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ABSTRACT.- Cadore G.C., Vogel F.S.F., Sangioni L.A., Pena H.F.J. & Gennari S.M.
2010. [IgM and IgG as markers of infection transplacentary Neospora caninum in
bovine fetuses.] IgM e IgG como marcadores da infecgao transplacentéria por Neospora
caninum em fetos bovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 30(7):551-553. Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva (Doencas Parasitérias), Universidade Federal de Santa Maria,
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The aim of this study was to determine the occurrence of anti- Neospora caninum antibodies
in serum samples collected from 260 bovine fetuses, between July 2007 and March 2008, in
an abattoir in the municipality of Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. An indirect fluorescent
antibody test was used to detect anti-N. caninumimmunoglobulins G (IgG) and M (IgM), using
a cut-off of 1:25. Considering IgG or IgM detection, 15% (39/260) of the samples tested were
found positive. Among the positive samples, 38 (97.4%) were positive for IgG and 6 (15.4%)
for IgM. However 5 (12.8%) of it were positive for both IgG and IgM. These results are in
agreement with the proven ability of N. caninumto fetal infection. IgM testing was few relevant
to detect N. caninum transplacental infection through fetal bovine serum analisys.

INDEX TERMS: Neospora caninum, indirect fluorescent antibody test, bovine fetuses, immuno-

globulin G and M (IgG and IgM).

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi determinar a ocor-
réncia de anticorpos anti-Neospora caninum em 260 amos-
tras de soro coletadas de fetos bovinos de julho de 2007 a
marcgo de 2008, em abatedouro do municipio de Santa Ma-
ria, Rio Grande do Sul, Brasil. Para detecc¢éo de anticorpos
anti-N. caninum, a técnica de imunofluorescéncia indireta
foi utilizada tanto para a detecgcéo de imunoglobulinas G e
M. Amostras com titulos €” 25 foram consideradas positi-
vas. Das 260 amostras testadas, 15% (39/260) foram posi-
tivas para anticorpos anti-N. caninum. Destas, em 38 (97,4%)
foi detectada a presenca de 1gG anti-N. caninum e em seis
(15,4%) de IgM. Em cinco amostras (12,8%) detectaram-se
ambos, IgG e IgM. Os resultados reafirmam a habilidade do
N. caninum em determinar infeccéo fetal. A pesquisa de
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IgM foi de limitada importancia na detec¢éo da infeccao via
transplacentaria em soro fetal bovino.

TERMOS DE INDEXACAQ: Neospora caninum, Imunofluores-
céncia indireta, fetos bovinos, Imunoglobulinas G e M (IgG e
IgM).

INTRODUCAO

A neosporose € uma doenca parasitaria causada pelo proto-
zoario intracelular Neospora caninum (Apicomplexa,
Sarcocystidae), este parasita foi descrito pela primeira vez
em caes na Noruega (Bjerkas et al. 1984). Desde entao, rela-
tos da infeccédo por este agente tém sido feitos em varias
espécies, incluindo ruminantes (Dubey & Lindsay 1996). Em
bovinos, a infecgédo é caracterizada pelo comprometimento
reprodutivo em fémeas, podendo causar abortos do terceiro
més até o final da gestacéo, porém, mais comumente duran-
te o quinto e 0 sexto més de gestacao, podendo ocorrer
repetidas vezes durante a vida reprodutiva destes animais
(Morales et al. 2001a, Garcia-Vazquez et al. 2002).
Achados de anticorpos contra N. caninum em fetos pode
determinar a ocorréncia da infecgéo por este protozoario, no
entanto, a resposta imunoldgica depende do estagio de de-
senvolvimento fetal, do nivel de exposicao e do tempo en-
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tre ainfeccao e a coleta de sangue (Dubey 2003). Por outro
lado, a presenca de anticorpos assegura a ocorréncia de
infecgao transplacentaria deste agente sem interferéncia da
imunidade passiva.

Este estudo teve como objetivo investigar a validade
da utilizagado de anticorpos das classes IgM e IgG como
marcadores da infec¢ao transplacentaria pelo N. caninum
em fetos bovinos. Além disso, determinar a ocorréncia da
infeccdo transplacentaria pelo N. caninum em amostras
de soro fetal de bovinos, coletados em abatedouro do
municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue de 260 fetos, independente do estagio de
gestacgao, histérico de problema reprodutivo e de vacinacao
contra Neospora caninum no rebanho, foram coletados em
frigorifico na cidade de Santa Maria, no estado do Rio Grande
do Sul, Brasil, durante o periodo de julho de 2007 a marco de
2008.

A coleta das amostras foi realizada na linha de abate atra-
vés de puncgdo da veia jugular ou diretamente do coragéo. As
amostras foram identificadas individualmente, centrifugadas e
0 soro armazenado em tubos do tipo Eppendorf a -20°C.

As amostras de soro foram submetidas a pesquisa de anti-
corpos anti-N. caninum através da técnica de imunofluores-
céncia indireta com taquizoitos da cepa NC-1, conforme
metodologia descrita por Dubey et al. (1988) e Paré et al. (1995).
As amostras de soro foram diluidas em 1:25 (Wouda et al.
1997a) e testadas para a presenca de imunoglobulinas G e M.
As amostras positivas, ou seja, com titulos de anticorpos iguais
ou superior a 25 nao foram tituladas. Como anticorpo secun-
dario, utilizou-se 1gG e IgM caprinas anti-bovino conjugadas
com fluoresceina®, considerou-se positivas as reagbes que
mostraram os taquizoitos com toda sua superficie fluorescente
(Conrad et al. 1993, Paré et al. 1995). Em cada lamina testada,
controles negativo e positivo foram utilizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados no Quadro 1.
Das 260 amostras testadas, em 39 (15%) foram detecta-
dos anticorpos anti-Neospora caninum. Destas amostras,
a IgG foi detectada em 97,4% (38/39) e a IgM foi detecta-
daem 15,4% (6/39). Em 84,6% das amostras (33/39), so-
mente imunoglobulinas da classe IgG foram detectadas;
12,8% das amostras (5/39) continham as duas classes; e
em 2,6% das amostras (1/39) foi detectada somente IgM.
Tanto a IgG quanto a IgM em amostras de soro de fetos
bovinos podem servir de marcadores da infecgéo trans-
placentaria por N. caninum (Dubey 2003). No presente
estudo, a ocorréncia de amostras positivas apenas para
IgG foi de 14,6% (38/260); e apenas para IgM foi de 2,3%
(6/260). A frequéncia de positivos de 15% (IgG + IgM) e
de 14,6%, quando considerada apenas a IgG, indica que
a pesquisa desta imunoglobulina isoladamente ja é sufi-
ciente para estudos de prevaléncia e de ocorréncia de
infeccao transplacentaria pelo N. caninum. A frequéncia
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Quadro 1. Deteccao de imunoglobulina G (IgG) e M (IgiM)
anti-Neospora caninum pela técnica de imunofluorescéncia
indireta em amostras de soro de fetos bovinos coletadas
em abatedouro, Santa Maria/RS, Brasil

IgM 1gG Total
Positivo(%) Negativo (%)
Positivo(%) 5(1,9) 1(0,4) 6 (2,3)
Negativo(%) 33(12,7) 221 (85) 254 (97,7)
Total 38(14,6) 222(85,4) 260(100)

de detecgéo de IgM isoladamente nas amostras de soro
testadas foi baixa (0,4%; 1/260) e aparentemente nao é
relevante para o diagndstico em nivel populacional. No
entanto, a pesquisa conjunta de IgG e IgM poderia contri-
buir para aumentar a sensibilidade do diagndstico sorolo-
gico de N. caninum em fetos. Estudos posteriores de-
vem ser conduzidos na tentativa de estabelecer em que
situacdes é valida a deteccao de imunoglobulinas da clas-
se M e o quanto pode contribuir em estudos de patogenia.

Em alguns estudos de patogenia da infeccao pelo N.
caninum, observou-se que a cinética de deteccao de IgM
e IgG durante a infeccao aguda parece nao diferir muito.
Serrano et al. (2006) demonstraram que, apds a infeccao
experimental intrauterina de bezerras, anticorpos das clas-
ses IgM e IgG foram detectados a partir do dia 15 e 18 pos
inoculacdo (pi), respectivamente. Os niveis maximos de
IgG foram detectados no dia 35 pi. Vacas prenhes inocula-
das no dia 140 de gestagao com taquizoitos apresentaram
picos de IgG também no dia 35 pi, mantendo titulos eleva-
dos até o final do estudo. Neste estudo nao foram pesqui-
sados os niveis de IgM nos animais adultos, porém a pre-
senca de IgG e IgM foi analisada nos fetos. Estes come-
caram a apresentar anticorpos especificos a partir dos 42
dias pi (Bartley et al. 2004). De Marez et al. (1999) compa-
raram os niveis séricos de IgM e IgG em bezerros, de-
monstrando que em animais infectados experimentalmen-
te com oocistos de N. caninum, niveis detectaveis de
ambas as imunoglobulinas foram detectados a partir de
duas semanas apos a infecgdo. Os niveis de IgM declina-
ram a partir do dia 30 apds a infecgéao, e os de IgG alcan-
g¢aram niveis maximos neste periodo.

No presente estudo, a detec¢édo de anticorpos em 15%
das amostras de soro dos fetos bovinos reafirma a ocorrén-
cia de infeccdo transplacentaria por este protozoario inde-
pendente da via de infeccdo das matrizes. A transmissao
vertical de N. caninum em bovinos é suficiente para a ma-
nutencéo do agente no rebanho, independentemente da pre-
senca de hospedeiros definitivos (Paré et al. 1996, Anderson
etal. 1997). Os resultados obtidos demonstram que tanto a
IgG quanto a IgM podem ser marcadores da infecgao trans-
placentaria em fetos de bovinos. No entanto, anticorpos da
classe IgG foram detectados com maior frequéncia do que
IgM. Além disso, os resultados indicam que a infec¢ao por
este protozoario esta disseminada no rebanho bovino, e que,
em estudos com amostras fetais, a detec¢ao de IgM anti-
N. caninum parece nao contribuir significativamente para
os resultados de soroprevaléncia.
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Quanto a prevaléncia de 15% encontrada no presente es-
tudo, resultados semelhantes foram encontrados no Brasil por
Guedes et al. (2008) que detectaram uma ocorréncia de 12,7%
de amostras positivas para IgG anti-N. caninum em 503 amos-
tras de soro fetal testadas, utilizando a mesma técnica e a
mesma diluicao do soro. Wouda et al. (1997b) na Holanda
examinaram amostras de soro de 2053 fetos e encontraram
17% de positividade o que corrobora os resultados obtidos no
presente estudo. Na Alemanha, (Sondgen et al. 2001) a ocor-
réncia foi de 12,6% em 135 fetos, e na Argentina, Moore et al.
(2002) detectaram ocorréncia de 12,1% em 240 fetos exami-
nados através da técnica de imuno-histoquimica.

Outros estudos demonstram alta prevaléncia de anticorpos,
Morales et al. (2001b), no México encontraram 77% em 211
fetos examinados; nos Estados Unidos, Anderson et al. (1995),
encontraram 42,5% (266 fetos). No entanto no Brasil Corbellini
et al. (2002) demonstraram a presenca de antigenos de N.
caninum, através da técnica de imuno-histoquimica, em 81,8%
dos fetos analisados. Deve-se considerar que estes fetos eram
provenientes de propriedades com histérico de problemas repro-
dutivos e remetidos ao laboratorio para diagndstico, o que pode-
ria justificar essa diferenca na prevaléncia encontrada.

Variacbes nas taxas de ocorréncia de anticorpos de-
tectadas podem ser decorrentes principalmente dos se-
guintes fatores: tipo de amostragem realizada, da técnica
utilizada e da diluicdo do soro. No entanto, seguramente
estes resultados reforcam que a infeccao por este proto-
zoario estd amplamente disseminada na populac¢éo estu-
dada. Varios trabalhos no Brasil demonstram a ocorréncia
da infeccao por N. caninum em amostras de soro de bovi-
nos tanto de leite como de corte e independente do histo-
rico de problema reprodutivo, com frequéncias de deteccao
de anticorpos variando entre 11,2% (Corbellini et al. 2002),
11,3% (Vogel et al. 2006) e 53,6% (Stobbe 1999).

Os resultados obtidos demonstram que a IgG pode ser
utilizada como marcador da infecc¢ao transplacentaria por
N. caninum em fetos bovinos. A deteccao de IgM parece
ser dispensavel no diagndstico de amostras fetais. A im-
portancia maior na detecg¢ao desta imunoglobulina esta re-
lacionada a estudos de patogenia. Paralelamente demons-
tra que a infecgéo por este protozoario esta disseminada
no rebanho bovino.
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