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RESUMO 

 

 

Bôa-Morte, M. O. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; 
Setembro 2013;Diagnóstico da transmissão vertical de Neospora caninum através da 
sorologia e biologia molecular em bovinos na mesorregião Norte Fluminense. 
Orientador: Prof. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira 
Co-orientador: Edwards Frazão Teixeira 

 
 

Neosporose é uma doença parasitária causada pelo protozoário N. caninum em que o 

abortamento é o sinal clínico mais evidente nos bovinos que têm a infecção congênita 

como principal via de transmissão. Com o objetivo de caracterizar a transmissão 

vertical da neosporose em bovinos da Mesorregião Norte Fluminense através do 

diagnóstico sorológico e molecular, sangues de vacas abatidas e dos respectivos 

fetos , quando essas estavam prenhes, foram coletados para pesquisa de anticorpos 

anti-N. caninum utilizando-se o teste de ELISA. Dos fetos, foram também coletados 

cérebros para pesquisa do DNA. Foi observada uma frequência de 22% (43/195) de 

vacas soropositivas, não havendo diferenças significativas quanto à aptidão 17% 

(19/112) e 29% (24/83) corte e leiteiras, respectivamente. A frequência de 26% 

(26/100) em vacas com idade superior a três anos e 15% (11/73) em vacas com 

menos de três anos não implicaram diferenças significativas. Com relação ao período 

gestacional também não se verificou diferenças estatísticas entre as vacas 

soropositivas no primeiro 20% (2/10), segundo 25% (8/32) e terceiro 32% (13/41) 

trimestres de gestação. Foi observada uma taxa de transmissão vertical de 23% e 

76% através do ELISA e PCR, respectivamente e uma diferença extremamente 

significativa quando comparadas. Estes resultados permitiram inferir que os rebanhos 

de vacas da Mesorregião Norte Fluminense estão infectados de forma endêmica por 

N. caninum independentemente da aptidão, idade ou estado gestacional e que nesta 

mesorregião a transmissão vertical, também é uma importante via de infecção, além 

de se detectar que a PCR parece ser uma melhor ferramenta que o Teste de ELISA 

para o estudo de infecção congênita da neosporose. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum; ELISA; PCR; transmissão vertical; bovinos. 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Bôa-Morte, M. O. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; 
September 2013;Diagnosisof vertical 
transmissionofneosporacaninumthroughserologyand molecular biology in 
cattle in northern rio de janeiro state. Advisor: Prof. Francisco Carlos Rodrigues 
de Oliveira 
CoAdvisor: Edwards Frazão Teixeira 
 

 
Neosporosis is a parasitic disease caused by the protozoan N. caninumfor which 

abortion is the most evidente clinical sign among cattle with congenital infection as the 

main via of transmission. In order to characterize the vertical transmission of 

neosporosis in cattle of the northern region of Rio de Janeiro state through serological 

and molecular diagnosis, blood of slaughtered cows and their respective fetuses, 

when pregnant, were collected for research of anti-N. caninum antibodies using 

ELISA. Brains of the fetuses were also collected for DNA research. The frequency of 

seropositive cows was 22% (43/195) and there was no significant difference as for 

aptitude, 17% (19/112) and 29% (24/83) for beef and dairy cows respectively. The 

26% of frequency (26/100) in cows older than three years and 15% (11/73) in cows 

younger than three years did not implicate in significant differences. Concerning the 

gestational period there were no statistical differences among seropositive cows in the 

first, 20% (2/10), second, 25% (8/32) and third, 32% (13/41) trimesters of gestation. 

The vertical transmission rates were 23% and 76% for ELISA and PCR respectively, 

with highly significant difference between the techniques. These results allowed to 

infer that the cattle herds in the North region of Rio de Janeiro state are endemically 

infected  by N. caninum, independently of the aptitude, age or gestational state, and 

that in this region the vertical transmission is an important via of infection. Also, PCR 

seems to be a better tool than ELISA for studies of congenital neosporosis. 

 

KEY-WORDS: Neospora caninum; ELISA; PCR; vertical transmission; bovines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na medicina veterinária, o interesse pelo protozoário Neospora caninum vem 

crescendo a partir do momento que Thilsted e Dubey, em 1989, identificaram, pela 

primeira vez, esse agente etiológico associado ao aborto bovino. 

Neosporose é uma doença parasitária de animais silvestres, de produção e de 

companhia causado pelo protozoário N. caninum. Este agente pode infectar células 

de animais de sangue quente e apresenta ampla distribuição geográfica, ocorrendo 

tanto em regiões de clima tropical e subtropical, quanto em zonas de clima 

temperado. 

Neospora caninum é transmitida de forma horizontal e vertical, sendo esse o 

principal meio de transmissão em bovinos, podendo ocasionar abortos, natimortos, 

nascimento de bezerros infectados, apresentando sinais neurológicos, além de 

alterações reprodutivas, tais como, repetição de cio, infertilidade e baixo desempenho 

reprodutivo em bovinos. 

Nos Estados Unidos esse parasito é responsável por perdas econômicas 

significativas, no Brasil, os prejuízos determinados por este agente não foram 

estimados, no entanto, a neosporose é uma importante causa de abortamento no 

país. O impacto econômico será dependente de custos indiretos, bem como do valor 

do feto perdido, custos indiretos incluem ajuda profissional e custos associados com o 

estabelecimento do diagnóstico, aumento do intervalo entre partos, possível perda na 

produção leiteira e com a reposição de animais, após o descarte de vacas que 

abortaram.  

Com base nessas informações, o agente e a doença têm despertado grande 

interesse, fazendo com que pesquisadores do mundo inteiro trabalhem com intuito de 

elucidar e conhecer melhor os mecanismos de dispersão do parasito. 

A Mesorregião Norte e Noroeste Fluminense gera receita de 213 milhões de 

reais, despesas de 103 milhões de reais, investimentos de 25 milhões de reais com 

financiamentos em torno de três milhões de reais (IBGE, 2007; CIDE, 2007), não se 

sabendo o impacto de problemas reprodutivos sobre a economia pecuária da região. 

Assim a ausência de informações no que diz respeito à frequência de abortos 

relacionados ao N. caninum e a transmissão da doença da vaca ao feto no Norte 

Fluminense, motiva a realização da presente pesquisa. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.GERAL 

 

Caracterizar a transmissão vertical da neosporose em bovinos da Mesorregião 

Norte Fluminense através do diagnóstico sorológico e molecular. 

 

 

2.2. ESPECÍFICOS 

 

● Determinar a frequência de anticorpos anti-N. caninum em 

vacas abatidas na região Norte Fluminense. 

 Determinar a frequência de anticorpos anti-N. caninum em 

fetos oriundos de vacas soropositivas, abatidas na região Norte 

Fluminense; 

 Comparar a frequência de anticorpos anti-N. caninum em 

vacas abatidas na região Norte Fluminense de acordo com a aptidão 

(corte e leiteira), idade (até três e após três anos), estado gestacional 

(prenhe ou vazia) e trimestre gestacional (primeiro, segundo e terceiro); 

 Detectar a presença de DNA de N. caninum em cérebros de 

fetos oriundosde vacas soropositivas, abatidas na região Norte 

Fluminense; 

 Associar o trimestre gestacional à intensidade da transmissão 

vertical 

 Confrontar a transmissão vertical da neosporose através da 

sorologia de mães soropositivas e seus respectivos fetos com a 

transmissão vertical pela presença do DNA do parasita em pauta nos 

cérebros de fetos de mães soropositivas. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. HISTÓRICO 

 

 

O primeiro relato relacionado com N. caninum foi em 1984, na Noruega Bjerkas 

et al. (1984), em três ninhadas de cães da raça boxer, detectaram uma doença 

neurológica, com sintomas similares aos causados pela infecção por T. gondii, sendo 

responsável por lesões no cérebro e músculos. Entretanto, anticorpos anti-T. gondii 

não foram observados no soro desses cães e nem foi possível o isolamento do 

parasito dos animais infectados em camundongos. Em 1988, um parasita 

morfologicamente similar ao T. gondii foi evidenciado em cães nos Estados Unidos, 

no entanto características próprias deste parasita puderam classificá-lo como uma 

nova espécie, sendo então denominado N. caninum (DUBEY et al., 1988). 

 A presença de N. caninum foi reportada pela primeira vez por Thilsted e Dubey 

(1989) em cérebro de fetos de um rebanho bovino com abortamentos persistentes no 

Novo México (EUA). O diagnóstico presuntivo foi feito baseado em achados de alguns 

cistos de um suposto T. gondii e a ineficácia de achar qualquer outra causa de aborto. 

A Toxoplasmose foi excluída porque nenhum anticorpo anti-T. gondii foi verificado nas 

vacas que abortaram e T. gondii, até então, não havia sido responsável por causar 

aborto em vacas. Finalmente o diagnóstico de neosporose foi confirmado quando o 

soro específico de N. caninum ficou disponível (LINDSAY; DUBEY, 1989a) e mais 

tarde Anderson et al., 1991 e Barr et al., 1991 descreveram este protozoário como 

responsável pela maior causa de abortamento de bovinos leiteiros da Califórnia. 

 

 

3.2.CLASSIFICAÇÃO MORFOLOGIA E BIOLOGIA 

 

De acordo com Current et al. (1990) e Cavalier-Smith (1993), a classificação 

taxonômica proposta para o parasito é a seguinte: Império – Eukariota, Cavalier-

Smith, 1993; Reino – Protozoa Owen, 1858; Filo – Apicomplexa Levine 1970 Classe – 

Sporozoasida Leukart,1879;  Subclasse – CoccidiasinaLeukart, 1879; Ordem – 

EucoccidioridaLéger; Doboscq, 1910; Subordem – EimeriorinaLéger, 1911; Família – 

SarcocystidaePoche, 1913; Subfamília – ToxoplasmatinaeBioca, 1956; Gênero – 
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Neospora Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988; Espécie – N. caninum 

Dubey, Carpenter, Speer, Topper e Uggla, 1988. 

O ciclo de vida do N. caninum foi descrito em 1998, quando foi demonstrado 

que os cães (Canis lupusfamiliaris) eram os hospedeiros definitivos do agente, 

liberando oocistos em suas fezes (McALLISTER et al.,1998). Gondim et al. (2004 b) 

descobriram que os coiotes (Canislatrans), também agem como hospedeiros 

definitivos e recentemente King et al. (2010) observaram após ingestão de cistos 

teciduais a liberação de oocistos não esporulados nas fezes de dingos (Canis 

familiarisdingo). Assim sendo, N. caninum passou a ser considerado um parasito que 

tem seu ciclo biológico heteroxeno obrigatório, possuindo uma grande variedade de 

hospedeiros intermediários demonstrados tanto experimental quanto naturalmente, 

tais como: bovinos, equinos, cães, camundongos, gerbils, ovinos, suínos, coiotes, 

raposas, búfalos (DUBEY, 1999b), assim como galinhas e outras aves (DUBEY et al., 

2003,DUBEY et al., 2007, COSTA et al., 2008, GONDIM et al., 2010). 

Existem três tipos celulares os taquizoítos, os bradizoítos e os esporozoítos. Os 

taquizoítos são encontrados livres ou em colônias em células do sistema nervoso 

central (SNC), macrófagos, células endoteliais vasculares, miócitos, células epiteliais 

tubulares renais, hepatócitos, coração, pulmões, rins, placenta e líquido amniótico e 

em outras células do corpo (DUBEY, 1999b; LINDSAY; DUBEY, 2000), esses então, 

diferenciam-se em bradizoítos e uma persistente infecção com presença de cistos 

teciduais é estabelecida (LYONS et al., 2002), principalmente no SNC (DUBEY, 

1999b) podendo estar presente tanto no hospedeiro definitivo, como no intermediário. 

Os estágios endógenos de N. caninum, que dão origem à eliminação de 

oocistos, não são bem conhecidas. O período pré-patente é de cinco dias ou mais a 

partir da ingestão de cistos teciduais (LINDSAY et al., 1999a). Oocistos deste parasito 

são eliminados não esporulados nas fezes (McALLISTER et al., 1998) e esporulam 

dentro de 24 horas à 37 °C (LINDSAY et al., 1999a), tornando-se infectantes para 

hospedeiros definitivos e intermediários, como no caso dos bovinos que podem se 

infectar por via oral, através de oocistos esporulados eliminados por cães (De MAREZ 

et al., 1999). 
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3.3. NEOSPOROSE EM CÃES 

 

Os principais sinais clínicos encontrados nessa enfermidade em cães são: a 

encefalite, polimiosite, poliradiculoneurite e paralisia ascendente (DUBEY et al., 

1998). Uma forma incomum de neosporose encontrada em cães adultos é a 

dermatite, a maioria dos casos de neosporose clínica em cães ocorre em filhotes 

infectados no útero materno (DUBEY, et al., 1998; PASQUALI et al., 1998).  

O cão possui um importante papel epidemiológico na rota da transmissão 

horizontal da infecção em rebanhos bovinos (DUBEY, 1999b; WOUDA et al., 1999), o 

que foi comprovado no México por SANCHÉZ et al (2003), apesar de estudos 

epidemiológicos indicarem que a transmissão horizontal tem menor importância, 

ocorrendo em níveis inferiores aos verificados para a via transplacentária, que varia 

entre 50 e 95%, sendo considerado o principal modo de transmissão em bovinos, 

responsável pela propagação e manutenção da infecção nos rebanhos (SCHARES et 

al., 1998; HALL et al., 2005). 

 

3.4. NEOSPOROSE EM BOVINOS 

 

Os bovinos são os principais hospedeiros intermediários do N. caninum, por se 

infectarem e permanecerem carreadores do parasito durante toda a vida (INNES et 

al., 2002), nestes a enfermidade é caracterizada por abortos, que se constituem na 

principal evidência clínica observada nas vacas infectadas, podendo ocorrer a partir 

do terceiro mês até o término da gestação, mas na maioria dos casos ocorre entre o 

quinto e o sexto mês de gestação (ANDERSON et al., 1991, 1997, DUBEY, 1999), 

dentro do rebanho o abortamento pode ocorrer em grupo, de forma esporádica ou 

epidêmica. Os fetos podem morrer no útero, sendo esses reabsorvidos, mumificados 

ou autolizados; nascerem mortos; vivos, porém doentes ou clinicamente normais, 

porém portadores da infecção (YAEGER et al., 1994), tanto o gado de corte, quanto o 

leiteiro em todo o mundo tem sido relatado como portadores de N. caninum, (DUBEY, 

1999b). 

Alterações reprodutivas, tais como, repetição de cio, infertilidade e baixo 

desempenho reprodutivo também podem ser observadas (GONDIM et al., 2004 a) 

além de diminuição na produção leiteira (GONZÁLEZ-WARLETA et al., 2011). Outros 

sinais clínicos associados à neosporose, tais como: flexão ou hiperextensão dos 
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membros; ataxia; diminuição do reflexo patelar e perda da propriocepção consciente; 

perda de peso e incapacidade para se levantar, têm sido descritos somente em 

bezerros com menos de 2 meses de idade, ou que nascem infectados (DUBEY e 

LINDSAY, 1996; BARR et al., 1993). 

 

 

3.5. EPIDEMIOLOGIA 

 

Neosporacaninum é transmitido verticalmente de forma eficiente em bovinos, 

provavelmente por várias gerações (ANDERSON et al., 1997). Vacas que abortam 

uma vez podem abortar de novo, não ocorrendo a transmissão vertical do parasito. 

Um melhor entendimento da dinâmica de transmissão deste protozoário dentro 

da população bovina faz-se necessário para adoção de estratégias de controle 

adequadas. Estudos nos EUA e no Reino Unido têm mostrado uma alta probabilidade 

(81-100%) das vacas infectadas transmitirem N. caninum aos filhotes durante a 

gestação (PARÉ et al.,1995; THURMOND e HIETALA, 1997b; DAVISON et al., 1999), 

pois os estádios assexuados de N. caninum são transmitidos verticalmente em 

bovinos por várias gerações (DUBEY, 1999a).  Em contraste, somente poucas taxas 

de transmissão horizontal (como indicativo de soroconversão) tinham sido registradas 

até 1999 (HIETALA e THURMOND 1999; DAVISON et al.,1999). Contudo, modelos 

matemáticos sobre a infecção por N. caninum dentro de fazendas leiteiras, sugerem 

que as baixas taxas de transmissão horizontal podem ser importantes para a 

manutenção da infecção dentro dos rebanhos (FRENCH et al., 1999), a menos que 

animais soropositivos sejam selecionados, para a reprodução (BJORKMAN et al., 

1996). 

Embora a transmissão vertical possa contribuir significativamente para a 

persistência da infecção na fazenda, a infecção horizontal em bovinos tem sido 

também documentada (THURMOND et al.,1997; DIJKSTRA et al., 2001a) e hoje 

caracterizada em vários estudos como um importante modo de infecção 

(McALLISTER; LATHAM, 2002).  

Em propriedades em que a transmissão vertical é a rota dominante de 

infecção, os soropositivos encontram-se uniformemente distribuídos entre as 

diferentes faixas etárias e pertencentes às mesmas linhagens de família (WOUDA et 

al., 1999; DIJKSTRA et al., 2001a). A evidência de uma infecção horizontal ou pós-
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natal é observada, quando existe uma falta de associação entre a condição sorológica 

das vacas em relação a suas filhas (THURMOND et al., 1997), diferença no número 

de animais soropositivos de acordo com a faixa etária (DIJKSTRA et al., 2001a), 

presença de uma curva epidêmica durante surtos de abortamentos associados a N. 

caninum (McALLISTER et al., 1996, 2000), infecção aguda baseada nos resultados 

do ELISA por avidez (BJORKMAN et al., 1999; JENKINS et al., 2000) e por 

observação da soroconversão em estudos longitudinais (DAVISON et al., 1999; 

HIETALA e THURMOND, 1999). 

 

 

3.6. DIAGNÓSTICO, CONTROLE E PROFILAXIA 

 

A presença de anticorpos específicos no soro de vacas que abortaram e de 

cães é somente um indicativo da exposição dos animais para o N. caninum. Vários 

testes sorológicos têm sido usados para detectar anticorpos deste parasito, incluindo 

o teste de ELISA (BJORKMAM et al., 1999; ATKINSON et al., 2000) a 

imunofluorescência indireta (RIFI), e o teste de aglutinação direta (DUBEY et al., 

1997; PACKHAM et al., 1998; ROMAND et al., 1998; WOUDA et al., 1998) e o 

“Western Blots” (ATKINSON et al., 2000). 

Em 2000 foi validado pela Divisão de Segurança Alimentar em Edmonton no 

Canadá, frente ao Imunoblotting (IB) e ao ELISA de inibição competitiva com uma 

sensibilidade de 97,56 a 100% e especificidade de 93,33 a 98,53% respectivamente. 

Demonstrando possuir uma alta reprodutibilidade e substancial concordância (WU et 

al. 2002). 

Schares et al. (2002) registraram uma alta sensibilidade do ELISA utilizado no 

estudo frente a RIFI. Os soros positivos no ELISA, também reagiram especificamente 

com o IB, indicando que a discrepância entre o ELISA e a RIFI, não foi em virtude de 

uma baixa especificidade do ELISA. 

Uma das técnicas mais utilizadas no diagnóstico de aborto em bovinos, bem 

como em estudos epidemiológicos e filogenéticos é a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) para a detecção do DNA genômico do parasito nos tecidos fetais, 

devido à sua rapidez e facilidade de execução, além da tolerância com relação à 

qualidade da amostra enviada (BASZLER et al., 1999; SCHOCK et al., 2000; 

COLLANTES-FERNÁNDEZ et al., 2002). 
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O exame do feto faz-se necessário para um diagnóstico definitivo da 

neosporose. O ideal seria que todo o feto fosse analisado, porém, caso não seja 

possível, amostras de cérebro, coração e fígado devem ser coletadas e enviadas para 

avaliação histopatológica (DEMEERSCHAM et al 2002) e imunohistoquímica 

(BASZLER et al., 1999; DUBEY, 1999a), além da avaliação sorológica de fluídos 

corporais e do soro sanguíneo (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY 2003). 

A presença de anticorpos no soro de fetos abortados confirma a infecção, 

contudo resultados negativos não podem descartar a presença do parasito, pois a 

síntese de anticorpos pelo feto é dependente do período da gestação, nível de 

exposição, e o tempo entre a infecção e o aborto (BARR et al., 1995; WOUDA et al., 

1997). Além disso, o tempo de autólise fetal pode acelerar a degradação das 

imunoglobulinas gerando com isso resultados falso-negativos (WOUDA et al., 1997). 

Além dos métodos já descritos, há ainda o isolamento do parasito em cultivo 

celular ou em animais de laboratório (LINDSAY e DUBEY, 1989b). 

O diagnóstico por meio de ensaio biológico era difícil de ser realizado, pois não 

havia um modelo satisfatório utilizando roedores para neosporose, visto que o N. 

caninum não era patogênico para diversas linhagens de camundongo (LINDSAY e 

DUBEY, 1989b; 1990), somente certas linhagens imunodeficientes ou quimicamente 

imunossuprimidos eram susceptíveis com a inoculação parenteral de taquizoítos 

(LINDSAY et al., 1995; DUBEY et al., 1998), não sendo visto susceptibilidade para 

inoculação oral com oocistos de N. caninum (LINDSAY et al., 1999b). 

Hoje sabe-se que gerbils da Mongólia (Merionesunguiculatus) são susceptíveis 

para taquizoítos (GONDIM et al., 1999) e oocistos (DUBEY e LINDSAY, 2000), sendo 

utilizado como modelos em bioensaio para o isolamento do N. caninum.  

Não existe um tratamento nem vacinas eficazes contra a neosporose, desta 

forma, medidas de controle e profilaxia devem ser fundamentados nos aspectos 

epidemiológicos conhecidos, até o momento devem ser realizadas com o intuito de 

evitar a disseminação da doença. Recomenda-se que cães, únicos hospedeiros 

definitivos domésticos, até o momento, não devem ter acesso às instalações, à água 

ou à comida das vacas, para evitar uma possível contaminação, com suas fezes 

(DIJKSTRA et al. 2002). Assim como, deve ser evitado o consumo de placentas, 

carcaças, descargas uterinas das vacas e alimentação com carne crua para os cães 

HEMPHILL; GOTTSTEIN, 2000; BASSO et al., 2001; DIJKSTRA et al., 2001b).  

Embora, a transmissão horizontal, entre vacas, ainda não tenha sido provada, alguns 



 22 

autores têm recomendado o descarte do animal, devido à eficiência da transmissão 

vertical (TRESS et al., 1999). 

Embora pouco se saiba sobre o tempo de eliminação e a resistência dos 

oocistos no ambiente, é prudente evitar a contaminação de água e alimentos, com 

fezes de cães, além de se evitar a ingestão por cães de fetos abortados, membranas 

fetais e bezerros mortos. Não existem vacinas eficientespara prevenção do aborto ou 

para evitar eliminação dos oocistos pelos cães, sendo o descarte o único caminho, 

até o momento para prevenção da transmissão vaca-bezerro (DUBEY, 1999a). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. LOCAL DE EXECUÇÃO E ANIMAIS UTILIZADOS 

 

As amostras para este estudo foram coletadas de animais destinados ao abate 

em um frigorífico do Município de Campos dos Goytacazes-RJ e o processamento do 

material foi realizado no Núcleo de Pesquisas Avançadas em Parasitologia (NUPAP) 

localizado no Hospital Veterinário da UENF e pertencente ao Setores de Parasitologia 

Veterinária doLaboratório de Sanidade Animal (LSA) do Centro de Ciências e 

Tecnologia Agropecuária (CCTA). 

Foram utilizadas 195 vacas das quais 112 de corte e 83 leiteiras além dos 

respectivos fetos das 83 prenhes. De todos os fetos, foram coletados sangue, e seus  

cérebros que foram estocados em temperatura de -20oC, destes foram selecionados 

os oriundos de vacas soropositivas para N. caninum, e esses foram avaliados quanto 

a presença de anticorpos anti-N. caninum (22) e presença do DNA do parasita nos 

cérebros pela PCR. Todos os animais eram originários de propriedades de bovinos da 

Mesorregião Norte Fluminense. 

 

 

4.2. CARACTERIZAÇÃO DOS ANIMAIS 

 

A aptidão das vacas foi determinada pela observação fenotípica dos animais e 

através de inspeção visual das mudas dentárias, as vacas foram caracterizadas 

quanto à idade (DIRKSEN, et al. 1993). Desta forma, vacas com erupção da dentição 

permanente dos incisivos centrais e mediais foram caracterizados com idade de até 3 

anos e vacas com erupção dos incisivos laterais e cantos, com idade acima de três 

anos. 

A determinação da idade fetal e consequentemente o período de gestação da 

vaca, foram calculados de acordo com a fórmula adaptada de Noakes (1986) citado 

por Collantes-Fernández (2003) a seguir: 

Idade fetal =  
2 x distância entre a região occipital e a base da cauda 

2,54 

4.3. COLETA DE AMOSTRAS 
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Foram coletados 10 ml de sangue da veia jugular de vacas abatidas e dos 

respectivos fetos, das vacas que estavam prenhes, após antissepsia local com 

solução de álcool iodado a 2%, utilizando agulhas descartáveis de dimensão 40x12. O 

sangue foi colocado em tubos de 5 ml (BD Vacutainer) com gel separador, 

identificados e mantidos em refrigeração até seu processamento. Dos fetos também 

foram coletados fragmentos de tecidos do cérebro e estes foram acondicionados em 

sacos plásticos devidamente identificados, mantidos em congelamento a – 20 oC e 

posteriormente utilizados para a extração de DNA e aplicação da técnica de PCR 

(MEDINA et al., 2006). 

 

 

4.4. PROCESSAMENTO DO SANGUE 

 

4.4.1. Obtenção do soro 

 

As amostras de sangue foram centrifugadas a 350 x g por 10 minutos para a 

separação do soro e esse foi recolhido e acondicionado em microtubo plástico 

“snapcap”de 2,0 mL em duplicata, identificados que foram mantidos a temperatura de 

–20 ºC até o momento da realização dos exames sorológicos. 

 

4.4.2. Sorologia 

 

Para detecção e titulação de anticorpos anti-N.caninum em vacas e fetos, 

foram utilizados o teste de ELISA indireto (Herdcheck, IDEXX Laboratories Inc. 

EUA) de acordo com a recomendação do fabricante. 
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4.5. DIAGNÓSTICO MOLECULAR 

 

 

4.5.1. Extração do DNA 

 

Para a extração do DNA, foi utilizado o DNeasyTissue Kit (Qiagen®), com 

algumas modificações em relação ao protocolo sugerido pelo fabricante (SANTÍN et 

al., 2004). Para cada amostra, foram adicionados 180 µl de Tampão ATL e 20µL de 

proteinase K e, após homogeneização em vortex, foram incubadas a 55°C até que 

dissolvessem todo o tecido. Após esta etapa, as amostras foram novamente 

homogeneizadas em vortex durante 15 segundos e, em seguida, foram adicionados 

200 µl de Tampão AL. Cada amostra foi submetida a uma nova homogeneização e 

incubada a 70°C por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200 µl de etanol 

(96–100%) em cada tubo de amostra, que foram homogeneizados e o conteúdo 

transferido para uma coluna DNeasy Mini spin, colocada em tubo de 2 mL. Cada 

coluna foi centrifugada a 6.000 x g (8.000 rpm) por 1 min e, logo após, todo o 

conteúdo do tubo de 2 mL foi descartado. As colunas DNeasy Mini spin foram então 

colocadas em um novo tubo de 2 mL, adicionados 500 µL de Tampão AW1, e 

submetidas a nova centrifugação por 1 min a 6.000 x g (8.000 rpm), tendo o conteúdo 

do tubo de 2 mL novamente descartado. Cada coluna foi colocada em um novo tubo 

de 2 mL, adicionados 500 µL de Tampão AW2, e centrifugados dessa vez por 3 min a 

20.000 x g (14.000 rpm) com a finalidade de secar a membrana da coluna DNeasy. O 

conteúdo do tubo de 2 mL foi então descartado. 

As colunas DNeasy Mini spin foram colocadas em um novo tubo de 1,5 mL, e 

foram adicionados 100 µL de Tampão AE diretamente da membrana da coluna 

DNeasy com a finalidade de aumentar a concentração de DNA. Após 1 min de 

incubação em temperatura ambiente, foram então centrifugadas por 1 min a 6000 x g 

(8.000 rpm) para eluição. 

 

4.5.2. Reação em Cadeia da Polimerase 

 

Foi utilizada a técnica de PCR, com amplificação de um fragmento de 328 

pares de bases (pb) do gene18S rRNA com o iniciador Np6 plus eNp21 plus(5'-

CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3')e (5- CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC-3'). 
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O procedimento de amplificação foi realizado com os seguintes componentes 

para a amplificação: Água para PCR (31 µl),tampão com MgCl2 (6 µl),dNTP (2 

µl);tampão sem MgCl2 (5 µl), Taqpolimerase(0,5 µl), 0,25 µl de cada um dos 

iniciadores (Np6 plus e Np21plus) e  o DNA extraído (5 µl)totalizando um volume final 

de 50 µl. 

Para a amplificação, foram realizados os seguintes ciclos no termociclador: 95 

ºC/2 minutos; 35 ciclos de 95 ºC/30 segundos 55 ºC/30 segundos e 72 ºC/1 minuto; e 

uma extensão final de 72 ºC/5 minutos.  

Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese de gel de agarose a 

1,5% corado com gel red (Biotium®) e imerso em tampão TAE 10X em cuba 

horizontal. 

A visualização das bandas foi realizada sob transiluminação ultravioleta em 

fotodocumentadora (Kodak EDAS 290®) após a corrida eletroforética, e os tamanhos 

dos fragmentos comparados com marcador molecular Low DNA Mass Ladder 

(Invitrogen®) e com controles positivo e negativo. 

 

 

4.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi utilizado o Teste de Fisher para comparar as frequência de vacas com a 

presença de anticorpos anti- N. caninum em seus soros com vacas negativas, em 

relação à aptidão (corte e leiteira), faixa etária das vacas (até três anos e mais de três 

anos), estado gestacional (prenhe e vazia) e o Teste do 2 para comparar a 

frequência de acordo com o período gestacional (primeiro, segundo e terceiro 

trimestres). A correlação entre os valores de razão S/P referentes ao Teste de ELISA 

de vacas prenhes positivas, seus respectivos fetos e idade dos mesmos foi feita 

utilizando-se a Regressão Linear Múltipla. O Teste de Fisher foi utilizado também para 

comparar a taxa de transmissão vertical pelo Teste de ELISA com PCR com a taxa de 

transmissão vertical pela PCR em relaçãoa aptidão, faixa etária das vacas, estado 

gestacional e o período gestacional (até seis meses e maior que seis meses).Todos 

os testes foram feitos utilizando-se o programa SAEG – Sistema para Análise 

Estatística, versão 9.1 comintervalo de confiança de 95%. 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. FREQUÊNCIA DE Neospora caninum EM VACAS 

 

As amostras de soros das vacas 22% (43/195), tinham anticorpos anti-N. 

caninum, as vacas com características fenotípicas de animais de corte 17% (19/112) 

eram soropositivas. As vacas leiteiras 29% (24/83) foram sororreativas. Não foi 

observada diferença significativa comparada pelo Teste de Fisher (p=0,0553) quanto 

à aptidão dos animais (Figura 1). 

 

Figura 1: Frequência de anticorpos anti-Neosporacaninumem vacas de corte 
soropositivas 10% (19/195) e negativos 48% (93/195),comparadas pelo 
Teste de Fisher (p=0,0553) com aproximação de Katz e intervalo de 
confiança de 95%, com vacas de aptidão leiteiras soropositivas 12% 
(24/195) e soronegativas 30% (59/195) oriundas do Norte do estado do 
Rio de Janeiro, Brasil. 
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Foi possível identificar a idade de 173 vacas das 195 avaliadas e verificou-se 

que dos animais com idade superior a três anos, 26% (26/100) tinham anticorpos anti-

N. caninum não observando diferença significativa (p=0,0937) com as vacas 

soropositivas com menos de três anos 15% (11/73) comparadas pelo Teste de Fisher 

(Figura 2). 

 

 

 

Figura 2: Frequência de anticorpos anti-Neosporacaninum em vacas com 
até três anos soropositivas 6% (11/173) e negativos 36% (62/173), 
comparadas pelo teste de Fisher (p=0,0937) com aproximação de 
Katz e intervalo de confiança de 95%, com vacas com mais de três 
anos soropositivas 15% (26/173) e soronegativas 43% (74/173) 
oriundas do Norte do estado do Rio de Janeiro, Brasil. 
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Das vacas prenhes avaliadas 28% (23/83), tiveram anticorpos anti-N. caninum 

e com relação às vacas vazias 18% (20/112) estavam soropositivas não havendo 

diferença estatística (p=0,1172) comparadas pelo Teste de Fisher (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 3: Frequência de anticorpos anti-Neosporacaninum em vacas 
Prenhes soropositivas 12% (23/195) e negativos 31% (60/195), 
comparadas pelo Teste de Fisher (p=0,1172) com aproximação 
de Katz e intervalo de confiança de 95%, com vacas vazias 
soropositivas 10% (20/195) e soronegativas 47% (92/195) 
oriundas do Norte do estado do Rio de Janeiro, Brasil. 
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Com relação ao período gestacional também não se verificou diferenças 

estatísticas (p=0,4299) entre as vacas soropositivas para N. caninum no primeiro 20% 

(2/10), segundo 34% (14/41) e terceiro 22% (7/32) trimestres de gestação das vacas 

(Figura4). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4: Frequência de anticorpos anti-Neosporacaninum em vacas no 

primeiro trimestre gestacional soropositivas 2,4% (2/83) e negativos 
9,6% (8/83), em vacas no segundo trimestre gestacional 
soropositivas 9,6% (8/83) e negativas 28,9% (24/83) e no terceiro 
trimestre gestacional soropositivas 15,7% (13/83) e negativas 33,7% 
(28/83) oriundas do Norte do estado do Rio de Janeiro, Brasil. 

comparadas pelo Teste do 2(p=0,6904) e intervalo de confiança de 
95% 
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5.2. TRANSMISSÃO VERTICAL 

 

5.2.1. Ensaio ImunoEnzimático (ELISA) 

Foi observada uma taxa de 23% de transmissão vertical sem correlação 

positiva nos valores da razão S/P entre as vacas e os fetos (P=0,0618),idade dos 

fetos com a razão (S/P) das vacas (p=0,8378) e nem dos fetos (p=0,3360). 

Constatou-se também que, das oito vacas com razão (S/P) mais elevada (> 

1,5), quatro foram capazes de transmitir a infecção ao feto 50% ao contrário das 14 

vacas com razão (S/P) mais baixa (1,5), somente uma transmitiu o parasita ao 

feto7% (Tabela 1). 

 

Tabela 1- Avaliação da infecção congênita Neosporacaninum de vacas prenhes, seus 
respectivos fetos através da pesquisa de anticorpos e DNA do parasita. 

 
 

Amostras 
Vacas soropositivas1  Fetos 

Razão (S/P)4 Gestação3  Razão (S/P) PCR2 

1 0,561 1o  0,032 N 
2 0,659 3o  0,032 AP4 

3 1,424 2o  0 N 
4 1,240 2o  0,029 + 
5 1,545 3o  0,032 + 
6 0,797 3o  0,033 + 
7 0,654 2o  0,020 + 
8 1,016 3o  0,032 + 
9 1,409 2o  0,030 + 

10 1,942 2o  1,459* + 
11 1,861 3o  1,590* + 
12 1,25 2o  -0,04 N 
13 2,47 2o  -0,05 + 
14 0,74 3o  -0,06 N 
15 2,99 3o  -0,01 + 
16 2,92 3o  3,13* + 
17 1,99 3o  2,90* + 
18 1,11 3o  2,55* + 
19 2,03 3o  0,10 + 
20 2,14 2o  0,19 N 
21 0,59 3o  0,08 + 
22 0,74 3o  -0,03 + 

1
Pesquisa de anticorpos anti-N. caninum pelo teste de ELISA indireto (Herdcheck, IDEXX Laboratories Inc. EUA). 

2
Amplificação de um fragmento de 328 pares de bases do gene18S rRNA. 

3
Em trimestres. 

4
Amostra perdida. 

* Fetos sorologicamentes positivos (S/P0,5) 

1 
S/P = 

(Valores médios de absorbância da amostra) – (Valor médio do controle negativo) 

(Valor médio do controle positivo) – (Valor médio do controle negativo) 
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5.2.2. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

Das 22 vacas soropositivas para N. caninum e prenhes foram avaliados 

molecularmente 21 fetos, observando-se a presença de fragmento específico de 328 

pb do DNA do parasita em 16 amostras (Figura 5), caracterizando transmissão 

vertical de 76% (16/21). Estes resultados foram significativamente maior (p=0,0007), 

quando comparados a avalição pela sorologia dos fetos (Tabelas 1) 

Sete destas vacas tinham aptidão para corte e, dessas seis transmitiram o 

parasita aos fetos (86%) e das outras 14 vacas de aptidão leiteira, 10 (71%) foram 

capazes de transmitir o parasita para seus respectivos fetos (Tabela 1). Não foi 

observada diferença estatística pelo Teste de Fisher (p=0,6244) quanto à capacidade 

de transmissão vertical de N. caninum em relação à aptidão das vacas. 

Com relação à idade das vacas, foi possível avaliar a transmissão vertical em 

17 das 22 soropositivas para N. caninum. Observou-se que 85% (11/13) das vacas 

com idade superior a três anos transmitiram congenitamente (Tabela 2) o parasita a 

seus fetos e 50% (2/4) das vacas com idade igual ou inferior a três anos de idade não 

impediram a transmissão do parasita via placenta e não foi observada diferença 

estatística (p=0,2189) pelo Teste de Fisher (utilizando aproximação de Katz). 

Foi possível avaliar infecção fetal quanto ao período gestacional em 21 

amostras de cérebro verificando-se que 92% (11/12) dos fetos infectados pertenciam 

a vacas que se encontravam no último trimestre de gestação e 56% (5/9) dos fetos 

contaminados eram oriundos de vacas com gestação até seis meses (Tabela 1) e não 

foi constatada diferença significativa (p=0,1194) pelo Teste de Fisher (com 

aproximação de Katz). 
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% com os produto da PCR do gene 18S 

rRNAde Neosporacaninum. Marcador molecular (MM), controle positivo (CP) com 

banda visível de 328 pares de bases (pb), controle negativo (CN) e amostras de 1 a 

21, (*) vacas de aptidão de corte. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Embora com grande variabilidade em média, frequências de neosporose 

próxima aos 22%,observado no Norte Fluminense, foram constatadas em outras 

regiões do Brasil, como os 12% encontrados no Norte do Paraná (OGAWA et al., 

2008), 30,4% de Anápolis e Goiânia em Goiás (MELO et al., 2006) e 23,3% no Rio de 

Janeiro (MUNHOZ et al., 2006). Nas Américas, as frequências também têm 

variabilidade bastante acentuada oscilando desde 11,6 % observados no México 

(GARCIA-VAZQUEZ et al. 2009), 45% para EUA (ANDERSON et al., 1995) chegando 

aos 80,9% observados na Argentina (MORÉ et al., 2009). 

Estudos epidemiológicos feitos em países da Europa evidenciaram frequências 

elevadas, porém com variabilidade de resultados como os 46,5 % observados na 

Turquia (KUL et al., 2009), 49% na Alemanha, 63% na Espanha e 76% na Holanda 

(BARTELS et al. 2006). 

Esta tendência na variabilidade de frequência de neosporose se repete em 

outras regiões do mundo como os 23 a 34% observados por Landmann et al. (2011) 

na Austrália e os 12,2 a 26,7 citados por Xia et al. (2011) na China. Estas últimas 

citações junto aos 20,1 % observados na Eslováquia (REITEROVÁ et al., 2009), são 

próximas às observadas nas vacas do Norte Fluminense. Esta variabilidade da 

frequência de anticorpos anti-N. caninum pode ser atribuída aos diferentes tipos de 

manejos nas diferentes regiões e países como já citado por Dubey et al. (2007). 

Com relação à aptidão dos animais leiteira ou de corte, os dados de nossa 

pesquisa 29% e 17% são superiores aos observados por Aguiar et al. (2011) no 

estado de São Paulo 13,7% e 8,6%, respectivamente. Resultados observados por 

Caetano-da-Silva et al. (2004) para bovinos de corte (16,3%) são próximos à 

frequência observada para as vacas abatidas no Norte Fluminense, no entanto, para 

os animais de aptidão leiteira estes pesquisadores obtiveram resultados bem abaixo 

do padrão europeu (7%), dos 18,9% observados na China (XIA et al,2011) e inclusive 

para as vacas de respectiva aptidão abatidas e avaliadas na presente pesquisa. 

Embora concordando com Melo et al. (2006), que também não observaram 

diferença quanto à aptidão dos bovinos no estado de Goiás o que pode explicar a 

maior frequência de neosporose em vacas leiteiras (Figura 1), pode ser a maior 

tecnificação implementada nas propriedades, imprimindo maior estresse relativo à 

produtividade, o que ocorre com menor intensidade em propriedades de países em 
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desenvolvimento, incluindo as do Norte Fluminense (GALVÃO et al., 2011), a exceção 

aos dados de Caetano-da-Silva et al. (2004) para vacas da Espanha  

Vacas com idade superior a três anos tiveram uma soroprevalência maior 

(Figura 2). Do mesmo modo Ragozo et al. (2003) observaram em seis estados 

brasileiros, incluindo o Rio de Janeiro, frequência crescente de anticorpos anti-N. 

caninum com o aumento da idade dos animais. Guimarães Júnior et al. (2004) no 

Paraná, estado que também foi pesquisado por Ragozo et al (2003), observaram 

frequência crescente de acordo com a idade dos animais. Xia et al. (2011) e Teixeira 

et al. (2010) citam frequências crescentes até a idade de cinco e seis e anos das 

vacas, respectivamente, com declínio a partir dessa idade. Resultados contrários 

foram descritos por Melo et al. (2006) que encontraram 30,2% de vacas soropositivas 

contra 35,7% em novilhas. Assim como Munhoz et al. (2004), todos os demais 

pesquisadores (RAGOZO et al., 2003; GUIMARÃES JÚNIOR et al., 2004; MELO et 

al., 2006; PABÓN et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2010; XIA et al., 2011), não 

encontraram evidências da interferência da idade com a frequência de anticorpos anti-

Neosporacaninumem bovinos, tal como os resultados observadosna pesquisa para o 

Norte Fluminense(Figura 2), que a diferença entre as frequências (15% e 26%) 

também não foram suficientes para se determinar diferença estatísticas quanto as 

faixas etárias (p=0,0937), reforçando a hipótese de que a transmissão vertical é a 

principal via de transmissão da neosporosecomo já citado por Benetti et al (2009) e 

Marques et al. (2011). 

Dados relativos à frequência de 15,8% para vacas prenhe com anticorpos anti- 

N. caninum em seus soros, descrito por Marques et al. (2011) são inferiores aos 

obtidos nas vacas prenhes do Norte Fluminense 28% (Figura 3). Frequência de 

22,3% e 32,6% foram observadas por Pabón et al. (2007) e López-Gatius et al. (2005) 

respectivamente, também em vacas prenhes, resultados mais próximos ao 28% 

verificados no Norte Fluminense. Para esta região, a condição gestacional não é fator 

determinante quanto à taxa de infecção por N. caninum, uma vez que não foi 

observada diferença estatística quanto ao estado de prenhes ou não das vacas (p= 

0,1172), logo estes resultados confirmam a não associação entre a neosporose e a 

redução da fertilidade como já citado por Brickell et al. (2010). 

Marques et al. (2011) descreve que a resposta imune celular e humoral da 

vaca como responsável pela diminuição da disseminação de taquizoítos extracelular 

durante a gestação o que influencia na permanência gestacional da mesma. Esta 
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afirmação pode estar ligada também à observação de não ser verificada diferença 

estatística (p=0,4299) entre os primeiro, segundo e terceiros trimestres de gestação 

das vacas de sua pesquisa e as do Norte Fluminense (Figura 4).Em infecção natural 

Corbellini et al. (2006), verificou uma significativa diferença em números de animais 

positivos no terço médio de gestação, no entanto, em infecção experimental não 

foram observadas diferenças quanto ao período gestacional (McCann et al., 2007), 

concordando com os resultados do Norte Fluminense (Figura 4). 

A taxa de 23% (5/22) de transmissão vertical obtida pela sorologia (Tabela 1) 

está abaixo da média de outros autores que variaram de 33,7% à 58% (;DIJKSTRA et 

al. 2008; KUL et al., 2009; MORÉ at al., 2009), porém ao se analisar pela PCR (Figura 

5), a taxa de transmissão vertical de 76% (16/21) desta pesquisa é superior aos 

pesquisadores citados, no entanto próximas as observadas por Romero e Frankena 

(2003), 63,7%, e Hein et al. (2012), 69,2%,ambos com avaliações sorológicas das 

vacas e fetos. A variação dos resultados através da sorologia pode ser atribuída à 

imaturidade imunológica dos fetos ou por terem esses sofrido infecções recentes não 

havendo tempo hábil para produção de anticorpos (DUBEY; SCHARES, 2006). A 

analise pela PCR foi bem superior às taxas citadas por Corbellini et al. (2006) através 

da análise por Imunohistoquímica dos fetos (23%) sugerindo ser a PCR uma 

ferramenta mais eficiente que a imunohistoquímica. Dubey e Schares, (2011) citam N. 

caninum como um dos parasitas mais eficientes em transmissão transplacentária 

entre todos os agentes infecciosos que acometem bovinos, o que reafirma a 

importância da transmissão vertical como principal via de infecção da 

neosporose(HEIN et al., 2012), assim como ocorre nas vacas do Norte Fluminense 

avaliadas na presente pesquisa. Um maior número de fetos positivos avaliados pela 

PCR do que pela sorologia (Tabela 1), assim como verificado nos trabalhos de Santos 

et al. (2010) e Marques et al. (2011), pode ser atribuída à inadequada resposta 

humoral do feto (MOORE et al., 2002). 

O aborto é a principal evidência clínica da neosporose podendo ocorrer do 

terceiro mês ao término da gestação, mas principalmente, no quinto e sexto mês 

(DUBEY 1999a), pode ser por isso que a incidência no ultimo trimestre foi maior na 

presente pesquisa (Tabela 1), provavelmente por alguns fetos infectados nos dois 

primeiros trimestres, que poderiam ser dados como positivos, terem sido abortados e 

por tanto não avaliados. 
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Dubey e Schares, (2006) afirmam que a grande maioria das vacas que 

abortaram por neosporose tinham altos níveis de anticorpos anti-Neosporacaninum 

em seus soros. González-warletaet al.(2008),assim como outros autores (PARÉ et 

al.,1997; QUINTANILLA-GONZALO et al., 2000), observaram um aumento 

significativo dos níveis de anticorpos no terceiro trimestre de gestação, o que ocorreu 

também em nossa pesquisa (Tabela 1), desta forma a transmissão vertical pode ser 

favorecida, como evidenciado através da alta frequência de infecção (92%) no último 

trimestre de gestação do nosso trabalho. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Os rebanhos de vacas da região Norte Fluminense estão infectados de forma 

endêmica por N. caninum independentemente da aptidão, idade ou estado 

gestacional 

 A transmissão vertical é uma importante via de infecção no rebanho do Norte 

fluminense, e pode ser caracterizada como a principal via, devido aos altos 

índices de infecção congênita detectada na presente pesquisa e à não 

significativa diferença observada entre as faixas etárias 

 A PCR parece ser uma melhor ferramenta que o Teste de ELISA para o estudo 

de infecção congênita da neosporose. 
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