Sala de 
Ordenha 

9 56,2 7 43,8 0,7501 

Máquina de 
ordenha 
móvel 

15 62,5 9 37,5 0,7501 

Tipo de 
infraestruturas 

X Exp. 
Positiva 

Parque de 
Alimentação 

8 53,3 7 46,7 0,5267 

Pastoreio 
Permanente 

16 64,0 9 36,0 0, 5267 

Abortos no 
último ano X 
Presença de 

cães  

Sim 15 53,6 13 46,4 0,7311 

Não 5 41,7 7 58,3 0,7311 

Cães rurais 
vs. cães 
urbanos 

Cães rurais 20 64,5 11 35,5 0,000001419 

Cães 
urbanos 

3 8,3 33 91,7 0,000001419 

 Os resultados da análise das variáveis quantitativas encontram-se representados na 

Tabela 4: 

Tabela 4. Resultados da análise estatística das variáveis quantitativas 

  
 

Explorações 
Positivas 

Explorações 
Negativas 

Variáveis em Estudo Mediana IQR Mediana IQR Valor de p 

I.A./gestação 2,6 1,045 1,8 0,45 0,033 

Intervalo entre partos 421,5 52,75 430 29,5 0,07699 

Nº médio de lactações 3,35 0,9 3,6 1,05 0,05843 

Após a análise estatística foi possível observar que as explorações positivas (com 

animais positivos) em estudo apresentavam um maior número de I.A. (inseminações artificiais) 

comparativamente às explorações consideradas negativas, sendo este resultado 

estatisticamente significativo (p=0,033).  
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5. Discussão 

 No presente trabalho, a prevalência individual de infeção por este parasita em bovinos 

foi de 14,83%. Já a prevalência de infeção, nas explorações estudadas foi de 62,43%. Este valor 

de prevalência a nível das explorações é semelhante aos valores já referidos por outros trabalhos 

epidemiológicos em explorações de bovinos leiteiros (Paré et al., 1997; Stenlund et al., 1999; 

Venturini et al., 1999; Kashiwazaki et al., 2001; García-Vázquez et al., 2002; Kashiwazaki et al., 

2004; Frössling et al., 2006). 

Em Portugal, a prevalência observada por Canada et al., (2004), em explorações 

leiteiras, foi de 28% num grupo de animais sem história de aborto, e de 46% em animais com 

história de aborto. Já Barbosa et al., (2019) observaram uma prevalência individual de 16,3% de 

animais positivos em explorações leiteiras da região Norte de Portugal, no entanto os valores de 

prevalência individual variaram entre os 0% e os 60,2%. Nos Açores, segundo Pinto et al., (2003) 

citado por Benevides, (2005), foi possível chegar a uma prevalência provisória de 36%, de 

infeção por N. caninum, na Ilha de São Miguel. Na Ilha Terceira, segundo Benevides, (2005), a 

prevalência encontrada, no único trabalho que tivemos conhecimento, foi de 64%, o que ainda 

hoje se observa. 

 Quanto à infeção por este parasita nos canídeos em estudo, foram observadas 

prevalências na ordem dos 64,52% e 8,33%, em canídeos rurais e canídeos urbanos, 

respetivamente. A prevalência observada nos cães do meio rural é superior às relatadas por 

trabalhos anteriores (Wouda et al., 1999b; Collantes-Fernández et al., 2008; Regidor-Cerrillo et 

al., 2010), sendo apenas superada pelo estudo desenvolvido por Antony e Williamson, (2003), 

que referiram uma prevalência de 97,5% em cães de explorações leiteiras. Já a prevalência 

encontrada nos cães de meios urbanos encontra-se de acordo com aquilo que é relatado por 

outros autores (Trees et al., 1993; Wouda et al., 1999b; Collantes-Fernández et al., 2008).  

O facto de a prevalência de infeção por N. caninum ser superior em cães de exploração, 

comparativamente aos cães de zonas urbanas, é algo que se encontra em concordância com o 

referido por outros autores (Sawada et al., 1998; Wouda et al., 1999b; Basso et al., 2001b; 

Collantes-Fernández et al., 2008; Maia et al., 2014; Sloan et al., 2017; Mosallanejad et al., 2018).  

Em Portugal, no trabalho de Waap et al., (2017), os autores chegaram a uma prevalência 

de 32,5% em cães, já Maia et al., (2014) encontraram uma prevalência de 7,9% em cães por 

cELISA. 

Todavia, ao comparar os resultados de vários estudos de prevalência de anticorpos anti-

N. caninum deve-se ter em consideração o uso das diferentes técnicas de diagnóstico serológico, 

as diferentes idades dos animais, o tamanho da amostra e tipo do população animal em estudo 

(Dubey et al., 2007). 

Neste trabalho a técnica serológica utilizada para a deteção de anticorpos anti-N. 

caninum nos cães foi a IFAT. Esta técnica tem sido amplamente usada para o diagnóstico de 

infeção por este parasita em cães, sendo considerada a técnica de referência para tal (Björkman 
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e Uggla, 1999; Hemphill e Gottstein, 2000; Capelli et al., 2006; Silva et al., 2007), além disso é 

considerada uma técnica mais específica que ELISA, uma vez que o uso de antigénio total de 

taquizoítos como revestimento das placas ELISA pode levar a que ocorram reações cruzadas 

outros protozoários Apicomplexa (Björkman e Hemphill, 1998; Silva et al., 2007). As diluições 

utilizadas para a análise serológica foram a de 1:25 e de 1:50, apesar de diversos autores 

considerarem esta última a mais apropriada como limiar de positividade em cães (Björkman e 

Uggla, 1999; Silva et al., 2007; Wang et al., 2016). Neste estudo, os resultados de algumas 

amostras tiveram uma interpretação difícil, uma vez que alguns dos soros apresentavam uma 

reação apical com fluorescência periférica incompleta dos taquizoítos fixados, este achado, já 

esperado, foi semelhante ao descrito por Paré et al., (1995). Waap et al., (2017) reforça a 

necessidade de reavaliar os valores de limite de positividade e harmonização dos reagentes 

utilizados, bem como os procedimentos para a preparação das lâminas. 

Segundo o trabalho conduzido por Benevides, (2005), 64,7% dos produtores inquiridos 

afirmaram possuir cães, isto, conjugando o facto de existirem algumas populações de cães 

errantes e de existirem tutores que não são capazes de deter os seus animais nos limites das 

suas propriedades, torna a presença de cães um fator de risco para a entrada de N. caninum 

nas explorações. Uma vez que, na realidade açoriana, as parcelas são de tamanho reduzido 

sem qualquer barreira física capaz de impedir o trânsito livre de cães (errantes ou não), 

associado ao facto de a ideia de emparcelamento não ter tido ainda sucesso na Terceira, pelo 

que numa determinada área existem diferentes proprietários com várias parcelas, o controlo do 

acesso dos cães, que podem cobrir grandes áreas num só dia, entre um a 24 km2 (Meek, 1999; 

Sparkes et al., 2014), aos terrenos adjacentes torna-se muito complicado, sendo tudo isto 

agravado pelo facto de mais de metade dos produtores inquiridos desconhecerem o ciclo de vida 

deste parasita. 

Embora a presença de cães na exploração não tenha sido considerada um fator de risco 

estatisticamente significativo para a positividade das explorações (p=0,3332), tendo em conta o 

panorama geral da Ilha Terceira e os conhecimentos da epidemiologia deste parasita, deve-se 

ter em atenção que o facto de, não ter cão não impede o aparecimento de bovinos seropositivos 

nas diferentes explorações, uma vez que foram encontrados de animais positivos em 

explorações sem cães, além do facto que estes últimos podem andar livremente entre os 

diferentes terrenos, permitindo assim a disseminação deste agente. Além disso, apesar de neste 

estudo não se ter encontrado uma associação estatisticamente significativa entre a presença de 

cães nas explorações e a ocorrência de abortos (p=0,7311) e entre a presença de cães positivos 

nas explorações e a ocorrência de abortos (p=0,06268), diversos estudos sugerem uma 

associação entre a ocorrência de abortos e a presença de cães nas explorações (Anderson et 

al., 1997; Bartels et al., 1999; Ould-Amrouche et al., 1999; Schares et al., 2003). A razão pela 

qual estas três variáveis não foram consideradas estatisticamente significativas pode advir do 

reduzido tamanho das amostras de bovinos e de canídeos, à semelhança do que foi descrito por 

Manca et al., (2022), que ainda refere que a presença de animais positivos em explorações sem 
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a presença de cães reforça a ideia de que a infeção dos bovinos requer a presença de um 

hospedeiro definitivo, mas que esta prossegue e dissemina-se independentemente da presença 

deste pela transmissão vertical. 

Relativamente às variáveis “Tipo de infraestruturas associadas” e “Local de alimentação” 

e, a sua relação com a positividade dos cães em estudo, estas foram consideradas 

estatisticamente significativas (p=0,006303) e (p=0,01139), respetivamente. Uma possível 

explicação para estes resultados assenta no facto de que os bovinos ao deslocarem-se sempre 

para o mesmo local para se alimentarem aumenta o tempo de contacto com os cães, que 

geralmente permanecem mais tempo perto destes locais, tornando o acesso destes às 

membranas fetais mais fácil (Barling et al., 2001). Além disso, embora neste estudo estas 

mesmas variáveis, quando analisadas em função da presença de animais positivos na 

exploração, não foram consideradas estatisticamente significativas, os animais cuja alimentação 

ou uma parte dela é fornecida na manjedoura têm um maior risco de se infetarem, uma vez que 

os hospedeiros definitivos como os cães, por exemplo, podem contaminar as manjedouras com 

oocistos ou ainda contaminar os alimentos antes de serem armazenados ou, nos seus locais de 

armazenamento (Bartels et al., 1999; Th Dijkstra et al., 2002b; Hobson et al., 2005). 

Neste estudo foi possível observar que as explorações positivas apresentavam um maior 

número de I.A. comparativamente às explorações consideradas negativas, sendo esta diferença 

estatisticamente significativa (p=0,033), esta diferença pode ser provocada pelos efeitos nefastos 

da infeção por este parasita sobre o conceptus, provocando perdas gestacionais precoces e 

aumento da taxa de retorno ao cio (Waldner et al., 1998, 2001; Muñoz-Zanzi et al., 2004; 

Waldner, 2005) aumentando assim o número de I.A. necessárias e o intervalo entre partos, no 

entanto foi possível verificar que as explorações positivas têm um número de dias de intervalo 

entre partos inferior comparativamente às explorações negativas, embora não seja uma 

diferença estatisticamente significativa (p=0,07699), uma explicação possível para este caso 

pode dever-se ao facto de existirem mais problemas de fertilidade associados à infeção por este 

parasita, conduzindo assim a um refugo precoce dos animais e, por conseguinte, a uma 

diminuição do intervalo entre partos nestas explorações. 

6. Conclusão 

 Infelizmente ainda não existem vacinas suficientemente eficazes contra N. caninum. 

Assim, o controlo da neosporose depende de medidas de maneio aliadas aos meios de 

diagnóstico disponíveis (Reichel et al., 2015; McAllister, 2016). Segundo Dubey et al., (2007), os 

métodos de diagnóstico serológicos são, até ao momento, o meio mais adequado para a tomada 

de decisão no controlo desta doença. Os valores do limiar de deteção dos testes são de extrema 

importância, uma vez que estes podem influenciar significativamente o sucesso dos programas 

de controlo implementados (Campero et al., 2018), por exemplo, numa exploração na qual existe 

um reduzido número de animais infetados por este agente e cujo o objetivo é eliminar todos os 

infetados, o uso de valores de limiares de deteção com diluições mais baixas permite que existam 
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menos animais verdadeiramente infetados diagnosticados como negativos (menos falsos 

negativos), permitindo assim refugar todos os animais infetados, sob pena de se incluírem e 

eliminarem alguns animais negativos (falsos positivos) em prol dos objetivos definidos pela 

exploração. 

O controlo da neosporose deve incidir na interrupção da transmissão entre cães e 

bovinos. Deve-se restringir o acesso dos cães aos locais de armazenamento dos alimentos e 

fontes de abeberamento dos bovinos. De modo a evitar a continuação do ciclo de vida deste 

parasita é de extrema importância a remoção de restos de membranas fetais, fetos abortados e 

vitelos mortos de forma a impedir a sua ingestão pelos cães. Além disso, devem ser removidas 

todas as carcaças de bovinos mortos de maneira a que os cães não possam acedê-las. A 

população de cães errantes também deve ser controlada, uma vez que possibilita a 

disseminação deste agente. Posto isto, e uma vez que na realidade dos Açores não existem 

barreiras físicas que sejam capazes de impedir o livre trânsito de cães entre as explorações, é 

recomendado que estes estejam em áreas delimitadas que permitam restringir o seu acesso aos 

locais onde os bovinos pastoreiam bem como aos locais de armazenamento de alimentos e de 

abeberamento. Além disso, o uso de vedações, nas explorações, que impeçam a entrada de 

cães é uma medida muito importante (Dubey et al., 2007), uma vez que cães introduzidos 

recentemente numa exploração excretam nas fezes uma maior quantidade de oocistos, podendo 

provocar um surto de abortos numa exploração indemne ou mesmo numa exploração onde a 

doença já é endémica (Th Dijkstra et al., 2002b). 

De forma a mitigar a ocorrência de transmissão vertical, devem-se realizar rotineiramente 

despistes serológicos de modo a identificar as fêmeas infetadas com N. caninum e proceder à 

sua eliminação das explorações, uma vez que têm grande probabilidade de transmitir a infeção 

aos seus descendentes, caso estes animais não possam ser rapidamente refugados, devem ser 

inseminados com sémen de carne, evitando a manutenção da sua descendência na exploração, 

ou realizar-se transferência de embriões em animais cujo valor genético o justifique utilizando 

recetoras seronegativas. Outras medidas de controlo que podem ser tomadas passam pela 

testagem dos animais antes da sua entrada na exploração, compra de novilhas de substituição 

provenientes de exploração indemnes de neosporose (Dubey et al., 2007). 

Em suma, apesar de todas as sugestões feitas anteriormente, existe uma grande 

necessidade de formação e sensibilização dos produtores para aquilo que são os inúmeros 

impactos que a neosporose provoca na produtividade de uma exploração, seja ela de bovinos 

de leite ou de bovinos de carne, e os riscos que implica a presença de cães nas explorações, 

não só para o próprio produtor e tutor dos cães como também para os produtores com terrenos 

nas áreas circundantes. Além disso, também é fundamental alertar os tutores de cães que 

algumas tendências recentes, na alimentação de cães com carne crua, podem levar ao 

aparecimento de animais, sem qualquer relação com bovinos, infetados com Neospora caninum. 
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Anexos 

Anexo 1 – Quadro resumo dos fatores de risco a ocorrência de infeção e de aborto por N. 

caninum. Adaptado de Dubey et al., (2007). 

Fator de Risco

Fator de 

Proteção Fator de Risco

Fator de 

Proteção

Anticorpos anti-N. caninum :

Seropositividade individual N.A. N.A. +

Níveis de anticorpos anti-N. caninum 

em bovinos individualmente
N.A. N.A. +

Prevalência na manada N.A. N.A. +

Idade, paridade, nº da gestação e nº 

da lactação:

Idade dos bovinos + -

Média de idades das vacas +

Proporção de novilhas -

Novilhas e vacas adultas / vitelos +

Nº da Gestação +

Paridade +

Nº da Lactação -

Hospedeiros definitivos (cães e outros 

canídeos):

-Cães:

Presença de cães na exploração + -

Presença de cães na exploração nos 

últimos 10 anos
+

Nº de cães na exploração + +

-Comportamento dos cães:

Defecam na manjedoura/corredor de 

alimentação
+

Defecam na pastagem ou nos locais de 

armazenamento da silagem
+

Consumo de placentas, descargas 

uterinas, colostro ou leite
+ +

Frequência de defecação na 

manjedoura
+

Densidade de cães no distrito ou 

município
+

Outros canídeos hospedeiros 

definitivos:

Abundância na região da exploração +

Frequência de observação nas 

instalações da exploração
-

-Gatos:

Presença de gatos -

Observação de gatos vadios -

Outros hospedeiros intermediários:

-Outras espécies animais:

Presença de coelhos e/ou cães +

Presença de aves e/ou cães

Nº de aves >10 +

Presença de cavalos +

-Contacto com animais doentes:

Uso de maternidades para alojar 

animais doentes
+

Fatores de Risco

Para a aborto por N. caninumPara a Infeção por N. caninum
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Pastoreio e Forragens:

Alimentação com silagem de milho 

com bolor durante o verão
+

Fornecer restos de silagem às novilhas 

durante o verão
+

Ausência de pastoreio +

Pastoreio durante o verão -

Uso de manjedouras fixas para 

fornecimento de feno
+

Uso de dispensadores fixos de 

concentrado
-

Contacto de animais selvagens com o 

concentrado do desmame
+

-Fonte de água para abeberamento:

Lagoa e poço ou rede pública +

-Colostro ou leite:

Alimentação dos vitelos com recurso 

ao colostro misturado 
+

-Época de partos:

Partos na primavera ou partos no 

outono
+

Época de partos > 3 meses -

-Densidade animal:

Encabeçamento bovino +

Encabeçamento bovino durante o 

inverno
+

Área da exploração -

Tamanho da manada +

Grandes manadas +

-Origem das novilhas de substituição:

Criação das novilhas de substituição 

na própria exploração
+

Novilhas provenientes de explorações 

negativas
-

Carácter maternal +

-Raça:

Raça das vacas -

Inseminar bovinos de leite com sémen 

de carne
-

-Problemas reprodutivos:

História de aborto em animais 

infetados congenitamente
+

Taxa de retorno ao cio após gestação 

confirmada
+

Taxa de retenção de membranas fetais +

Prevalência de retenção de 

membranas fetais em anos anteriores 

> 10%

+

-Tipo de alojamento:

Estabulação fixa vs. Estabulação livre +

Estabulação livre +

Novilhas alojadas em grupo -

-Fatores demográficos:

População humana +

Proximidade com cidades ou vilas +

-Clima:

Temperatura média em julho (verão, 

Alemanha
+

Temperatura média na primavera 

(Itália)
+

Chuva +

-Estação do Ano:

Verão (Holanda) +

Inverno (Califórnia) +
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Anexo 2 – Formulário de Requisição de análises sorológicas entregue no LRV: 

 

 



109 
 

Anexo 3 – Inquérito realizado aos produtores:  
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Anexo 4 – Protocolo laboratorial para pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum em soro 

bovino: 
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Anexo 5 - Protocolo laboratorial utilizado para pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum 

em soro canino pela técnica de IFAT: 

1º - Diluir os controlos positivos e negativos em PBS numa diluição 1/25; 

2º - Diluir os soros a analisar em PBS em diluições 1/25 e 1/50; 

3ª – Aplicação em cada poço da lâmina que contém o antigénio fixado e permeabilizado de N. 

caninum; 

4º - Incubar a 37ºC durante 45 minutos; 

5º - Lavar três vezes com PBS; 

6º - Aplicar o segundo anticorpo marcado com FITC (AbD Serotec® AA132F, ovino anti-cão IgG 

FITC,  lote 160210) numa diluição 1/50 em PBS em cada poço; 

7º - Incubar a 37ºC durante 45 minutos; 

8º - Lavar cinco vezes com PBS; 

9º - Aplicar líquido de montagem (pH a 9,4) e uma lamela grande; 

10º - Observar ao microscópio de fluorescência (objetiva de 40x) 

 

Constituição da solução tampão (PBS): 

- 58 mM Na2HPO4 

- 17 mM NaH2PO4 

- 68 mM NaCl 

- pH = 7,3-7,4 
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Anexo 6 – Resumo submetido para apresentação no congresso ApicoWplexa, a realizar nos 

dias 5,6 e 7 de outubro de 2022: 

Difficulties in the control of bovine neosporosis in Terceira Island, 

Azores, Portugal 

 

In Terceira, one of the 9 islands belonging to the archipelago of Azores, milk production 

represents 25% the total income, therefore, any aspect affecting reproduction efficacy impacts 

dramatically on health and the economy. With the present – and first - serological survey (ELISA) 

for Neospora caninum, an overall prevalence of 14.83% was identified in dairy cattle, with animals 

in 62,43% of farms testing positive. IFAT showed that the prevalence of infected dogs living in 

farms was 64.52%, while only 8.33% of dogs from urban areas were infected. Thus, there is a 

higher risk of infection in farm dogs compared to urban dogs (p=1,419 x 10-9). The type of feeding 

place (p=0,01139) and the type of associated infrastructure (p=0,006303), also had a positive 

association with the presence of dogs infected with this agent. In the present work, more than 

proposing solutions, we focus on the most important difficulties in controlling the spread of N. 

caninum in dairy cattle and dogs in Terceira Island. Almost all dairy production is based on free 

ranging cattle on green fields. The delivery of a newborn calf mostly is happening in the grass 

pens, thus, fetal membranes are not removed, both because they are not readily found and, 

because farmers do not recognize it as an important health management measure. Also, an 

obstacle to control the spread N. caninum is the fact that, there are no physical barriers capable 

of preventing dogs from free-roaming between farms and terrains, and they can access water 

sources and food storage places, Stray dogs are a problem. There is, as well, a great need for 

professional qualification and raising awareness among producers on the impact that neosporosis 

exerts on the productivity of a farm, both dairy and beef cattle, and the risks involved in dogs 

having unrestricted access to any area. Concerning the dogs from urban areas, feeding of cattle 

raw meat is widely accepted, and increases the prevalence of infected and diseased dogs. The 

implementation of control measures for neosporosis in Terceira is necessary and is dependent 

on a higher level of changes in the management system, with promoting the land consolidation 

as one of the factors, for the improvement of dairy health management. 

 


