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Neospora caninum: AVALIACAO DE ANTICORPOS E PROBLEMAS

REPRODUTIVOS EM VACAS DE CORTE ATE 60 DIAS DE GESTACAO

Neospora caninum: EVALUATION OF ANTIBODIES AND REPRODUCTIVE

PROBLEMS IN BEEF COWS WITH UP TO 60 DAYS OF PREGNANCY

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo identificar anticorpos anti-Neospora caninum
em fémeas bovinas da raca Nelore pelos métodos sorologicos de Imunoabsorbancia Ligada a
Enzima (ELISA) e Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e buscar associacdo entre a
soropositividade e o historico reprodutivo até 60 dias de gestacdo. Adicionalmente, nas
amostras positivas foram realizados testes de ELISA-Avidez e ELISA para anticorpos anti-
Toxoplama gondii. Para isto, foi constituido um banco de 375 amostras de soros,
categorizados em trés grupos, de acordo com o historico reprodutivo de cada fémea até os 60
dias apos a Inseminacdo Artificial (I.A). Para a analise estatistica utilizou-se o teste de Qui-
Quadrado de Pearson (X2) e indice Kappa (k). Foram encontrados 8% (30/375) e 5,07%
(19/375) de soros positivos para N. caninum pelo ELISA e RIFI, respectivamente, com o
ELISA apresentando concordancia alta com a RIFI (k = 0,67). A infec¢do encontrada nesse
rebanho, revelado pelo ELISA-Avidez, foi considerada cronica. Nesse estudo, 9,08% das
fémeas soropositivas pela RIFI e 17,25% das fémeas positivas pelo ELISA apresentaram
algum problema reprodutivo. Entretanto, ndo foi encontrada associacdo significativa entre a
soropositividade das vacas, com o retorno ao cio ou a ocorréncia de aborto, observados até 60
dias de gestacdo (p>0,05). Nao foi observado nenhum animal co-infectado por N. caninum e

T. gondii.
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PALAVRAS-CHAVE: Abortamento. Bovino. ELISA. Neospora caninum. Neosporose.

RIFI.

ABSTRACT

This study aimed to identify anti-Neopora caninum antibodies in cows by serological
methods Imunoabsorbancia Linked Enzyme (ELISA) and Indirect Immunofluorescence
Antibody Test (IFAT) and seek association between seropositivity and the reproductive
history up to 60 days of gestation. In addition, in positive samples were performed ELISA-
Avidity and ELISA tests for anti-Toxoplasma gondii antibodies. For this, was constituted a
bank of 375 serum samples categorized in three groups according to the reproduction history
of each female until 60 days after the Artificial Insemination (Al). Statistical we used the
Pearson’s Chi-square test (X2) and Kappa index (k). Found 8% (30/375) and 5,07% (19/375)
of positive sera for N. caninum by IFAT and ELISA, respectively, with the ELISA showing
high correlation with IFAT (k = 0,67). The infection found in this flock, revealed by ELISA-
Avidity was considered chronic. In this study, 9,08% of positive females by IFAT and
17,25% of females positive by ELISA showed some reproductive problem. However, there
was no statistically significant association between seropositivity of cows, with the return to
estrus or the occurrence of abortion, observed up to 60 days of gestation (p>0,05). There was
no co-infected animal by N. caninum and T. gondii.

KEY WORDS: Abortion. Cattle. ELISA. Neospora caninum. Neosporosis. IFAT.

INTRODUCAO
A neosporose bovina € causada pelo protozoario Neospora caninum, pertencente ao filo
Apicomplexa e a familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 2002), parasita intracelular

obrigatdrio e que tem como seus principais hospedeiros os cdes (MCALLISTER et al.,1998) e
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0 bovinos (DUBEY & SCHARES, 2011). Segundo Pitel et al. (2003), a neosporose bovina é
uma importante doenca parasitaria, de grande impacto econémico, por estar envolvida na
origem de desordens reprodutivas como aborto e mortalidade neonatal. Estima-se que os
prejuizos causados pela neosporose bovina, no Brasil, sejam superiores aos correlacionados a
outras doencas abortivas como a leptospirose e brucelose (VIANNA et al., 2008).

A doenca apresenta distribuicdo mundial, tendo os primeiros casos no Brasil relatados
por Brautigam et al. (1996) em bovinos de corte e de leite dos estados de Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul. No Brasil, Gondim et al. (1999) foi o primeiro a determinar a soroprevaléncia
de N. caninum em bovinos no estado da Bahia,ao encontrar uma taxa de 14,09%, sendo
seguido por outros pesquisadores no estados do Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerias,
Rondonia, Goiés e Tocantins (CORBELLINI et al., 2002; RAGOZO et al., 2003; DE MELO
et al., 2004; OGAWA et al., 2005; SARTOR et al., 2005; AGUIAR et al., 2006; MELO et al.,
2006; JULIANO, 2006), o que mostra o agente disseminado pelo Brasil, acometendo
rebanhos de bovinos de corte e leite (GENNARI, 2004).

A manifestacdo clinica mais importante da neosporose bovina é o aborto (MELO et al.,
2006). Contudo, quando o aborto ndo ocorre, o bezerro pode nascer apresentando problemas
neuroldgicos e de méa formacéo, geralmente morrendo dentro das primeiras quatro semanas de
vida (DUBEY & LINDSAY, 1996), ou mais comumente, ocorre 0 nascimento de um animal
clinicamente normal, porém cronicamente infectado (DUBEY & SCHARES, 2006). Pode
ainda, ocorrer a morte embrionaria e reabsorcao fetal, tendo com consequéncia a repeti¢do do
cio nas vacas infectadas (GHANEM et al., 2009; ANDREOTTI, 2010).

Dada a importancia da neosporose bovina, esse estudo objetivou estabelecer a
frequéncia de anticorpos anti-N. caninum em um grupo de fémeas e buscar a associacdo entre

a soropositividade e o histérico reprodutivo das fémeas até 60 dias de gestacéo.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Constitui-se um banco de 375 amostras de soros de fémeas bovinas de um rebanho de
corte da raga Nelore. As amostras sdo provenientes de um banco de soros formado por 2.100
amostras, coletadas durante 3 estacfes de monta sucessivas, com a idade dos animais
variando de 15 meses a 10 anos, todos vacinados contra o complexo IBR/BVD, leptospirose e
brucelose. As amostras utilizadas no presente estudo foram coletadas durante a estagdo de
monta de 2009/2010 e foram categorizadas em trés grupos, de acordo com o histérico
reprodutivo de cada fémea, acompanhado até os 60 dias apos a Inseminagédo Artificial (1A).
Sendo os grupos: GRUPO A, fémeas que retornaram o cio; GRUPO B, fémeas que
emprenharam e mantiveram a gestacdo e GRUPO C de fémeas que depois de verificada a
prenhez aos 30 dias ndo mantiveram a gestacao até os 60 dias. O presente trabalho obteve a
aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o nimero de inscricio CEUA

N° 13.1.498.74.7.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A pesquisa de anticorpos para N. caninum foi realizada pelo teste de RIFI, realizado
conforme o descrito por Benetti et al. (2009) com modificacdes, considerando um ponto de
corte de 1:200. Os anticorpos foram detectados utilizando conjugado anti-lgG de bovino
marcado com isotiocianato de fluoresceina (Sigma Aldrich®, catalog n-F7887), diluido em
1:300, conforme orientacdo do fabricante. A leitura ocorreu em microscépio de
imunofluorescéncia (ZEISS® Scope-Al), em lamina coberta com glicerol tamponado e
laminula. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram reacdo de fluorescéncia

periférica total do parasito fixado na lamina, do contrario foram consideradas negativas,
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sempre comparando com 0s controles positivo e negativo. Posteriormente, as amostras

positivas pela RIFI, foram submetidas a titulacdo em dilui¢6es seriadas.

Ensaio de Imunoabsorbancia Ligada a Enzima (ELISA)

Adicionalmente, foi realizado o diagndstico por ELISA, conforme descrito por
Bjorkman et al. (1997) com modificagGes, utilizando controles sabidamente positivos,
determinados através de infeccdo experimental, e negativos. A placa de poliestireno de baixa
afinidade foi sensibilizada com antigenos do parasita (N. caninum) diluidos em solucéo
tampao carbonato pH 9,6 na concentragao de 10 ug/mL. A placa entdo foi incubada a 4°C por
14 horas. Apos isso, foi submetida a um ciclo de trés lavagens com PBST 20 0,05% em
lavadora propria (AquaMax® 2000 & 4000 Microplate Washers). Os soros foram entéo
diluidos na concentracdo de 1:200 em PBST pH 7,2 + leite em p6 5%. Em seguida 50 pL/well
de cada soro e controles, diluidos, foram transferidos para a placa, em duplicata. O conjunto
foi entdo incubado em estufa a 37°C por 1 hora e ao fim desse periodo, submetido a dois
ciclos de quatro lavagens/cada. Assim, 50 uL/well do conjugado anti-lgG de bovino marcado
com peroxidase (Sigma Aldrich®, 1:20000) foi adicionado e o conjunto incubado a 37°C por
1 hora novamente, seguindo ainda, de nova lavagem. Por fim, 50 uL/well de solucdo de
revelacdo ABTS (KPL®) foi adicionada. A leitura foi realizada a 405 nm em maquina de
espectofotometria (Molecular Device® Mod. M-2) usando o software SoftMax Pro
(Molecular Device®). O ponto de corte foi determinado pela média dos valores de densidade
Optica (DO) dos soros controles negativos acrescido de trés desvios padrbes. Os titulos de
anticorpos foram expressos em Indice ELISA (IE), de acordo, com a seguinte formula: IE =
DO da amostra + DO do ponto de corte. Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos.

As amostras positivas encontradas no ELISA foram testadas quanto a avidez dos

anticorpos anti-N.caninum pelo ELISA-Avidez conforme Bjorkman et al. (1999), com
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modificacOes. A reacdo é igual a descrita para 0 ELISA, porém nesse teste, especificamente,
os soros foram diluidos em série a partir da concentracdo de 1:200 (1:200, 1:400, 1:800,
1:1600), também em duplicatas. Além disso, antes da incubacdo com o conjugado, parte das
diluicBes das amostras (meia placa) foi tratada com 150 pL de solu¢do de Uréia 6M a 37°C
por 10 minutos. A absorbancia foi medida nos pocos tratados e ndo tratados com Uréia 6M. O
ponto de corte também foi determinado como descrito para o ELISA. O IgG Avidez foi
calculado e expresso em porcentagem (%), relacionando o IE positivo obtido em dada
diluico da amostra tratada com a mesma dilui¢do ndo tratada, exemplificado na formula: 1gG
Avidez = IE positivo com uréia + IE na mesma diluicdo sem uréia. Valores de IgG avidez s
poderiam ser calculado, para dilui¢des > 1:200.

Na tentativa de identificar animais co-infectados por Toxoplasma gondii, as amostras
positivas para N. caninum pelo ELISA, foram submetidas ao ELISA para deteccdo de
anticorpos anti-T. gondii, conforme descrito por Silva et al. (2007), com modificacdes,

utilizando diluicéo de 1:200.

Analise de dados

Foi realizado o teste estatistico de Qui-Quadrado de Pearson com 95% de confianga,
utilizando o programa computacional Epi Info™ 7.1.3. Os testes foram comparados pelo
indice Kappa, onde para Landis e Koch (1977), valores de k < 0, sem concordancia; k entre 0
— 0,20 concordancia leve; x entre 0,21 — 0,40 concordancia baixa; k entre 0,41 — 0,60
concordancia moderada; k entre 0,61 — 0,80 concordancia alta; e « entre 0,81 — 0,99

representa concordancia excelente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, para a RIFI, foram encontradas 5,07% (19/375) de amostras
soropositivas para N. caninum, distribuidas em: 5,33% (8/150) positivos pertencente ao grupo
A, 5,52% (8/145) do grupo B e 3,75% (3/80) do grupo C (Tabela 1). Ja para o ELISA, foram
encontrados 8,00% (30/375) de soros positivos para N. caninum, sendo 6,00% (9/150) soros
provenientes de fémeas do grupo A, 8,28% (12/145) soros de fémeas do grupo B e 11,25%
(9/80) soros de fémeas categorizado no grupo C (Tabela 1). O teste de ELISA apresentou alta
concordancia com a RIFI na deteccdo de anticorpos anti-N. caninum com indice Kappa de
0,67. Dados epidemiolégicos de neosporose séo baseados no diagnostico indireto, atraves de
exames sorologicos de RIFI e ELISA (ROSSI et al., 2011).

Para o Estado de Sdo Paulo, Costa et al. (2001) e Ragozo et al. (2003) observaram
23,1% e 23,6% de soropositivos pela RIFI, respectivamente. Hasegawa (2004) ao analisar 777
bovinos de corte da regido de Avaré-SP, determinou uma ocorréncia de 15,57% de infectados
por N. caninum pela RIFI. Ja pelo ELISA, Brautigam et al. (1996), Pituco et al. (1998) e
Sartor et al. (2003) observaram 15,0%, 34,3% e 30,5% de animais positivos para N. caninum,
respectivamente. A frequéncia encontrada nesse trabalho € relativamente baixa, quando
comparada com esses inquéritos soroldgicos no estado, entretanto, estudos de ocorréncia do
N. caninum apresentam resultados variados, devido as diferencas na metodologia empregada,
regido em estudo, métodos, ponto de corte, além do histérico da propriedade ou animais
examinados, assim as comparacfes devem ser realizadas com cuidado (RAGOZO et al.,
2003; GENNARI, 2004). Além disso, para Sartor et al. (2005) ha evidéncias de que a
neosporose seja mais prevalente nos bovinos leiteiros do que nos bovinos de corte, o que
também pode explicar a baixa frequéncia encontrada nesse estudo.

Stobbe (1999) encontrou uma frequéncia de 36,7% de animais soropositivos pela RIFI,

em propriedades leiteiras do noroeste do Estado de Sdo Paulo, demonstrou ainda que 53,6%
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(45/84) dos animais com historico de abortamento eram positivos para N. caninum. Da
mesma forma, Langoni et al. (2013) encontrou 54,5% (6/22) dos animais positivos para N.
caninum apresentando casos de aborto. Nesse estudo, 9,08% das fémeas soropositivas para N.
caninum pela RIFI e 17,25% das fémeas positivas pelo ELISA apresentaram algum problema
reprodutivo, desde o retorno ao cio (grupo A) ao aborto (grupo C). Entretanto, pela analise
estatistica, ndo foi encontrada associacao significativa entre a soropositividade das vacas, pela
RIFI e ELISA, com o retorno ao cio ou a ocorréncia de aborto (p>0,05). Sabe-se que a
manifestacdo clinica mais importante da neosporose bovina é o aborto, que ocorre entre 3° e 0
9° més de gestagdo (MELO et al., 2006; INNES, 2007), sendo mais frequente em torno do 4°
e 6° més (LINDSAY et al., 1996; ANDERSON et al., 2000). Nesse trabalho as fémeas foram
observadas até o 2° més de gestacdo, ndo foram observadas nos meses seguintes. Fato que
pode explicar a ndo associagdo entre abortos e soropositividade para N. caninum nesse estudo.
Além disso, Lopes-Gatius et al. (2004) encontrou forte associacdo entre o status sorolégico
positivo da fémea para N. caninum e a ocorréncia de abortos apds 90 dias de gestacéo.

Além do abortamento, a neosporose bovina pode levar a morte embrionaria e a
mumificacdo fetal (GHANEM et al., 2009; ANDREOTTI et al., 2010). Define-se como morte
embrionaria a perda do embrido durante a fase embrionaria, que se inicia com a concepcao até
cerca de 40 dias de gestacdo nos bovinos (LOPES-GATIUS et al., 2004). Apds esse periodo,
ocorre a fase fetal e a interrupcdo da gestacdo, nessa fase, é definida como aborto
(STENLUND, 2000). A morte embrionaria leva a regressao estrutural e funcional do corpo
liteo, dando-se o inicio de um novo ciclo estral, e o animal manifesta o cio novamente
(MARQUES et al., 2007). Nesse estudo, 5,33% (8/150) e 6,00% (9/150) das fémeas que
apresentaram retorno ao cio (grupo A), foram positivas pela RIFI e ELISA, respectivamente.
Em seu estudo, Langoni et al. (2013), observou 69,6% das fémeas positivas para N. caninum

apresentavam retorno ao cio. Tal fato pode ser explicado por Macaldowie et al. (2004) ao
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observarem que um aumento do indice de retorno ao cio nos animais, pode estar relacionado a
morte embrionéria na fase inicial da gestacdo causada pela infec¢do por N. caninum, uma vez
que, segundo Andreotti et al. (2010) existe uma correlagdo positiva entre a presenga de
anticorpos anti-N. caninum e a ndo concep¢do. Também foi verificado por Kamga-Waladjo et
al. (2010) que vacas infectadas por N. caninum necessitavam de um maior nimero de
inseminacdes, aumentando em aproximadamente 29 dias o intervalo entre partos. Para Dubey
e Schares (2011) o intervalo entre partos e o retorno para cobertura sdo importantes prejuizos
econdmicos recorrentes em rebanhos infectados. Um inquérito soroldgico realizado no Estado
do Mato Grosso por Justo et al. (2013) encontrou associagcdo positiva entre soropositividade
das fémeas bovinas e a repeticdo de cio. Entretanto, no presente trabalho as desordens
reprodutivas observadas ndo foram associadas estatisticamente a soropositividade para N.
caninum (p>0,05).

A titulacdo das amostras positivas pela RIFI revelou titulos variando de 1:200 a 1:3.200
(Tabela 2). Variacdo menor foi observada por Sartor et al. (2003), que encontrou, pela RIFI,
titulos variando de 1:200 a 1:1.600, tendo nessa faixa de diluicdo, 14 fémeas com casos de
abortos constatados. Nesse estudo, 3,75% (3/80) das fémeas que apresentaram casos de
abortos tinham titulos variando de 1:400 a 1:3.200, das quais, duas tinham titulos > 1.600
(Tabela 2). Titulos esses, superiores ao encontrado por Conrad et al. (1993) ao observar que
das 25 fémeas que abortaram fetos positivos para N. caninum com titulos variando de 1:320 a
1:5.120, a maioria das fémeas apresentavam titulos de anticorpos > 1.280 no momento do
abortamento. Também observamos que 5,33% (8/150) das fémeas que apresentaram retorno
ao cio, tiveram titulos variando de 1:200 a 1:3200, com uma fémea apresentado titulo de
1.3200 (Tabela 2). Embora Dubey et al. (1997) afirme que somente a deteccdo de anticorpos
anti-N. caninum em soros de vacas que abortaram ndo revela a causa do aborto, a deteccdo de

altos titulos em casos de abortamento, como 1.280 (CONRAD et al., 1993; TREES et al.,
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1994) e 4.096 (BUXTON et al., 1997), sdo altamente sugestivos como diagndstico de aborto
por N. caninum. Oito fémeas soropositivas, que mantiveram a gestacdo até os 60 dias, tiveram
titulos de anticorpos variando de 1:200 a 1:1.600 (Tabela 2). Observado por Lépes-Gatius et
al. (2004) vacas soropositivas para N. caninum possuem 18,9 vezes mais chances de
abortamentos apds 90 dias de gestacdo, que vacas soronegativas. Além disso, Buxton et al.
(1997), observou que fémeas com titulos de anticorpos > 1:512 sd0 mais propensas a
conceberem um bezerro congenitamente infectado. Tal fato ndo pode ser avaliado nesse
estudo, uma vez que as fémeas foram acompanhadas apenas até o segundo més de gestacao.
As amostras positivas para N. caninum pelo ELISA, foram analisadas quanto a avidez
dos anticorpos 1gG. Segundo Dubey (2003) com o objetivo de determinar o perfil da infeccéo,
discriminando infecgdes recentes de infeccdes cronicas. Assim o ELISA-Avidez tem sido
considerado uma importante ferramenta nos estudos epidemiologicos de neosporose bovina e
abortos a ela relacionados (SAGER et al., 2003; BJORKMAN et al., 2005; FROSSLING et
al., 2005). No presente trabalho, os valores encontrados para IgG-Avidez nas amostras
positivas, ficaram em média, acima de 70%, caracterizando uma alta avidez dos soros
positivos. Bjorkman et al. (1999; 2003) classifica 1gG avidez em baixo (< 35,00),
intermediario (35,00 - 50,00) e alto (> 50,00). Os ensaios de avidez baseiam-se no fato de que
0s primeiros anticorpos produzidos ap0s o primeiro contato com o antigeno tém uma menor
afinidade a ele do que os produzidos mais tarde (BJORKMAN et al., 1999). Para Dubey e
Schares (2006), animais que apresentam, infeccdo primaria recente apresentam IgG com baixa
avidez, enquanto gque animais infectados ha mais de seis meses possuem IgG de alta avidez.
Com isso, a infeccdo por N. caninum, diagnosticada nos animais do presente trabalho, é
cronica. Alguns estudos de campo demonstraram uma associacdo entre epidemias de aborto e

infeccdo recente por N. caninum, com IgG de baixa avidez (DUBEY; SCHARES, 2006). Ja

10
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outros autores citam um risco aumentado de aborto em vacas cronicamente infectadas por N.
caninum (BJORKMAN et al., 2003), fato ndo observado no presente trabalho.

Para Dubey e Lindsay (1996) o N. caninum e Toxoplasma gondii sdo importantes
causas de problemas reprodutivos. Contudo, nos bovinos, o T. gondii ndo é considerado um
importante agente de causador de abortos (DUBEY, 1986). Porém, com o objetivo de
determinar a ocorréncia no rebanho de co-infeccdo entre esses protozoarios e buscar uma
associagdo com o0s problemas reprodutivos encontrados, as amostras positivas para N.
caninum pelo ELISA foram testadas para anticorpos anti-T. gondii pela mesma técnica. Nao
foram encontrados animais soropositivos para N. caninum e T. gondii, simultaneamente.
Diferente do encontrado por Ogawa et al. (2005) onde 4 animais e, Costa et al. (2001) onde
54 animais foram soropositivos para ambos os parasitas, em propriedades rurais nos estados
do Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais. Cabral et al. (2013) ao ndo encontrar DNA para T.
gondii em fetos abortados com lesbes sugestivas de protozoarios, sugere que apesar dos
abortos em bovinos ndo serem frequentemente correlacionado com T. gondii, sua investigacao

é tdo importante quanto para outros agentes infecciosos.

CONCLUSOES
N&o houve correlacdo estatistica entre soropositividade para Neospora caninum e

perdas reprodutivas até os 60 dias de gestacdo, nesse estudo.
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1

Tabelas
Tabela 01 — Frequéncia absoluta e relativa de fémeas positivas para N. caninum discriminada
por técnica e grupo avaliado onde, fémeas que retornaram ao cio (A), fémeas prenhas (B) e

fémeas que perderam a gestagéo (C).

GRUPO A GRUPO B GRUPO C TOTAL
TESTES
(n = 150) (n = 145) (n = 80) (n = 375)
RIFI 8 (5,33%) " 8 (5,52%) 3 (3,75%) " 19 (5,07%)
ELISA 9 (6,00%) " 12 (8,28%) 9 (11,25%) " 30 (8,00%)

n.s= ndo significativo estatisticamente (p>0,05)

Tabela 02 — Frequéncia dos titulos encontrados na deteccdo de anticorpos anti-
Neospora caninum pela RIFI, discriminadas por grupo avaliado onde, fémeas que

retornaram ao cio (A), fémeas prenhas (B) e fémeas que perderam a gestagéo (C).

TITULOS DE
N GRUPO A GRUPO B GRUPO C

ANTICORPOS
Negativos 356 142 137 77
1:200 6 3 3 0
1:400 4 2 1 1
1:800 5 2 3 0
1:1600 2 0 1 1
1:3200 2 1 0 1
TOTAL 375 150 145 80
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