
 1 

SOROS DE CÃES E BOVINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM NEOSPORA 
CANINUM E TESTADOS COM ANTÍGENOS DE N. CANINUM  E N. HUGHESI 
 
GONDIM, L. F. P. 1,*, LINDSAY, D. S. 2, MCALLISTER, M. M. 3 

 
1 Universidade Federal da Bahia, Escola de Medicina Veterinária, Departamento de Patologia e Clínicas, Av. 
Ademar de Barros 500, Ondina, Salvador, Bahia,  Brasil, 40170-110. 
2 Center for Molecular Medicine and Infectious Diseases, Department of Biomedical Sciences and Pathobiology, 
Virginia-Maryland Regional College of Veterinary Medicine, Virginia Tech, Blacksburg, Virginia 24061-0342. 
3 University of Illinois, Department of Veterinary Pathobiology, 2001 South Lincoln Avenue, Urbana, Illinois 61802.  
 
Resumo 
Neospora caninum  é um protozoário parasita que infecta um grande espectro de animais 
doméstico e silvestres, sendo um importante causador de abortamento em bovinos, além de 
provocar alterações neuromusculares em outros animais. Cães e coiotes são hospedeiros 
definitivos de N. caninum, os quais podem excretar oocistos do parasito nas fezes. Neospora 
hughesi é um protozoário associado com mieloencefalite em equinos, cujo hospedeiro definitivo 
ainda é desconhecido. O objetivo deste estudo foi investigar se soros de animais infectados 
experimentalmente com N. caninum exibem reatividade cruzada quando testados com 
antígenos de N. caninum e N. hughesi em testes de immunofluorência indireta (IFI). Noventa e 
quato amostras (47 pré-infecção e 47 pós-infecção com N. caninum) de cães, bezerros e vacas 
foram testadas pela IFI. Todas as 47 amostras pré-infecção para N. caninum, incluindo 10 soros 
caninos, 20 soros de bezerros e 17 soros de vacas, foram negativas para N. caninum e N. 
hughesi. Todas as 47 amostras  pós-infecção, foram positivas para N. caninum e N. hughesi, 
embora as reações para N. hughesi apresentaram normalmente positividades em uma menor 
diluição (p < 0.02). Portanto, inquéritos sorológicos para a detecção de animais infectados com  
N. hughesi podem gerar resultados incorretos devido a reações cruzadas com N. caninum.  
 
INTRODUÇÃO 

Neospora caninum é um protozoário que acomete uma grande variedade de espécies 
animais domésticas e silvestres  (Anderson et al., 1991; Woods et al., 1994; Barber and Trees, 
1996; Gondim et al., 2004a; Huang et al., 2004), estando comumente associado com 
abortamentos em bovinos (Dubey, 2003). O parasito foi classificado em 1988 como a primeira 
espécie do gênero Neospora, classificação esta baseada em características morfológicas e 
antigênicas de estágios assexuados do protozoário (taquizoítos e bradizoítos encistados) em 
cães infectados. Dez anos após sua classificação, descobriu-se que cães eram hospedeiros 
definitivos do parasito (McAllister et al., 1998). Posteriormente, coiotes (Canis latrans) também 
foram identificados como hospedeiros definitivos de N. caninum  (Gondim et al., 2004c).  

Um organismo semelhante a N. caninum, isolado de um equino com mieloencefalite 
(Marsh et al., 1996), foi classificado como uma nova espécie, Neospora hughesi, baseado em 
características moleculares, antigênicas e estruturais, quando comparado com N. caninum  
(Marsh et al., 1998). Em relatos posteriores, importantes antígenos de N. caninum  e N. hughesi, 
SAG1, SRS2, GRA6, and GRA7 foram comparados e confirmados como sendo diferentes 
(Marsh et al., 1999; Dubey et al., 2001; Walsh et al., 2001). Camundongos, equinos e coelhos, 
apresentaram reatividade sorológica cruzada com N. caninum (Dubey et al. 2001; Marsh et al. 
1998; Packham et al. 2002; Hoane et al. 2005), e um coelho infectado com N. caninum   mostrou 
reactividade cruzada com N. hughesi (Packham et al., 2002). 
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Estudos sorológicos para a detecção de animais infectados com Neospora spp. têm sido 
relatados por vários autores (Cheadle et al., 1999; Vardeleon et al., 2001; Gupta et al., 2002; 
Packham et al., 2002; Dubey et al., 2003; Pitel et al., 2003). Nesses estudos não é possível a 
determinação do número exato de animais infectados com N. hughesi ou N. caninum. ELISAs 
recombinantes baseados nos antígenos de superfície de 29-KDa de N. caninum (rNc-SAG1) 
(Howe et al., 2002) e de N. hughesi (rNh-SAG1) (Hoane et al., 2005) têm sido desenvolvidos. 
Esses ELISAs exibiram elevadas especificidades e sensibilidades, contudo observou-se 
reatividade cruzada entre N. caninum  e N. hughesi (Hoane et al., 2005). 

O objetivo do estudo corrente foi investigar se cães, bezerros e vacas infectados 
experimentalmente com N. caninum, exibem diferenças significativas quando examinados por 
meio de testes de imunofluorescência indireta (IFI) com antígenos de N. caninum e N. hughesi. 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Amostras de soro 

Foram obtidas amostras de soro de bezerros, vacas e cães, os quais haviam sido 
infectados experimentalmente com N. caninum entre os anos de 2000 e  2004 na Universidade 
de Illinois em Urbana-Champaign. Quarenta amostras de soro, incluindo 20 amostras pré-
infecção e 20 pós-infecção, foram obtidas de bezerros recém-nascidos, infectados por via 
endovenosa com taquizoítos, ou inoculados oralmente com oocistos esporulados de  N. 
caninum (Gondim et al., 2002; Gondim et al., 2004c). Vinte amostras de soros de cães (10 pré-
infecção e 10 pós-infeção) foram obtidas de animais que consumiram tecidos infectados com N. 
caninum (Gondim et al., 2002; Gondim et al., 2005). Trinta e quatro soros de vacas, consistindo 
de 17 pré-infecção e 17 pós-infecção, foram obtidos de vacas inoculadas oralmente com 
oocistos esporulados de N. caninum (Gondim et al., 2004b). 
Parasitos 

Taquizoítos de N. caninum (cepa NC-beef) (McAllister et al., 2000) e N. hughesi (Nh-A1 
strain) (Walsh et al., 2001) foram cultivados em células Vero com RPMI contendo L -Glutamine, 
suplementada com 5% se soro equino, 100 U/ml de penicilina e 100 µg/ml de estreptomicina. 
Os taquizoítos eram removidos quando cerca de 80% das monocamadas com células estavam 
infectadas. As suspensões de células infectadas eram passadas em seringas com agulhas de 
26G, suspendidas em PBS e purificadas em filtros de 5 µm. O filtrado era lavado três vezes por 
centrifugações (1200 g por 10 min)  em PBS e o sedimento era suspendido para uma 
concentração final de 500 a 1000 taquizoítos/µl. Os taquizoítos purificados eram distribuídos em 
lâminas de 12 poços revestidas com, secadas em temperatura ambiente e fixadas por 5 min em 
metanol. As lâminas com antígeno eram estocadas à -20°C até a realização dos testes. 
Imunofluorescência indireta 

As amostras de soro foram testadas simultaneamente para N. caninum  e N. hughesi, 
empregando-se lâminas com antígeno estocadas à –20°C por 1 a 5 semanas . Soros de cães e 
bezerros foram triados a 1:50 em PBS e os soros de vacas foram testados em 1:200. Os títulos 
para ambos os parasitos foram determinados em todas as amostras positivas, por meio de 
diluições séricas dobradas. Anticorpos anti-IgG bovino e anti-IgG canino conjugados ao 
isotiocianato de fluoresceína (Bethyl, Montgomery, Texas) foram utilizados como conjugados 
para os soros bovinos e caninos respectivamente .  
Estatística 

O teste de Wilcoxin foi empregado para a comparação dos títulos dos soros entre  as 
amostras de cães, bezerros e vacas, utilizando-se um intervalo de confiança de 95%.   
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RESULTADOS 

Foram utilizadas nesse estudo 94 amostras de soros de cães, bezerros e vacas, 
incluindo 47 amostras pré-infecção, e 47 amostras pós-infecção, colhidas após exposição à N. 
caninum (taquizoítos, bradizoítos ou oocistos). As 47 amostras pré-infecção para N. caninum, 
incluindo 10 soros de cães, 20 de bezerros e 17 de vacas, testaram negativas para N. caninum  
e N. hughesi. Todos os soros de animais infectados com N. caninum  resultaram em positivos na 
IFI com antígeno de N. hughesi; contudo, os títulos séricos para N. caninum foram 
significativamente maiores (P  < 0.02; normalmente 1 diluição diferente) do que os títulos para N. 
hughesi nos cães, bezerros e vacas (Tabela I). Os títulos séricos para bezerros, vacas e cães 
variaram de 100-25600, 400-6400 e 100-1600, respectivamente, ao passo que os títulos obtidos 
empregando-se na IFI antígeno de N. hughesi variaram de 50-12800, 200-3200 e 50-800 para 
bezerros, vacas e cães respectivamente (Tabela II). 

  
Table I. Reatividade cruzada de soros de animais infectados com Neospora caninum, avaliada por meio de testes de 

imunofluorescência indireta.  

 Soros 

 Pré-infecção com 

N. caninum 

 Pós-infecção com 

N. caninum 

 Dog Calf Cow  Dog Calf Cow 

Número de animais 

 

10 20 17  10 20 17 

Animais soropositivos para N. 

caninum 

0 0 0  10 20 17 

Animais seropositivos para N. 

hughesi 

0 0 0  10 20 17 

Animais com títulos de N. 

caninum maiores que  N. hughesi  

- - -  8* 17* 12* 

Animais com títulos de N. 

hughesi maiores que N. caninum 

- - -  0 0 0 

* P < 0.02 

Table II. Títulos de anticorpos de bezerros, vacas e cães infectados experimentalmente com Neospora 
caninum, determinados por meio de testes de imunofluorescência indireta empregando-se antígenos de N. 
caninum e N. hughesi 

Imunofluorescent Antibody Tests 
Antibody titers  For N. caninum  For N. hughesi 
  Calves Cows Dogs  Calves Cows Dogs 
50  0 * 0  1 * 1 
100  1 * 1  1 * 1 
200  0 0 2  2 3 4 
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400  3 5 1  2 5 0 
800  2 4 3  2 5 4 
1600  2 4 3  2 1 0 
3200  3 3 0  5 3 0 
6400  5 1 0  4 0 0 
12800  2 0 0  1 0 0 
25600  2 0 0  0 0 0 
* Não testados nas referidas diluições 
 
DISCUSSÃO 

O presente estudo reforça o porencial de ocorrência de reatividade cruzada entre N. 
caninum e N. hughesi nos testes sorológicos, que gera confusão na interpretação e confiança 
nos resultados quando um dos parasitos é investigado individualmente. Essa é a primeira vez 
que soros de cães ou bovinos, experimentalmente infectados com N. caninum, são testados 
empregando-se  N. caninum  e N. hughesi como antígenos.  Sorologia para o protozoário 
Hammondia heydorni não foi incluída neste experimento, pois não há teste sorológico 
disponível para a detecção de anticorpos contra este parasito.  

Este estudo também evidencia que soros obtidos após a infecção com N. caninum em 
bovinos e cães, testados simultaneamente na IFI para N. caninum e N. hughesi, exibiram títulos 
mais elevados quando N. caninum foi empregado como antígeno. Embora os títulos de 
anticorpos séricos tenham sido maiores empregando-se antígeno de N. caninum (P < 0.02), 
houve ao mesmo tempo, reatividade cruzada significativa com N. hughesi (P < 0.001).  
Portanto, confirma-se aqui que inquéritos sorológicos para N. hughesi podem ser confundidos 
caso os animais estudados  tenham anticorpos anti-N. caninum. Embora não tenha sido testado 
o oposto (títulos para N. caninum  em animais infectados com N. hughesi), parece ser provável 
que existe a mesma possibilidade de reatividade cruzada nos testes, o que potencialmente gera 
resultados falso-positivos na sorologia para N. caninum .   

Packham et al. (2002) compararam diferentes técnicas sorológicas (IFI, ELISA e DAT) 
empregando-se soros de equinos infectados experimentalmente com N. hughesi e concluíram 
que a IFI foi o único teste, entre os estudados,  que permitiu uma discriminação entre equinos 
infectados e não infectados. Recentemente foi desenvolvido um ELISA para N. hughesi a partir 
do antígeno SAG1 recombinante  (Hoane et al., 2005); este teste apresentou maior 
especificidade do que os anteriores, contudo, falhou em discriminar entre animais infectados 
com N. caninum e N. hughesi. 

Infecção natural com N. hughesi não tem sido confirmada em outras espécies animais 
além de equinos. Esse fato não exclui a possibilidade que N. hughesi infecte diferentes 
espécies animais domésticas e silvestres. É também esperado que o hospedeiro definitivo de N. 
hughesi, o qual até hoje é desconhecido, seja alguma espécie animal carnívora largamente 
distribuída. É razoável especular que numerosos estudos sorológicos para a identificação de 
animais infectados com N. caninum tenha sido confundido com N. hughesi. Um outro fator de 
confusão é a ocorrência de infecções pelo protozoário Hammondia heydorni, o qual é muito 
próximo filogeneticamente de Neospora sp (Ellis et al., 1999), e ainda não pode ser investigado 
sorologicamente devido a inexistência de teste sorológico para essa espécie. Portanto, até o 
momento, não é possível a diferenciação sorológica entre infecções causadas N. hughesi, N. 
caninum e H. heydorni. A diferenciação entre os três parasitos é possível quando DNA dos 
mesmos é obtido (Marsh et al., 1998; Ellis et al., 1999; Slapeta et al., 2002). Estudos adicionais 
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são necessários para a elaboração de técnicas sorológicas capazes de diferenciar infecções 
causadas por N. hughesi, N. caninum  e H. heydorni. 
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