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ABSTRACT.- Amaral R.L.G,, Silva L.B.G., Pinheiro Junior J.W.,, Souza Neto O.L., Leal C.A.S,,
Porto WJ.N., Barbosa ].M.P. & Mota R.A. 2012. [Neospora caninum in cattle slaughter in
the states of Pernambuco and Alagoas, Brazil.] Neospora caninum em bovinos em mata-
douros de Pernambuco e Alagoas. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(10):963-966. Labora-
torio de Bacterioses, Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Ru-
ral de Pernambuco, Av. Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900,
Brazil. E-mail: rinaldo.mota@hotmail.com

Bovine neosporosis is an infectious disease caused by Neospora caninum, obligate intra-
cellular parasite, and is considered a major cause of abortion in cattle in various countries.
The objective was to study the occurrence of N. caninum in cows and fetuses in the states of
Pernambuco and Alagoas, Brazil. We collected 306 blood serum samples from slaughtered
cows and 30 fetuses in the states of Pernambuco and Alagoas. For serological diagnosis, we
used the technique of immunofluorescence reaction (RIFI) with a cutoff 1:200 for sera of
cows and fetal sera used cutoff 1:25 parasitic DNA research, we used tissue fetal submit-
ted to the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). Serological assays, we observed
39/306(12.6%) of the positive cows and 5/30 (16.7%) of positive fetuses. To detect the pa-
rasite 8/30 (26.6%) of fetuses were PCR positive. The results of this study as the presence
of parasites in fetuses are unprecedented for this region and allow us to conclude that this
agent should be included in the study of causes of bovine abortion in this region of Brazil.

INDEX TERMS: Neospora caninum, neoporosis, diagnosis, cattle.

RESUMO.- A neosporose bovina é uma doenga infecciosa
causada pelo Neospora caninum, parasito intracelular obri-
gatdrio, sendo considerada uma das principais causas de
aborto na espécie bovina em diversos paises. Objetivou-se
estudar a ocorréncia de N. caninum em vacas e fetos nos
Estados de Pernambuco e Alagoas, Brasil. Foram cole-
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tadas 306 amostras de soro sanguineo de vacas abatidas
e 30 fetos nos Estados de Pernambuco e Alagoas. Para o
diagnostico sorolégico utilizou-se a técnica de Reacdo de
Imunoflurescéncia Indireta (RIFI) com ponto de corte
1:200 para os soros das vacas e para os soros fetais utilizou
ponto de corte 1:25. Para a pesquisa do DNA parasitario
utilizaram-se tecidos fetais submetidos a técnica da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR). Na sorologia, observou-se
39/306 (12,6%) das vacas positivas e 5/30 (16,7%) dos
fetos positivos. Na detec¢do do parasito 8/30 (26,6%) dos
fetos foram positivos na PCR. Os resultados obtidos neste
estudo quanto a presenga do parasito nos fetos sao inéditos
para aregido estudada e permitem concluir que este agente
deve ser incluido no estudo das causas de aborto na espécie
bovina nesta regiao do Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Neospora caninum, neosporose, diagnds-
tico, bovinos.

INTRODUCAO

Neosporose bovina é uma doenga cosmopolita causada por
Neospora caninum (Dubey et al. 1988). Essa doenca é consi-
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derada uma das principais causas de aborto em bovinos no
mundo, sendo responsavel por grandes prejuizos econdmi-
cos em rebanhos de corte e leite (Dubey & Lindsay 1996).

Na América do Sul, rebanhos positivos para N. caninum
foram notificados na Argentina, Brasil, Chile, Paraguai,
Peru, Uruguai e Venezuela (Moore 2005).

A transmissado vertical é considerada a principal forma
de manutenc¢do do parasito nos rebanhos bovinos (Dubey
etal. 1988).

O primeiro relato de infec¢do por N. caninum em bovi-
nos com sinais de aborto no Brasil foi feito no ano de 1996
no Estado de Sdo Paulo (Brautigam et al.,, 1996).

Guedes et al. (2008) realizaram estudo sobre a ocorrén-
cia de anticorpos anti-N. caninum em soros de vacas e fetos
em matadouro e concluiram que N. caninum deve ser inclu-
ido no diagndstico diferencial em casos de abortamento em
bovinos no Estado de Minas Gerais, Brasil.

Quando essa infecgdo atinge o feto em um periodo em
que seu sistema imune ainda nio esta suficientemente de-
senvolvido ocorre a multiplicacdo do protozoario, levando-
-0 a morte geralmente até o 6 més de prenhes (Linday &
Dubey, 1990).

Considerando a escassez de informagdes sobre a infec-
¢do por este parasito nos Estados de Pernambuco e Ala-
goas, objetivou-se estudar a ocorréncia de infeccdo por N.
caninum em vacas e fetos em matadouros.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As amostras foram coletadas em dois matadouros com Ins-
pecdo Municipal, sendo um localizado na cidade de Sdo Joaquim
do Monte, Pernambuco e outro na cidade de Vigosa, Alagoas. A
cidade de Sdo Joaquim do Monte encontra-se na Mesorregido do
Agreste, Microrregido do Brejo Pernambucano. Situa-se a uma
latitude 08°25’57” Sul e a uma longitude 35°48’16” Oeste, com
uma populagao bovina de 23.504 cabecas (IBGE 2010). A cidade
de Vigosa estd localizada na Mesorregido do Leste Alagoano na
Microrregido Serrana dos Quilombos, possui referéncias geogra-
ficas: 9°22’17” Sul e longitude 36°14°27”Oeste. Possui um efetivo
de bovinos 31.900 cabegas (IBGE 2010).

Obtencodes das amostras bioldgicas

Foram colhidas um total de 306 amostras de sangue de vacas,
onde 133 pertencentes ao estado de Pernambuco e 173 ao Estado
de Alagoas e 30 amostras de sangue fetal, sendo trés do Estado
de Pernambuco e 27 do Estado de Alagoas, independente do es-
tagio de gestacdo e histérico de problema reprodutivo. A coleta
das amostras foi realizada na linha de abate por meio de punc¢édo
da veia jugular (vacas) ou diretamente do coragio (fetos). Apds a
retracdo do coagulo sanguineo, as amostras séricas foram arma-
zenadas em temperatura de freezer até o momento do processa-
mento. Além disso, também foram colhidas amostras de coragdo
e cérebro de 30 fetos que foram mantidos congelados até o seu
processamento.

Processamento das amostras

Para a pesquisa de anticorpos anti-N caninum foi empregada
a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Como antigeno
utilizou-se taquizoitos da cepa NC-1, mantidos em cultura de célu-
las VERO e utilizados para sensibilizar as laminas. Como anticor-
po secundario foi utilizado o conjugado comercial anti-bovino IgG
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(Sigma, USA, F7887) marcado com isotiocianato de fluoresceina.
Foram utilizadas nas reagdes soros controle positivo e negativo.
Considerou-se positivo, o soro que apresentou titulo 200 para va-
cas e 25 para fetos com completa fluorescéncia da superficie dos
taquizoitos de N. caninum (Dubey & Schares 2008).

As amostras de cérebro e coracdo foram submetidas a extra-
¢do de DNA, utilizando-se kit comercial Wizard Genomic DNA Pu-
rification (Promega®) de acordo com o protocolo do fabricante.

Para a PCR foram utilizados os pares de primers (Np21=5’
GGGTGTGCGTCCAATCCTGTAAC 3’) e (Np6=5" CTCGCCAGTCA-
ACCTACGTCTTCT 3’). As reagdes de amplificagdo foram realizadas
para volume final de 12,5pL contendo: 2,5ul. de DNA gendmico;
0,5uL de cada primer (Np21 e Np6); 2,75uL de Agua Mili-Q ultra-
pura e 6,25uL, de MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de
acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das eta-
pas de reacgdes foi feito em um termociclador BIOER XP Thermal
Cycler (Yamage et al. 1996).

Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese
em gel de agarose a 2%, corados com Blue Green (LGC®), visuali-
zados através de luz ultravioleta e fotodocumentados.

RESULTADOS

Do total de amostras estudadas dos municipios para anti-
corpos anti-Neospora caninum em soros de vacas, obser-
vou-se 12,7% (39/306) de animais positivos, sendo 17,3%
(23/133) em Sao Joaquim do Monte, PE e 9,3% (16/173)
no municipio de Vigosa, AL (Quadro 1).

Na sorologia dos fetos observou-se 16,7% (5/30) de
amostras positivas, sendo uma com titulo 200 e quatro com
titulo 25. Todas as amostras positivas foram procedentes
do Estado de Alagoas (Quadro 2).

Na PCR dos fetos em Sao Joaquim do Monte, observou-
-se (6/14) 42,85% das amostras teciduais positivas e em
Vicosa (2/16) 12,5% de positivos. Nos tecidos fetais pes-
quisados (cérebro e coragio) observaram-se dois fetos po-
sitivos no cérebro, quatro no coragio e dois fetos positivos
tanto no cérebro como no coragio, totalizando oito fetos
positivos.

Quadrol. Pesquisa anticorpos anti-Neospora caninum em
vacas abatidas nos estados de Pernambuco e Alagoas, 2011

Municipio/Estado Total de  Positivas Negativas
amostras FA  FR (%) FA FR (%)
Sdo Joaquim do Monte/PE 133 23 17,3 110 827
Vigosa/AL 173 16 93 157 90,7

FA = frequéncia absoluta, FR = frequéncia relativa.

Quadro2. Pesquisa anticorpos anti-Neospora caninum em
soros fetais nos Estados de Pernambuco e Alagoas, 2011

Municipio/Estado Total de Positivas Negativas
amostras FA FR (%) FA FR (%)
Sdo Joaquim do Monte/PE 3 - - 3 1000
Vigosa/AL 27 5 18,6 22 81,4

FA = frequéncia absoluta, FR = frequéncia relativa.

DISCUSSAO

A frequéncia média global de animais positivos observa-
da neste estudo (12,7%) esta dentro do limite de variagao
observado para outros estados do Brasil, 8,8% no estado
do Amazonas (Aguiar et al. 2006) e 53,5% em Mato Grosso
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(Benetti et al. 2009). Respeitando alguns fatores que po-
dem interferir diretamente na ocorréncia de anticorpos
nas populagdes de bovinos estudadas em diferentes regi-
oes do Brasil. Destaca-se que a média observada para os
municipios do estado de Pernambuco e Alagoas para vacas
abatidas foi consideravelmente inferior aquela observada
para vacas abatidas no estado de Minas Gerais (Guedes et
al. 2008) que registraram frequéncia de 97,2%.

A variagdo observada entre os diferentes estudos pode
estar relacionada ao perfil da populagdo de vacas abati-
das, pois na Microrregido de Lavras- MG, os animais eram
constituidos por vacas mesticas e velhas, descartadas de fa-
zendas produtoras de leite localizadas em oito municipios
do Sul de Minas Gerais. Ja neste estudo, as vacas eram na
sua maioria de raca para corte e constituidos por animais
mais jovens. De acordo com Dubey (1999), os animais mais
velhos do rebanho apresentam maior risco de infeccdo
pela possibilidade de ingestdo de oocistos de N. caninum
no ambiente, caracterizando a transmissio horizontal do
parasito. Este fato também foi confirmado anteriormente
por Sanderson et al. (2000) nos EUA e Guimaries Jr et al.
(2004) no Brasil que observaram maior frequéncia de bo-
vinos infectados por N. caninum com o aumento da idade
dos animais.

Outro fator que deve ser considerado para as diferencgas
observadas é a raca dos animais, pois Munhoz et al. (2009)
observaram em estudo realizado no Rio de Janeiro que va-
cas da raca Holandés preto e branco apresentaram mais
chances de infeccdo quando comparado com animais de
raca zebuina e consideraram que a raca é um importante
fator de risco individual para a infec¢do de bovinos.

Quanto a sorologia fetal, observou-se que 16,7% das
amostras analisadas foram positivas. Esses resultados sdo
semelhantes aqueles obtidos por Cadore et al. (2010) que
realizaram pesquisa de anticorpos em fetos no Sul do Bra-
sil e detectaram 15% de amostras positivas. Ainda se as-
semelham aos resultados obtidos por Wouda et al. (1997)
na Holanda que relataram 17% de positividade e por Sond-
gen et al. (2001) que detectaram 12,6% de fetos positivos
na Alemanha. Outros estudos observaram resultados mais
elevados como o de Morales et al. (2001), no México que re-
lataram 77% dos fetos examinados positivos e nos Estados
Unidos por Anderson et al. (1995) que observaram 42,5%
de positivos. De acordo com Cadore et al.(2010), as varia-
¢Oes observadas entre os diferentes estudos podem ser de-
correntes principalmente do tipo de amostragem realizada,
da técnica utilizada e da dilui¢cdo do soro.

O resultado obtido na sorologia permite confirmar a in-
feccdo fetal por Neospora caninum uma vez que anticorpos
detectados contra o parasito indicam que o feto produziu
anticorpos, ja que nos bovinos ndo existe a transferéncia
de anticorpos maternos via placenta (Cardoso et al., 2008).
Contudo, outros fetos deste estudo também poderiam estar
infectados, sem apresentar anticorpos detectaveis, pois de
acordo com Dubey (2003), amostras de soro fetal podem
apresentar resultado falso-negativo na dependéncia de fa-
tores como o estagio de desenvolvimento fetal, nivel de ex-
posicdo e tempo entre a infeccdo e a coleta de sangue. Por
outro lado, a presenca de anticorpos assegura a ocorréncia

da infec¢do congénita sem a interferéncia da imunidade
passiva. Neste estudo, a idade fetal ndo foi determinada,
mas esses resultados indicam que a gestacdo no caso dos
fetos positivos encontrava-se em estagio mais avangado,
pois nesse periodo (tergo final da gestacdo), o sistema imu-
nolégico do feto encontra-se apto a responder a estimulos
antigénicos, favorecendo a sobrevivéncia fetal e o nasci-
mento de bezerros sadios ou ndo (Buxton et al. 2002).

Os resultados deste estudo quanto a sorologia fetal di-
vergem daqueles obtidos por Guedes et al. (2008) que re-
lataram frequéncia de vacas positivas de 97,2% e somente
12,7% de amostras de soro fetal positivas para animais no
estado de Minas Gerais, Brasil. Os autores discutem que a
baixa frequéncia de anticorpos anti-N. caninum em soros
fetais, se comparada com outros estudos, pode ser explica-
da, em parte, pela possibilidade da maioria dos fetos serem
oriundos de vacas com idade avancada, que foram enviadas
para abate, provavelmente pela baixa producio de leite ou
problemas reprodutivos. Neste caso, de acordo com Rome-
ro et al. (2002) e Dijstra et al. (2003), a taxa de infec¢do
congénita por N. caninum diminui com o aumento do nd-
mero de gestacdes e consequentemente com a idade das
vacas. Segundo os mesmos autores, a imunidade adquirida
atenua a possibilidade de recrudescéncia da infec¢ao, redu-
zindo a taxa de transmissao vertical do N. caninum.

Quanto aos resultados da PCR, observou-se que 26,6%
(8/30) dos fetos foram positivos. Os resultados demonstra-
ram que a frequéncia de amostras positivas nessa técnica
foi maior em fetos no matadouro de Pernambuco quando
comparado a Alagoas, seguindo a mesma tendéncia do re-
sultado da sorologia das vacas. Neste estudo, destaca-se,
ainda que foram observadas vacas negativas na sorologia e
com fetos positivos na sorologia fetal e PCR.

Santos et al. (2011) analisaram amostras de tecidos de
24 fetos no estado de Minas Gerais, Brasil e detectaram que
33.3% apresentaram lesdes histoldgicas compativeis no
encéfalo e coragdo e dois também no musculo esquelético
e figado. As amostras de cérebro apresentaram resultados
na PCR semelhantes ao percentual de positivos obtido nes-
te estudo, mesmo sendo amostras de propriedades com
disturbios reprodutivos. Moore et al. (2002) e Corbellini
et al. (2002) também observaram na imuno-histoquimica
positividade de 12,1% e 81,8%, respectivamente para os
fetos analisados. A diferenca observada entre os estudos
pode ser justificada, pois o tipo de amostra foi distinta em
propriedades com histdérico de problemas reprodutivos e
ainda de acordo com a sensibilidade da técnica de diagnds-
tico utilizada.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo quanto a presenca do
parasito nos fetos sdo inéditos para a regido estudada e
permitem concluir que este agente deve ser incluido no es-
tudo das causas de aborto na espécie bovina nesta regido
do Brasil.
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