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Resumo

O Neospora caninum é um importante agente causador de abortos e mortalidade neonatal, sendo responsdvel por
grandes perdas econdémicas a produgdo mundial de bovinos. Neste trabalho, é revisada a situagdo atual da neosporose
no Brasil, assim como os métodos de diagndstico da doengca em bovinos, incluindo os avangos mais recentes das técnicas
soroldgicas e de biologia molecular.
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Abstract

Neospora caninum is considered as an important cause of abortion and neonatal mortality in dairy and beef cattle
worldwide. The infection causes important economic losses in the main cattle producing countries. The purpose of this
article is to review the current status of neosporosis in Brazil, especially in cattle, and the diagnostic methods used,
including the recent advances in serological and molecular techniques.

Key-words: ruminant, protozoan, abortion.

por meio de infeccdo experimental, que
coiotes (Canis latrans) s3o os segundo
hospedeiros definitivos conhecidos, depois
dos caes.

Introducao

O N. caninum € um protozodrio
coccidio, apicomplexa, agente causador da
neosporose, muito semelhante ao Toxoplasma

gondii, produtor de cistos nos tecidos de seus
hospedeiros (DUBEY et al., 2002). O cdo atua
como hospedeiro definitivo e intermedidrio
(McALLISTER et al., 1998), enquanto vacas,
ovelhas, cabras, cervos e bufalos sdo
considerados seus hospedeiros intermedidrios
naturais (DUBEY e LINDSAY, 1996;
DUBEY, 1999/2003ab). Experimentalmente
Dubey et al. (1999/2003a) demonstraram a
participagdo dos gatos, gerbis, ratos e macacos
como hospedeiros intermedidrios, assim como
Gondim et al. (2004) comprovaram, por meio

Quanto ao seu ciclo bioldgico, a
transmissdo congénita do N. caninum ¢é
considerada a forma mais importante de
manutencdo e difusdo da neosporose. Vérios
trabalhos demonstraram que a transmissdo
transplacentdria do parasito € eficaz nos
bovinos infectados naturalmente, oscilando
entre 48 a 95% (DAVISON et al., 1999;
QUINTANILLA-GONZALO et al.,, 1999;
PEREIRA-BUENO et al., 2000). Outra forma
de  transmissdo  vertical, = comprovada
experimentalmente, pode ser o colostro ou o
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leite (UGGLA et al., 1998).

Contudo, modelos matematicos de
simulacdo demonstraram que somente a
transmissdo vertical ndo € suficiente para
manter a infec¢do nos rebanhos (FRENCH et
al., 1999) e estudos epidemioldgicos
indicaram a existéncia da transmissdo
horizontal (THURMOND et al., 1997,
DAVISON et al, 1999; HIETALA e
THURMOND, 1999; DIJKSTRA et al., 2001/
2002; CRAWSHAW e BROCKLEHURST,
2003).

De Marez et al. (1999) comprovaram
que os bezerros e Trees et al. (2002) que vacas
gestantes podem se infectar
experimentalmente quando administrados, por
via oral, oocistos do N. caninum eliminados
pelo cdo. Entretanto, o nimero de oocistos
eliminados nas fezes de caes
experimentalmente infectados por tecidos de
camundongos com neosporose cronica sao
escassos, exceto quando sdao submetidos a um
tratamento imunossupressor (McALLISTER
et al., 1998; LINDSAY et al., 1999). Gondim
et al. (2002) reproduziram experimentalmente
o vciclo de transmissio cao-bezerro,
demonstrando que os cd@es infectados
mediante a ingestdo de tecidos de bovinos
com neosporose cronica eliminavam uma
maior quantidade de oocistos do parasito em
suas fezes quando comparados com aqueles
infectados com tecidos de camundongos.

Ortega-Mora et al. (2003) e Caetano-
da-Silva et al. (2004) detectaram o DNA do
parasito no sémen fresco e congelado de
touros naturalmente infectados, sugerindo a
possibilidade de transmissdo venérea.

Desta forma, esta revisdo tem como
objetivo informar sobre a situacdo da
neosporose bovina no Brasil, além de relatar
os avangos no diagndstico da doenga.

A neosporose bovina no Brasil

A infeccdo por N. caninum foi
relatada pela primeira vez por Brautigam et al.
(1996) em um estudo soroldégico de bovinos
com aptiddo para leite e carne. No Brasil, o N.
caninum foi isolado pela primeira vez em um
feto bovino abortado no Estado da Bahia

(GONDIM et al., 1999a). Em um estudo sobre
a soroprevaléncia da infeccdo por N. caninum
em rebanhos leiteiros da Bahia, Gondim et al.
(1999b) observaram positividade de 14,09%,
concluindo que o agente poderia ser uma
importante causa de abortos naquela regido.

Corbellini et al. (2000) relataram que
10% dos fetos bovinos abortados no Rio
Grande do Sul estavam infectados por N.
caninum e Corbellini et al. (2002) estudaram a
neosporose como enfermidade causadora de
abortos em bovinos com o objetivo de avaliar
a associacdo entre a infeccdo com abortos, além
de identificar os fatores epidemioldgicos
associados a infeccdo. Identificaram lesdes
cerebrais caracterizadas como encefalite que
foram compativeis com tal infeccdo em 47,8%
dos fetos analisados e a presenca do
protozodrio em 81,8% desses fetos com tais
lesoes, utilizando a técnica de
imunohistoquimica. ~Observaram também
soroprevaléncia de 11,2% que variou de 3,1 a
30,7% nos rebanhos estudados. A freqiiéncia
de animais soropositivos foi mais elevada nas
vacas que abortaram (23,3%) do que naquelas
que ndo abortaram (8,3%) e encontraram
associacao significativa entre a
soropositividade e o aborto. Os autores
sugeriram, com base nos estudos sorolégicos e
histopatolégicos, que a neosporose € uma
importante causa de morte fetal naquele
Estado.

Outros estudos soroepidemioldgicos
foram realizados em outros estados do Brasil
(LOCATELLI-DITTRICH et al, 2001;
MELO et al., 2001/2004/2006; SARTOR et
al., 2003), registrando a infeccdo por N.
caninum em diferentes espécies, indicando
que esta se encontra disseminada nos
rebanhos estudados.

Corbellini et al. (2002) relataram a
presenca de cdes em todas as propriedades
com histérico de aborto associado ao N.
caninum, destacando o provéavel papel desses
animais na transmissao horizontal do parasito
para bovinos, além de sugerirem, com base
em dados obtidos na literatura especializada, o
envolvimento de canideos silvestres no ciclo
epidemiolégico do agente.
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Souza et al. (2002) testaram amostras
de bovinos com aptiddo leiteira do Estado do
Parana e relataram freqiiéncia de 21,6%, com
maior prevaléncia em cdes com idade entre
dois e quatro anos, sugerindo a exposi¢cao pds-
natal ao parasito.

Locatelli-Dittrich et al. (2003)
identificaram um novo isolado do parasito
(BNC-PR1) num bezerro portador de
cegueira, procedente do Estado do Parand,
sugerindo a inclusdo da neosporose como
diagnéstico diferencial de sinais neuroldgicos
em bezerros.

Foram verificadas co-infec¢do e
associacio entre a presenca de anticorpos anti-
N. caninum, o Herpes Virus Bovino 1 e o
Virus da Diarréia Viral Bovina em bovinos
leiteiros do Estado de Minas Gerais (MELO et
al., 2004).

No Brasil ndo existe nenhum dado
apontando o valor das perdas produtivas
relativas as falhas reprodutivas em bovinos.
Em rebanhos leiteiros da Austrilia e
Califérnia, perdem-se, anualmente, 85
milhdes de ddlares e 35 milhdes de dolares,
respectivamente, e 25 milhdes de ddlares para
a producgdo de carne causados pela neosporose
(BRITTAIN, 2000).

Diagostico da neosporose bovina

Desde a descoberta do N. caninum e
de seu isolamento, uma série de possibilidades
diagndsticas vém sendo descritas.
Inicialmente, a confirmagcdo da infeccdo se
dava com o exame post-mortem, no qual
tentava-se demonstrar a presenca do parasita
nos tecidos.

O diagnéstico clinico da neosporose
bovina é complexo devido a auséncia de
manifestacoes clinicas nos animais
cronicamente infectados e ao escasso nimero
de parasitos nos fetos abortados (JENKINS et
al., 2002). Segundo Dubey e Lindsay (1996),
as vacas que abortam ndo mostram outras
manifestacdes clinicas, sendo estas sO
observadas em bezerros com menos de dois
meses de idade. Os sinais clinicos observados
em bezerros neonatos, infectados por N.
caninum podem ser flexdo dos membros
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anteriores e/ou posteriores, assim como
hiperextensdo. O exame neurolégico pode
revelar ataxia, reducdo do reflexo patelar e perda
da consciéncia proprioceptiva. Também podem
apresentar exoftalmia e aparéncia assimétrica
dos olhos. Entretanto, deve-se destacar que
estes casos sdo pouco freqiientes e que a
grande maioria dos bezerros infectados
congenitamente ndo apresentam  sinais
clinicos (PICOUX et al., 1998).

Em funcdo da dificuldade de
isolamento do agente, os exames soroldgicos
tornaram-se uma ferramenta qtil na detecgdo de
anticorpos especificos frente a infeccdo nos
bovinos adultos (BIORKMAN e UGGLA,
1999). A observacdo de lesdes compativeis da
enfermidade no cérebro, coracdo e figado de
fetos abortados, associados ao exame
imunihistoquimico (BARR et al., 1990/1991;
GONZALES et al., 1990; ANDERSON et al.,
1991) e molecular do parasito, mediante a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
(GOTTSTEIN et al., 1998; BASZLER et al.,
1999) em tecidos fetais, além da realizacdo da
sorologia fetal (BARR et al., 1995; REICHEL
e DRAKE, 1996; BUXTON et al., 1997,
WOUDA et al., 1997) confirmam a infec¢do
por este agente.

As técnicas soroldgicas que detectam
anticorpos séricos especificos anti- N. caninum
sdo utilizadas para demonstrar a infec¢do nos
rebanhos bovinos a fim de determinar se a
neosporose esta envolvida como doenca da
esfera  reprodutiva  (THURMOND e
HIETALA, 1995). A transmissdo congénita
também pode ser avaliada mediante a
detec¢do de anticorpos anti- N. caninum no
soro pré-colostral de bezerros recém-nascidos,
visto que nos bovinos ndo hé transferéncia de
anticorpos da mde ao feto durante a gestacdo
(PARE et al, 1996; THURMOND e
HIETALA, 1997). Entretanto, mesmo que um
resultado positivo auxilie a identificar um
animal infectado, um resultado negativo nao
descarta definitivamente a infeccdo porque os
anticorpos séricos, frente ao N. caninum,
podem variar com a idade e a fase da gestacdo
(PEREIRA-BUENO et al., 2000;
QUINTANILLA-GONZALO et al., 2000).
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Entre as técnicas soroldgicas mais
utilizadas no diagnéstico da neosporose bovina
destaca-se a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta  (RIFI) (PARE et al, 1995;
BJORKMAN e UGGLA, 1999; ATKINSON et
al., 2000ab; MORALES et al., 2001; DUBEY e
SCHARES, 2006) e imunoadsor¢do enzimética
(ELISA) (BJORKMAN e UGGLA, 1999;
SCHARES et al., 2000/2002; BAILLARGEON
et al., 2001; BASZLER et al, 2001;
REBORDOSA et al., 2001; CHALUN et al.,
2002; REICHEL e PFEIFFER, 2002;
ALVAREZ-GARCIA et al., 2003; SAGER et
al., 2003; DUBEY e SCHARES, 2006).

A RIFI foi a primeira técnica soroldgica
aplicada a neosporose, sendo freqiientemente
utilizada como prova de referéncia. As provas
ELISA, utilizando amostras de  soro
(BJORKMAN e UGGLA, 1999; ATKINSON et
al., 2000a) ou leite (CHALUN et al., 2002;
SCHARES et al.,, 2003) sdo mais objetivas e
podem automatizar-se, permitindo uma anélise
mais rdpida das amostras e sdo muito Uteis em
estudos epidemioldgicos em grande escala.

Para melhorar a especificidade das
provas ELISA tradicionais, baseadas na
utilizacdo de macerados ou extratos soliveis de
taquizoftos, foram utilizados taquizoitos
intactos, complexos estimulantes da imunidade
(iscoms), antigenos recombinantes e antigenos
purificados por afinidade (BJORKMAN e
UGGLA, 1999; AHN et al., 2003; CHAHAN et
al., 2003; FROSSLING et al., 2003).

Por outro lado, foram desenvolvidas
vérias provas ELISA de avidez que permitem
distinguir as fases aguda e cronica da
neosporose (BIORKMAN e UGGLA, 1999;
SCHARES et al., 2002; BIORKMAN et al.,
2003; SAGER et al., 2003; STENLUND et al.,
2003). Também foram padronizadas as provas
de aglutinagdo direta (BIORKMAN e UGGLA,
1999; FUJII et al., 2001), cuja vantagem € sua
simplicidade e ndo requerer anticorpos
secunddrios especificos. O diagndstico da
neosporose bovina foi viabilizado com a
comercializacdo de diferentes provas ELISA
que permitem a deteccdo de anticorpos séricos
frente ao N. caninum.

Diferentes métodos sorologicos de
diagnédstico da infeccdo por N. caninum em

bovinos foram comparados em um estudo
realizado por diferentes laboratérios europeus
(VON BLUMRODER et al., 2004), que
conclufram existir um alto nivel de
concordincia na interpretacdo dos resultados
entre o ELISA e RIFI, indicando uma
similaridade entre os principios e os aspectos
técnicos desses testes e improvdvel efeito
significativo nos resultados de estudos de
prevaléncia.

Atualmente, os antigenos utilizados
nas provas soroldgicas sdo procedentes de
taquizoitos mantidos nos cultivos celulares de
celulas VERO, de isolados de N. caninum de
bovinos e caninos (DUBEY e LINDSAY,
1996).

Mediante a técnica de inmunoblot
foram identificados antigenos imunodo-
minantes de 17, 29/30, 37 e 46 KDa e
proteinas com peso molecular de 25, 65 e 116
KDa no soro de bovinos naturalmente
infectados (BASZLER et al., 1996;
ATKINSON et al., 2000ab; SONDGEN et al.,
2001; ALVAREZ-GARCIA et al, 2002).
Entretanto, o immunoblot ndo ¢é utilizado
como método rotineiro de diagndstico, mas
sim como técnica confirmatéria de outras
provas soroldgicas (ATKINSON et al,
2000ab; SONDGEN et al., 2001). Assim, o
reconhecimento de trés ou quatro antigenos
imunodominantes de 17, 29/30, 37 e 46 KDa
no soro de vacas naturalmente infectadas é
considerado como confirmacdo da infeccdo
(SCHARES et al., 1998). Além disso, quando
o immunoblot € utilizado para analisar fluidos
fetais, comprova-se que este incrementa
significativamente =~ a  sensibilidade da
sorologia fetal (SONDGEN et al., 2001).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

A imunofluorescéncia indireta,
primeiro teste soroldgico desenvolvido para a
deteccdo de anticorpos IgG anti-Neospora
caninum (DUBEY et al., 1988), foi usada por
Bjorkman e Ugga (1999) como referéncia
para o desenvolvimento de outros testes.

Mesmo sendo observada uma
semelhanga estrutural entre o N. caninum
e o T. gondii, a RIFI para diagndstico da
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neosporose tem sido descrita como especifica
(DUBEY e LINDSAY, 1996), assim como
para Sarcocystis spp. devido aos antigenos de
membrana (DUBEY et al, 1996). A
imunofluorescéncia do taquizoito é
considerada uma reac¢do inespecifica devido a
possibilidade de ocorrer reacdo cruzada com
os parasitos da mesma familia, como o
Toxoplasma gondii, Hammondia hammondi e
Hammondia heydorni (UGGLA et al., 1987).

O ponto de corte utilizado difere entre
alguns laboratérios, contudo, tem sido
preconizado um ponto de corte de 1:200 para
bovinos e bubalinos, sendo sugestivo de
infeccdo por N. caninum (REICHEL e
DRAKE, 1996; DUBEY et al., 1997
DUBEY, 1999).

De acordo com o periodo gestacional
das fémeas bovinas, observa-se variacdo de
anticorpos, sendo registrado um aumento no
terco final e um decréscimo apds o parto ou
abortamento, fazendo com que surja uma
dificuldade na interpretacdo da sorologia
(DANATT, 1997).

ELISA

A facilidade para se processar um
grande nimero de amostras, aliado a uma
sensibilidade e especificidade acima das
encontradas quando se utiliza a RIFI e a
subjetividade apresentada pelo referido teste,
conferem confianca ao ELISA.

O primeiro teste de ELISA para
neosporose foi padronizado e descrito por
Bjorkman et al. (1994) e, desde entdo, uma
série de modificagdes foram introduzidas no
teste para o diagnédstico da infec¢@o na espécie
bovina. A maior variacdo nos testes de ELISA
descritos diz respeito a preparacdo do
antigeno utilizado. Na atualidade existem
testes de ELISA descritos com sonicado de
taquizoitos, utilizando-se antigenos extra e
intra celular (PARE et al, 1995), ou ainda
com taquizoitos inteiros (WILLIANS et al.,
1997), com proteinas recombinantes de 30 e
35 KDa (LALLY et al.,, 1996) e ainda a
utilizacdo de um ELISA de competi¢do, que
se caracteriza por utilizar anticorpos
monoclonais que reagem com antigenos
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imunodominantes de 65 KDa (KUNDE et al.,
1980).

O ponto de corte é um motivo de
muita discussdo, tendo-se que ele ¢
dependente de fatores como a composi¢do do
antigeno, anticorpos identificados e o
conjugado utilizado (DUBEY et al., 1997).
Deveria-se utilizar um novo ajuste de ponto
de corte a cada nova situacdo presenciada
(DUBEY, 1999). Uggla et al. (1987)
detectaram em sua pesquisa, reacdo cruzada
entre o N. caninum e o T. gondii utilizando o
ELISA.

Em um estudo realizado por
Bjorkman et al. (1997) foi demonstrada a
presenca de anticorpos para N. caninum nas
amostras de leite e soro, obtendo-se uma
correlacdo de 95% quando comparadas as
amostras de leite e soro.

“«

mmunoblotting”
A utilizagdo do “immunoblotting” tem

auxiliado no estudo da especificidade da
resposta imune humoral contra antigenos do
Neospora caninum e,com isso, tem sido descrito
o reconhecimento de diversos polipeptideos
imunorreativos em diferentes estdgios da
infeccdo (SCHARES et al., 2000).

Os antigenos mais comumente citados
na literatura apresentam peso molecular de 17,
22,29, 30, 31, 33, 35, 37, 42, 43, 56, 62, 68 ¢
acima de 94 KDa (SCHARES et al.,
2000/2001; MINEO et al., 2001).

Schares et al. (2001), utilizando soro
de raposas experimentalmente infectadas,
observaram que, dez dias apés a infec¢@o, foram
reconhecidos antigenos de 29, 30, 33, e 37 KDa.
A primeira reagdo com o antigeno de 17 KDa
foi observada apds os dias 22 e 31 pds-infecgao,
entretanto, as de 56, 68 ¢ > 94 KDa foram
reconhecidas nos dias 13 e 22 pés-infeccio.

Microaglutinacdo

A microaglutinagdo é uma prova
sorolégica muito util no diagndstico de
neosporose devido a ndo utilizacdo de
conjugados, permitindo assim, o
processamento de amostras de diferentes
espécies (MOORE et al., 2001). A técnica de
microaglutinacio ¢ relativamente barata
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quando comparada a RIFI por ndo utilizar
conjugado, utilizacdo de poucos equipamentos
e material, além de ser de f4cil interpretacdo,
mesmo  entre  diferentes  pesquisadores
(ROMAND et al., 1998).

A técnica preconizada por Romand et
al. (1998) degrada a IgM devido a utilizagdo
de 2-mercaptoetanol, expressando desta
forma, somente IgG (DUBEY et al., 1996).
Quando comparam-se as técnicas de
imunofluorescéncia indireta e a de
microaglutinacdo, a sensibilidade e a
especificidade que € observada é de 100% e
98% para a RIFI e 97% e 99% para a
microaglutinagao.

Imunohistoquimica

Infecgdes virais como BVD (Diarréia
Viral Bovina) e infeccdo por Sarcocystis spp.
podem causar lesdes similares a neosporose
como infiltragdes multifocais de células
mononucleares, sobretudo no cérebro, coragao
e mdudsculos esqueléticos. Porém, a
probabilidade de ser neosporose € reforcada
pela presenca de necroses multifocais nesses
orgdos. O diagndstico da neosporose pela
imunohistoquimica ¢ dado quando essas
lesdes tipicas forem encontradas, permitindo
assim a identificagdo do N. caninum com alta
especificidade (ANDERSON et al., 2000;
DUBEY, 1999).

Nessa  técnica  sdo  utilizados
anticorpos anti-N. caninum sobre cortes dos
tecidos, onde sdo identificados os parasitas
(taquizoitos e cistos). Algumas vezes, o
nimero de parasitas € muito reduzido e pode
nao ser detectado nos cortes, ocorrendo risco
de resultados falsos negativos (ANDERSON
et al., 2000).

Pesquisadores tém questionado o
valor de diagnéstico da Imunohistoquimica
devido a resultados positivos em fetos que ndao
foram abortados e bezerros nascidos vivos
(BARR et al., 1991; BRYAN et al., 1994;
DUBEY, 1993; PARE et al., 1998).

Segundo Dubey e Lindsay (1996), a
utilizacdo de anticorpos policlonais na
imunohistoquimica pode levar a reacdo
cruzada com o 7. gondii. Tém-se

desenvolvido anticorpos monoclonais contra
taquizoftos de N. caninum, mas a sua
utilizagdo na Imunohistoquimica ndo tem sido
avaliada (DUBEY, 1999).

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
Devido ser uma técnica extremamente
sensivel e especifica, a PCR tem permitido
grandes avangos no diagnmdstico de doencas
infecciosas.  Estudos t&m sido feitos
utilizando-se a PCR para diagndstico da
neosporose bovina, confirmando a
especificidade e sensibilidade no diagndstico
da neosporose (ELLIS, 1998; ELLIS et al.,
1999). A técnica da PCR amplifica o material
gendmico de um parasito, mesmo que se
encontre pequenas quantidades de DNA de N.
caninum em materiais provenientes de
infecgdes ~ experimentais  ou  naturais
(HOLMDAHL et al., 1996; HO et al., 1997).
A utilizagdo da PCR competitiva esta
sendo usada para passar a técnica de
qualitativa para quantitativa. A técnica utiliza
quantidades previamente conhecidas de um
competidor  molecular exdégeno  (PCR
mimico), que promove a ampliagdo dos
“primers”, 0s quais possuem uma sequéncia
mapeada dos componentes da PCR padrao
(ZIMMERMANN e MANNHALTER, 1996).

Conclusao

Neste trabalho, destaca-se a
importancia da neosporose bovina como causa
de problemas reprodutivos e de prejuizos
econdmicos para a produgdo de bovinos.
Apesar da doenca apresentar envolvimento
comprovado em abortos e morte de neonatos
no Brasil e no mundo, ainda é necessaria a
realizacdo de outros estudos que avaliem
criticamente as diferentes técnicas utilizadas
rotineiramente no diagndstico da infeccio,
além da utilizagcdo de técnicas
complementares para incrementar a detec¢io
da infec¢do fetal. Outro aspecto importante
estd relacionado com a validagdo dos testes
sorolégicos, como a RIFI e ELISA, entre os
diferentes laboratérios de diagndstico da
doenca. No Brasil, a inclusdo de técnicas
como a PCR tem aumentado
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consideravelmente a  especificidade e
sensibilidade do diagnéstico do aborto
causado por N. caninum, assim como viabiliza
a realizacdo de estudos epidemiolégicos.
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