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Neospora caninum is a major causative agent of reproductive losses in cattle and the
diagnosis of neosporosis is essential for control and eradication programs. Therefore, this
study aimed to: (1) standardize an indirectimmunofluorescence assay (IFAT) for detection
of antibodies against N. caninum in bovine milk, starting from a standard IFAT used for
blood serum samples; (2) check the agreement between antibodies detection by IFAT in
blood serum and in milk of cows; (3) evaluate the suitability of IFAT for detection of anti-
N. caninum antibodies in bulk milk samples. We tested samples of blood serum and milk
collected from 112 lactating cows for detection of antibodies against N. caninum,
furthermore, six bulk milk samples, each one corresponding to each dairy farm studied.
Agreement between the detection of antibodies in blood serum (with antibody titer >50)
and in milk, with 90% of sensitivity and 100% of specificity for the IFAT in milk samples
were found in 78% of the animals. However, for cows with antibody titers >100 in blood
serum, the agreement, the sensitivity and the specificity of the IFAT in milk were of 100%.
It is shown that, considering the dairy farm conditions. The most appropriate diagnostic
approach to be adopted regarding the collection of blood serum or milk can elect for
search anti-N. caninum antibodies by IFAT. Moreover, detection of antibodies in bulk milk
samples can serve for diagnosis and screening of herds with infected animals.

INDEX TERMS: Neospora caninum, serology, immunoglobulins, 1gG, diagnostic, neosporosis.

RESUMO.- Neospora caninum é um agente envolvido em
perdas reprodutivas em bovinos. O diagndstico dessa in-
feccao é de grande importancia, principalmente para progra-
mas de erradicacéo e controle. Sendo assim, os objetivos
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deste estudo foram: (1) adaptar uma reacao de imunofluo-
rescéncia indireta (RIFI) para detec¢ao de anticorpos anti-
N. caninumno leite, a partir de uma RIFI padronizada para a
deteccao desses anticorpos no soro sanguineo, (2) analisar
a concordancia entre a detecgédo desses anticorpos pela
RIFI no soro sanguineo e no leite de fémeas bovinas, (3)
avaliar a viabilidade da RIFI para a detec¢éo de anticorpos
anti-N. caninum em amostras coletivas de leite. Foram tes-
tadas amostras de soro sanguineo e de leite, coletadas de
112 vacas em lactacéo, e seis amostras coletivas de leite,
correspondentes a cada uma das propriedades avaliadas.
Encontrou-se 78% de concordancia entre a deteccao de



Detecgao de anticorpos anti-Neospora caninum em amostras individuais e coletivas de leite de bovinos 483

anticorpos no soro sanguineo (com titulo de anticorpos >50)
e no leite, com sensibilidade de 90% e especificidade de
100% para a RIFI nas amostras de leite. Entretanto, para as
vacas com titulos de anticorpos >100 no soro sanguineo,
tanto a concordancia como os valores de sensibilidade e
especificidade da RIFI no leite foram de 100%. Todas as
amostras coletivas de leite foram positivas na RIFI. Isso
demonstra que, conforme a propriedade pode-se eleger com
segurancga qual a melhor abordagem diagndstica a ser ado-
tada em relacdo a coleta de soro sanguineo ou de leite para
a pesquisa de N. caninum pela RIFI. Além disso, a determi-
nacao da presenca de anticorpos em amostras coletivas de
leite pode servir para diagnostico e triagem de rebanhos
com animais infectados.

TERMOS DE INDEXACAO: Sorologia, imunoglobulinas, IgG,
diagndstico, neosporose.

INTRODUCAO

A infeccé@o por Neospora caninum (Apicomplexa: Sarco-
cystidae) foi relatada, inicialmente, como causa de doen-
¢a neuroldgica e musculo-esquelética em caes (Bjerkas et
al. 1984). Desde entdo, a neosporose tem sido considera-
da uma das principais causas de aborto em bovinos em
todo o mundo (Dubey & Lindsay 1996). Nessa espécie,
sua patogenia estd relacionada, principalmente, com per-
das reprodutivas, com destaque para a mortalidade embri-
onaria e para os abortos no primeiro e no segundo terco
gestacionais, respectivamente (Dubey et al. 2003). Por outro
lado, morte fetal ou aborto sédo pouco frequentes no terco
final de gestacado, quando passa a ser comum a produ¢ao
de bezerros saudaveis, porém, persistentemente infecta-
dos (Pls). Essas manifestacbes induzidas pelo parasito
causam relevantes prejuizos ao acometerem rebanhos de
corte e leiteiros (Dubey et al. 1999a). Em geral, a infecgéo
nao induz imunidade protetiva, podendo acarretar disturbi-
os reprodutivos, repetidas vezes ao longo da vida das fé-
meas infectadas (Garcia-Vazquez et al. 2002).

O ciclo bioldgico de N. caninum foi esclarecido por
McAllister et al. (1998) e envolve hospedeiros definitivos
(HDs) e intermediarios (HIs). Os primeiros, até o presente
momento, cées e coiotes abrigam o agente etiolégico e
eliminam seus oocistos nas fezes (Gondim et al. 2004).
Os oocistos esporulam no ambiente tornando-se infectan-
tes para os HIs (uma ampla gama de espécies de animais
vertebrados). Estes, por sua vez, apds ingerirem 0s oocis-
tos esporulados, podem desenvolver cistos teciduais com
bradizoitos. Os HDs, entéo, se infectam ao se alimenta-
rem de tecidos contendo cistos (Dubey 2003). Além de
disseminar-se por transmissao horizontal , este agente
etioldgico pode, ainda, ser transmitido verticalmente por
via transplacentaria. A transmisséo vertical tem grande
importancia na manutengéo deste protozoario em rebanhos
bovinos, pois a maioria das infec¢cdes congénitas resulta
no nascimento de bezerros Pls (Trees & Williams 2005).

Atualmente, a infec¢@o por N. caninum em bovinos é
investigada pela pesquisa de anticorpos no soro sangui-

neo, embora seu diagndstico definitivo deva se basear na
deteccgao de antigenos ou acidos nucléicos do protozoario
em tecidos - por exemplo, a partir de fetos abortados ou da
placenta (Silva 2005). Contudo, devido ao carater persis-
tente da infeccao, a detecgao de anticorpos anti-N. cani-
num geralmente indica o status de portador em bovinos
adultos. A excec¢ao a isso seriam 0s anticorpos oriundos
de imunidade passiva e de vacinagédo. Em fetos, ou em
neonatos desprovidos de colostro, a presencga de anticor-
pos indica que houve infec¢éo transplacentaria e que es-
tes animais sédo Pls (Dubey 2003). Com isso, demonstra-
se que a identificagéo de animais soropositivos € de gran-
de utilidade caso se deseje erradicar o agente em uma
populacdo. As técnicas soroldgicas mais utilizadas para
esse fim s@o:ELISA e a RIFI (Dubey & Schares 2006).

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) tém sido descritos
tanto para a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum em
amostras de leite individuais (Bjérkman et al., 1997; Schares
etal. 2005, Chanlun et al. 2006a), quanto naquelas proveni-
entes de tanques (amostras coletivas) (Chanlun et al. 2002,
Chanlun et al. 2006b). Embora diferentes testes para detec-
¢ao de anticorpos anti-N. caninum no leite j& tenham sido
descritos (Schares et al. 2004, Chanlun et al. 2006b), pouco
se estudou a respeito da utilizagéo da RIFI para pesquisa
desses anticorpos no leite bovino. A RIFI, entretanto, é uti-
lizada rotineiramente para a pesquisa de anticorpos anti-/N.
caninum em amostras de soro sanguineo, sendo conside-
rado o teste de referéncia para esse fim (Uggla et. al. 1998).
Ja para o diagndstico direto, ou seja, a deteccao de antige-
nos e/ou de acidos nucléicos do protozoario em tecidos,
diferentes técnicas tém sido utilizadas, com destaque para
aimunoistoquimica e para a reagdo em cadeia da polimera-
se (PCR) (Dubey & Schares 2006).

O controle da neosporose é baseado, principalmente,
na identificacdo e descarte dos animais portadores
(Thurmond & Hietala 1995). Para avaliagdo prévia de um
rebanho, técnicas que possibilitem a deteccao de anticor-
pos em amostras coletivas de leite sdo desejaveis, desta-
cando-se a praticidade e os menores custos inerentes a
essa metodologia. Nesse sentido, a RIFI pode representar
uma alternativa ao diagndéstico soroldgico para anticorpos
anti-N. caninum em amostras individuais ou coletivas de
leite principalmente em laboratérios que nao dispde de
equipamentos para realizagéo do ELISA.

Assim, os objetivos deste trabalho foram: (1) adaptar a
RIFI para a deteccao de anticorpos anti-N. caninum em
amostras de leite bovino; (2) avaliar a concordancia entre
a presenga desses anticorpos em amostras de soro san-
guineo e do leite de fémeas bovinas; (3) avaliar a utilidade
da RIFI para a deteccao de anticorpos anti-N. caninumem
amostras coletivas de leite como método deteccao de re-
banhos infectados.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental
Um total de 112 fémeas bovinas oriundas de seis proprie-
dades produtoras de leite, localizadas na regido central do Rio
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Quadro 1. Deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum pela reacao de
imunofluorescéncia indireta em amostras de soro sanguineo e em amostras
individuais e coletivas de leite

Rebanho Soro sanguineo (ponto de corte de 1:50) Leite
Positivas/total Titulos de Ac Positivas/totalP Amostras coletivas

(%) (média)@ (%) (do tanque)

1 5/13(38,4%) 2,4 4/13 (30,7%) +

2 2/8(25,0%) 2 2/8 (25,0%) +

3 4/11(36,4%) 3 3/11 (27,2%) +

4 4/7(54,1%) 2,25 4/7 (54,1%) +

5 29/48(60,4%) 2,62 28/48 (58,3%) +

6 16/25(64%) 2,25 7/25 (28%) +
Total 60/112(53,5%) 2,55 48/112 (42,8%) 6/6 100%

a Média Geométrica (GMT) expresso no log 2%.52,

b Amostras individuais de leite.

Grande do Sul, foram utilizadas no presente estudo. Foram
coletadas amostras de sangue e de leite de vacas em lactacgéo,
e também uma amostra coletiva de leite, para a pesquisa de
anticorpos anti-Neospora caninum. O ndmero de animais tes-
tados por propriedade esta apresentado no Quadro 1.

Coletas de sangue e de leite

Foram coletadas amostras de sangue, por pungéo da veia
coccigea, e identificadas individualmente. As amostras de lei-
te individuais foram coletadas de todos os animais em lactagéo
em tubos de ensaio estéreis. De cada propriedade, foi coleta-
da uma amostra coletiva de leite, 15mL aproxidamente, do
tanque refrigerado, o qual continha a totalidade do leite coleta-
do das vacas que foram avaliadas. Sequencialmente, as amos-
tras de sangue foram submetidas a centrifugacdo a 1000 xG
por 10min para obtencao do soro. Da mesma forma, as amos-
tras de leite para extracao da camada de gordura. As amostras
de soro sanguineo e de leite foram armazenadas a -20°C.

Reacédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A pesquisa de imunoglobulinas da classe G, anti-N. cani-
num no soro sanguineo e no leite foi realizada pela RIFI. A RIFI
foi realizada em laminas de microscopia contendo taquizoitos
da cepa NC-1 de N. caninum fixados por metanol. As amostras
de soro sanguineo (diluido em PBS, pH 7,2, a 1:50) ou de leite
(ndo-diluido) foram utilizadas como anticorpo primario (e incu-
badas por 30 min, a 37°C, em camara umida). Como anticorpo
secundario foi utilizada anti-lgG©* bovina conjugada com
fluoresceina (incubagéo por 30 min, a 37°C, em camara umi-
da). Amostras de soro sanguineo ou de leite de bovinos, sabi-
damente positivas ou negativas, foram utilizadas como contro-
le. Todas as amostras de soro sanguineo positivas nas dilui-
coes de 1:50 foram submetidas a titulagdo para determinagao
do titulo maximo da reagdo. As amostras de leite ndo foram
diluidas, de acordo com a padronizagédo da RIFI, previamente
realizada (dados nao apresentados).

Foram consideradas positivas as reagdes com fluorescén-
cia periférica ou difusa dos taquizoitos, assim como, fluores-
céncias apicais ou polares foram consideradas reagdes nega-
tivas (Paré et al. 1995). As amostras de soro sanguineo e de
leite foram testadas paralelamente. Os resultados da detecgéao
de anticorpos nos diferentes fluidos testados foram compara-

4 Anti-lgG© bovina conjugada com a fluoresceina (FITC): Affinity
Purified Antibody Fluorescein. Clopper Road 910, Gaithersburg, MD
20878 USA < www.kpl.com>
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dos, utilizando-se os resultados da RIFI no soro sanguineo
como referéncia. Assim, foram calculadas, seguindo as reco-
mendacdes da OPAS (1997), a sensibilidade, a especificida-
de e a concordéancia (indice kappa) da deteccao de anticorpos
no leite pela RIFI.

RESULTADOS

Os resultados do presente estudo estao apresentados nos
Quadros 1 e 2. Detectaram-se anticorpos anti-Neospora
caninum em todos os rebanhos avaliados, com frequénci-
as de deteccao de anticorpos no soro sanguineo variando
entre 25% (Rebanho 2) e 64% (Rebanho 6), e com um total
de 53,6% de vacas soropositivas (60/112), utilizando-se o
ponto de corte de 1:50 (Quadro 1). Nas amostras positi-
vas, os titulos de anticorpos no soro sanguineo variaram
de 50 a 800. A maior parte dessas vacas soropositivas
(36/60; 60%) teve titulos de anticorpos de 50 ou 100.

A sensibilidade e a especificidade da detecgéo de anti-
corpos pela RIFI para o leite foram calculadas utilizando
como padréo a deteccéo de anticorpos nas amostras de
soro sanguineo. A comparacao entre os resultados de de-
teccao de anticorpos anti-\N. caninum no soro sanguineo e
no leite (Quadro 1 e 2) demonstrou 100% de concordancia
para os animais com titulo de anticorpos no soro sangui-
neo >100. No entanto, dentre as amostras cujo titulo de
anticorpos foi de 50, obteve-se apenas 40% de concor-

Quadro 2. Comparacao entre o titulo de anticorpos anti-
Neospora caninum em amostras de soro sanguineo e a
deteccao qualitativa de anticorpos em amostras individuais
de leite através da técnica de imunofluorescéncia
indireta (RIFI)

Titulo de anticor- Soro sanguineo Leite
pos no soro N¢ de vacas N¢ de vacas positivas/
sanguineo positivas/total de total de positivas no
amostras(%) soro sangliineo(%, k?)
50 18/112 (16,1%) 6/18 (33,3%, 40%)
100 18/112 (16,1%) 18/18 (100%, 100%)
200 8/112 (7,1%) 8/8 (100%, 100%)
400 09/112 (8,0%) 9/9 (100%, 100%)
800 71112 (6,2%) 7/7 (100%, 100%)
Total 60/112 (53,5%) 48/60 (80%, 78%)

a indice KAPPA ().
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dancia. Por sua vez, quando consideradas todas as amos-
tras de soro sanguineo (com titulo de anticorpos de 50,
como ponto de corte), obtiveram-se concordancia de 78%,
sensibilidade de 90% e especificidade de 100%.

DISCUSSAO

Atualmente, ha poucos relatos em relagéo a detecgao de
anticorpos anti-Neospora caninum no leite pela RIFI. De
maneira geral, os resultados obtidos aqui concordam com
aqueles obtidos por Ooi et al. (2000), que utilizaram amos-
tras de leite de vacas com titulo de anticorpos €"200 no
soro sanguineo e obtiveram 100% de concordancia para a
RIFI. Embora esses autores tenham utilizado a RIFI para
deteccéo de anticorpos no leite, a maioria dos estudos
conduzidos com esse fim utiliza como teste diagndstico o
ELISA. Bjorkman et al. (1997) ao avaliarem a viabilidade
do teste ELISA para demonstragdo de anticorpos anti-N.
caninum no leite, utilizando amostras de vacas sabida-
mente soropositivas e soronegativas, encontraram uma
concordancia de 95% nos resultados. Da mesma forma,
Schares et al. (2004), analisando a adaptacdo de um ELISA
comercial para testar amostras de soro de sangue e de
leite, observaram uma boa correlagédo entre os resultados
das amostras pareadas, além de ressaltar que o uso do
leite em um teste ELISA comercial € uma alternativa via-
vel para diagndstico soroldgico de aborto, uma vez que,
em animais com histdrico abortivo, houve maior sensibili-
dade de deteccao através da pesquisa de anticorpos no
leite do que no soro sanguineo. Em outro estudo relacio-
nado, através do teste de ELISA (iscom), Chanlun et al.
(2006a) também encontraram alta correlagao entre o nivel
de anticorpos no soro sanguineo e no leite de animais po-
sitivos. Os resultados foram avaliados a partir de um per-
centual de positividade, o qual demonstrou uma variagéo
consideravel entre soro e leite, porém o leite foi consisten-
temente mais positivo.

Os resultados obtidos no presente estudo sao impor-
tantes do ponto de vista diagndstico por representar uma
abordagem alternativa. Além disso, a correlagéo encontra-
da entre o titulo de anticorpos no soro sanguineo e no leite
nao é surpreendente e pode ser explicada notando-se que
0s niveis de imunoglobulinas no leite sao influenciados
pelo nivel de anticorpos no soro sanguineo (Tizard 2008).
No entanto, sabe-se que outros fatores também influenci-
am nesta correlacao, tais como fase da lactacao e a pro-
ducao leiteira diaria, o que pode diminuir o titulo de anticor-
pos no leite (Chanlun et al. 2006a). Das amostras avalia-
das, as que nao tiveram concordancia, ou seja, que foram
positivas na amostra de soro sanguineo e negativas na de
leite (12/60; 20%), foram algumas daquelas cuja titulagcao
no soro sanguineo foi de 50 (n=18; k 40%). Considerando
que a maioria dos testes realizados utilizam diluicbes do
soro partindo de 1:100, estas amostras seriam irrelevantes
do ponto de vista do diagnodstico, uma vez que todas as
amostras de soro sanguineo discordantes seriam negati-
vas na diluicdo de 1:100 ou superior. Nesses casos, a
concordancia seria de 100%.

Todas as amostras coletivas de leite das seis proprieda-
des testadas foram positivas para anticorpos anti-N. cani-
num (Quadro 1), inclusive na Propriedade 2, a qual apresen-
tou a menor média geométrica do titulo de anticorpos (titulo
médio de 2) e a menor frequéncia de vacas soropositivas
(25%). Tal fato demonstra a viabilidade do teste de amos-
tras coletivas de leite nas condi¢des encontradas no pre-
sente estudo, destacando-se a praticidade desse tipo de
amostragem e sua aplicabilidade para o diagndéstico em ni-
vel de rebanho para a deteccao da presenca de anticorpos
anti-N.caninum nos rebanhos leiteiros. Chanlun et al. (2002)
realizaram um estudo semelhante, no qual, por meio do tes-
te de ELISA (iscom), obtiveram alta absorbancia nas amos-
tras coletivas dos dois rebanhos soropositivos para N. cani-
num e, do contrario, baixa absorbancia para os rebanhos
soronegativos. Estes resultados aliados aos do presente
estudo demonstram a viabilidade da pesquisa de anticor-
pos anti-N.caninum em amostras individuais e coletivas de
leite, como alternativas para o diagndstico das infecgoes
por N. caninum em rebanhos leiteiros.

Em resumo, existe boa concordéancia na detecgéo de
anticorpos anti-N. caninumno soro sanguineo e no leite. A
partir disso, pode-se afirmar que o diagndstico soroldgico
para N. caninum em vacas leiteiras pode ser realizado com
seguranca a partir do leite. Como vantagem tem-se, ainda,
que a coleta do leite nao é invasiva e, conseqlientemente,
0s riscos de transmisséo de doencas e de promog¢ao de
estresse aos animais sdo reduzidos. Além disso, a deter-
minagéo da presenca de anticorpos em amostras coleti-
vas de leite pode servir para diagnostico e triagem de re-
banhos com animais infectados.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram boa concordéncia
entre a detecgéo de anticorpos anti-Neospora caninum da
classe G no leite e no soro sanguineo pela RIFI.

Conforme a propriedade pode-se, com seguranga, ele-
ger qual a melhor abordagem diagndstica, ou seja, soro
sanguineo ou leite.

O fato de que em todas as propriedades com animais
positivos foram encontrados anticorpos na amostra coleti-
va de leite, sugere que esse tipo de amostragem pode
representar uma alternativa diagndstica, em propriedades
de leite, visando diagndstico de rebanho e para estudos
epidemiologicos.
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