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RESUMO.- Neospora caninum é um agente envolvido em
perdas reprodutivas em bovinos. O diagnóstico dessa in-
fecção é de grande importância, principalmente para progra-
mas de erradicação e controle. Sendo assim, os objetivos

deste estudo foram: (1) adaptar uma reação de imunofluo-
rescência indireta (RIFI) para detecção de anticorpos anti-
N. caninum no leite, a partir de uma RIFI padronizada para a
detecção desses anticorpos no soro sanguíneo, (2) analisar
a concordância entre a detecção desses anticorpos pela
RIFI no soro sanguíneo e no leite de fêmeas bovinas, (3)
avaliar a viabilidade da RIFI para a detecção de anticorpos
anti-N. caninum em amostras coletivas de leite. Foram tes-
tadas amostras de soro sanguíneo e de leite, coletadas de
112 vacas em lactação, e seis amostras coletivas de leite,
correspondentes a cada uma das propriedades avaliadas.
Encontrou-se 78% de concordância entre a detecção de
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anticorpos no soro sanguíneo (com título 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 títulos de anticorpos ≥100 no soro sanguíneo,
tanto a concordância 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
segurança qual a melhor abordagem diagnóstica a ser ado-
tada em relação à coleta de soro sanguíneo ou de leite para
a pesquisa de N. caninum pela RIFI. Além disso, a determi-
nação da presença de anticorpos em amostras coletivas de
leite pode servir para diagnóstico e triagem de rebanhos
com animais infectados.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Sorologia, imunoglobulinas, IgG,
diagnóstico, neosporose.

INTRODUÇÃO
A infecção por Neospora caninum (Apicomplexa: Sarco-
cystidae) foi relatada, inicialmente, como causa de doen-
ça neurológica e músculo-esquelética em cães (Bjerkas et
al. 1984). Desde então, 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 está relacionada, principalmente, com per-
das reprodutivas, com destaque para a mortalidade embri-
onária e para os abortos no primeiro e no segundo terço
gestacionais, respectivamente (Dubey et al. 2003). Por outro
lado, morte fetal ou aborto são pouco frequentes no terço
final de gestação, quando passa a ser comum a produção
de bezerros saudáveis, porém, persistentemente infecta-
dos (PIs). Essas manifestações induzidas pelo parasito
causam relevantes prejuízos ao acometerem rebanhos de
corte e leiteiros (Dubey et al. 1999a). Em geral, a infecção
não induz imunidade protetiva, podendo acarretar distúrbi-
os reprodutivos, repetidas vezes ao longo da vida das fê-
meas infectadas (Garcia-Vazquez et al. 2002).

O ciclo biológico de N. caninum foi esclarecido por
McAllister et al. (1998) e envolve hospedeiros definitivos
(HDs) e intermediários (HIs). Os primeiros, até o presente
momento, cães e coiotes abrigam o agente etiológico 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, após ingerirem os oocis-
tos esporulados, podem desenvolver cistos teciduais com
bradizoítos. Os HDs, então, se infectam ao se alimenta-
rem de tecidos contendo cistos (Dubey 2003). Além de
disseminar-se por transmissão horizontal , este agente
etiológico pode, ainda, ser transmitido verticalmente por
via transplacentária. A transmissão vertical tem grande
importância na manutenção deste protozoário em rebanhos
bovinos, pois a maioria das infecções congênitas resulta
no nascimento de bezerros PIs (Trees & Williams 2005).

Atualmente, a infecção por N. caninum em bovinos é
investigada pela pesquisa de anticorpos no soro sanguí-

neo, embora seu diagnóstico definitivo deva se basear na
detecção de antígenos ou ácidos nucléicos do protozoário
em tecidos - por exemplo, a partir de fetos abortados ou da
placenta (Silva 2005). Contudo, devido ao caráter persis-
tente da infecção, a detecção de anticorpos anti-N. cani-
num geralmente indica o status de portador em bovinos
adultos. A exceção a isso seriam os anticorpos oriundos
de imunidade passiva e de vacinação. Em fetos, ou em
neonatos desprovidos de colostro, a presença de anticor-
pos indica que houve infecção transplacentária e que es-
tes animais são PIs (Dubey 2003). Com isso, demonstra-
se que a identificação de animais soropositivos é de gran-
de utilidade caso se deseje erradicar o agente em uma
população. As técnicas sorológicas mais utilizadas para
esse fim são:ELISA e a RIFI (Dubey & Schares 2006).

Ensaios imunoenzimáticos (ELISA) têm sido descritos
tanto para a detecção de anticorpos anti-N. caninum em
amostras de leite individuais (Björkman et al., 1997; Schares
et al. 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-
ção de anticorpos anti-N. caninum no leite já tenham sido
descritos (Schares et al. 2004, Chanlun et al. 2006b), pouco
se estudou a respeito da utilização 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 sanguíneo, sendo conside-
rado o teste de referência para esse fim (Uggla et. al. 1998).
Já para o diagnóstico direto, ou seja, a detecção de antíge-
nos e/ou de ácidos nucléicos do protozoário em tecidos,
diferentes técnicas têm sido utilizadas, com destaque para
a imunoistoquímica e para a reação em cadeia da polimera-
se (PCR) (Dubey & Schares 2006).

O controle da neosporose é baseado, principalmente,
na identificação e descarte dos animais portadores
(Thurmond & Hietala 1995). Para avaliação prévia de um
rebanho, técnicas que possibilitem a detecção de anticor-
pos em amostras coletivas de leite são desejáveis, desta-
cando-se a praticidade e os menores custos inerentes a
essa metodologia. Nesse sentido, a RIFI pode representar
uma alternativa ao diagnóstico sorológico para anticorpos
anti-N. caninum em amostras individuais ou coletivas de
leite principalmente em laboratórios que não dispõe de
equipamentos para realização do ELISA.

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

MATERIAL E MÉTODOS
Desenho experimental

Um total de 112 fêmeas bovinas oriundas de seis proprie-
dades produtoras de leite, localizadas na região central do Rio
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Grande do Sul, foram utilizadas no presente estudo. Foram
coletadas amostras de sangue e de leite de vacas em lactação,
e também uma amostra coletiva de leite, para a pesquisa de
anticorpos anti-Neospora caninum. O número de animais tes-
tados por propriedade está apresentado no Quadro 1.

Coletas de sangue e de leite
Foram coletadas amostras de sangue, por punção da veia

coccígea, e identificadas individualmente. As amostras de lei-
te individuais foram coletadas de todos os animais em lactação
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 à centrifugação a 1000 xG
por 10min para obtenção do soro. Da mesma forma, as amos-
tras de leite para extração da camada de gordura. As amostras
de soro sanguíneo e de leite foram armazenadas a -20oC.

Reação de imunofluorescência indireta (RIFI)
A pesquisa de imunoglobulinas da classe G, anti-N. cani-

num no soro sanguíneo e no leite foi realizada pela RIFI. A RIFI
foi realizada em lâminas de microscopia contendo taquizoítos
da cepa NC-1 de N. caninum fixados por metanol. As amostras
de soro sanguíneo (diluído em PBS, pH 7,2, a 1:50) ou de leite
(não-diluído) foram utilizadas como anticorpo primário (e incu-
badas por 30 min, a 37oC, em câmara úmida). Como anticorpo
secundário foi utilizada anti-IgG©4 bovina conjugada com
fluoresceína (incubação por 30 min, a 37oC, em câmara úmi-
da). Amostras de soro sanguíneo ou de leite de bovinos, sabi-
damente positivas ou negativas, foram utilizadas como contro-
le. Todas as amostras de soro sangüíneo positivas nas dilui-
ções de 1:50 foram submetidas à titulação para determinação
do título máximo da reação. As amostras de leite não foram
diluídas, de acordo com a padronização da RIFI, previamente
realizada (dados não apresentados).

Foram consideradas positivas as reações com fluorescên-
cia periférica ou difusa dos taquizoítos, assim como, fluores-
cências apicais ou polares foram consideradas reações nega-
tivas (Paré et al. 1995). As amostras de soro sanguíneo e de
leite foram testadas paralelamente. Os resultados da detecção
de anticorpos nos diferentes fluidos testados foram compara-

dos, utilizando-se os resultados da RIFI no soro sanguíneo
como referência. Assim, foram calculadas, seguindo as reco-
mendações da OPAS (1997), a sensibilidade, a especificida-
de e a concordância (índice kappa) da detecção de anticorpos
no leite pela RIFI.

RESULTADOS
Os resultados do presente estudo estão apresentados nos
Quadros 1 e 2. Detectaram-se anticorpos anti-Neospora
caninum em todos os rebanhos avaliados, com frequênci-
as de detecção de anticorpos no soro sanguíneo 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 títulos de anticorpos no soro sanguíneo variaram
de 50 a 800. A maior parte dessas vacas soropositivas
(36/60; 60%) teve títulos de anticorpos de 50 ou 100.

A sensibilidade e a especificidade da detecção de anti-
corpos pela RIFI para o leite foram calculadas utilizando
como padrão a detecção de anticorpos nas amostras de
soro sanguíneo. A comparação entre os resultados de de-
tecção de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguíneo e
no leite (Quadro 1 e 2) demonstrou 100% de concordância
para os animais com título de anticorpos no soro sanguí-
neo ≥100. No entanto, dentre as amostras cujo título de
anticorpos foi de 50, obteve-se apenas 40% de concor-

Quadro 1. Detecção de anticorpos anti-Neospora caninum pela reação de
imunofluorescência indireta em amostras de soro sanguíneo e em amostras

individuais e coletivas de leite

Rebanho Soro sanguíneo (ponto de corte de 1:50) Leite
Positivas/total Títulos de Ac Positivas/totalb Amostras coletivas

(%) (média)a (%) (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 2x.52.
b Amostras individuais de leite.

Quadro 2. Comparação entre o título de anticorpos anti-
Neospora caninum em amostras de soro sanguíneo e a

detecção qualitativa de anticorpos em amostras individuais
de leite através da técnica de imunofluorescência

indireta (RIFI)

Título de anticor- Soro sanguíneo Leite
pos no soro Nº de vacas Nº de vacas positivas/
sangüíneo  positivas/total de total de positivas no

amostras(%)  soro sangüíneo(%, κa)

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 0 9/112 (8,0%) 9/9 (100%, 100%)
800 7/112 (6,2%) 7/7 (100%, 100%)
Total 60/112 (53,5%) 48/60 (80%, 78%)

a Índice KAPPA (κ).

4 Anti-IgG© bovina conjugada com a fluoresceína (FITC): Affinity
Purified Antibody Fluorescein. Clopper Road 910, Gaithersburg, MD
20878 USA < www.kpl.com>
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dância. Por sua vez, quando consideradas todas as amos-
tras de soro sanguíneo (com título de anticorpos de 50,
como ponto de corte), obtiveram-se concordância de 78%,
sensibilidade de 90% e especificidade de 100%.

DISCUSSÃO
Atualmente, há poucos relatos em relação à detecção 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 título de anticorpos e”200 no
soro sanguíneo e obtiveram 100% de concordância para a
RIFI. Embora esses autores tenham utilizado a RIFI para
detecção de anticorpos no leite, a maioria dos estudos
conduzidos com esse fim utiliza como teste diagnóstico o
ELISA. Björkman et al. (1997) ao avaliarem a viabilidade
do teste ELISA para demonstração de anticorpos anti-N.
caninum no leite, utilizando amostras de vacas sabida-
mente soropositivas e soronegativas, encontraram uma
concordância de 95% nos resultados.  Da mesma forma,
Schares et al. (2004), analisando a adaptação de um ELISA
comercial para testar amostras de soro de sangue e de
leite, observaram uma boa correlação entre os resultados
das amostras pareadas, além de ressaltar que o uso do
leite em um teste ELISA comercial é uma alternativa viá-
vel para diagnóstico sorológico de aborto, uma vez que,
em animais com histórico abortivo, houve maior sensibili-
dade de detecção através da pesquisa de anticorpos no
leite do que no soro sanguíneo. Em outro estudo relacio-
nado, através do teste de ELISA (iscom), Chanlun et al.
(2006a) também encontraram alta correlação entre o nível
de anticorpos no soro sanguíneo e no leite de animais po-
sitivos. Os resultados foram avaliados a partir de um per-
centual de positividade, o qual demonstrou uma variação
considerável entre soro e leite, porém o leite foi consisten-
temente mais positivo.

Os resultados obtidos no presente estudo são impor-
tantes do ponto de vista diagnóstico por representar uma
abordagem alternativa. Além disso, a correlação encontra-
da entre o título de anticorpos no soro sanguíneo e no leite
não é surpreendente e pode ser explicada notando-se que
os níveis de imunoglobulinas no leite são influenciados
pelo nível de anticorpos no soro sanguíneo (Tizard 2008).
No entanto, sabe-se que outros fatores também influenci-
am nesta correlação, tais como fase da lactação e a pro-
dução leiteira diária, o que pode diminuir o título de anticor-
pos no leite (Chanlun et al. 2006a). Das amostras avalia-
das, as que não tiveram concordância, ou seja, que foram
positivas na amostra de soro sanguíneo e negativas na de
leite (12/60; 20%), foram algumas daquelas cuja titulação
no soro sanguíneo foi de 50 (n=18; κ 40%). Considerando
que a maioria dos testes realizados utilizam diluições do
soro partindo de 1:100, estas amostras seriam irrelevantes
do ponto de vista do diagnóstico, uma vez que todas as
amostras de soro sanguíneo discordantes seriam negati-
vas na diluição de 1:100 ou superior. Nesses casos, a
concordância 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 título de anticorpos (título
médio de 2) e a menor frequência de vacas soropositivas
(25%). Tal fato demonstra a viabilidade do teste de amos-
tras coletivas de leite nas condições encontradas no pre-
sente estudo, destacando-se a praticidade desse tipo de
amostragem e sua aplicabilidade para o diagnóstico em ní-
vel de rebanho para a detecção da presença 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 absorbância nas amos-
tras coletivas dos dois rebanhos soropositivos para N. cani-
num e, do contrário, baixa absorbância 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 diagnóstico das infecções
por N. caninum em rebanhos leiteiros.

Em resumo, existe boa concordância na detecção de
anticorpos anti-N. caninum no soro sanguíneo e no leite. A
partir disso, pode-se afirmar que o diagnóstico sorológico
para N. caninum em vacas leiteiras pode ser realizado com
segurança a partir do leite. Como vantagem tem-se, ainda,
que a coleta do leite não é invasiva e, conseqüentemente,
os riscos de transmissão de doenças e de promoção de
estresse aos animais são reduzidos. Além disso, a deter-
minação da presença de anticorpos em amostras coleti-
vas de leite pode servir para diagnóstico e triagem de re-
banhos com animais infectados.

CONCLUSÕES
Os resultados obtidos demonstram boa concordância

entre a detecção de anticorpos anti-Neospora caninum da
classe G no leite e no soro sanguíneo pela RIFI.

Conforme a propriedade pode-se, com segurança, ele-
ger qual a melhor abordagem diagnóstica, ou seja, soro
sanguíneo 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 diagnóstica, em propriedades
de leite, visando diagnóstico de rebanho e para estudos
epidemiológicos.
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