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RESUMO

Buscou-se detectar a frequência de anticorpos anti-
Neospora spp. em amostras de potros pré-colostrais, bem como
estabelecer a melhor diluição do soro sanguíneo para ser
utilizado na imunofluorescência indireta. Foram analisadas
203 amostras sorológicas de potros pré-colostrais, pela reação
de imunofluorescência indireta em diferentes titulações. As
titulações 16 e 50 apresentaram 25,1% e 9,9% de potros pré-
colostrais positivos, respectivamente. Dessa forma, em amostras
de soro de animais desprovidos de colostro, pode-se considerar
a titulação 16 mais apropriada para detectar a ocorrência de
infecção pelo protozoário e assim da transmissão
transplacentária pelo Neospora spp. em equinos.

Palavras-chave: diagnóstico, equino, imunofluorescência
indireta, Neospora spp ., transmissão
transplacentária.

ABSTRACT

The objective of this study was to detect the
frequency of antibodies against Neospora spp. in samples of
presuckle foal, as weel as determine the best dilution of serum
to be used in indirect fluorescent antibody test. We analyzed
serum samples from 203 presuckle foals, by indirect fluorescent
antibody test in different titrations. The titrations of 16 and 50
showed 25.1% and 9.9% of presuckle foals positive, respectively.
Thus, in serum samples from presuckle foals the titration 16
can be considered more appropriate to detect the occurrence
of infection by the protozoan and therefore the transplacental
transmission of Neospora spp. in horses.

Key words: diagnosis, horse, indirect fluorescent antibody
test, Neospora spp., transplacental transmission.

- NOTA -

Em equinos, a ocorrência da infecção por
Neospora spp. foi descrita na América (HOANE et al.,
2006; LOCATELLI-DITRICH et al., 2006), Ásia (GUPTA
et al., 2002; KLIGLER et al., 2007) e Europa (PITEL et
al., 2003; CIARAMELLA et al., 2004; KILBAS et al.,
2008; BARTOVÁ et al., 2010). Esse parasito está
relacionado a doenças reprodutivas, como aborto e
mortalidade neonatal (VERONESI et al, 2008); e
principalmente a casos de mieloencefalite protozoária
equina (MEP) (VARDELEON et al., 2001; PACKHAM
et al., 2002; PITEL et al., 2003; FINNO et al., 2007). O
protozoário N. huguesi é o agente etiológico da
infecção, sendo ainda incerto se o N. caninum também
está relacionado à neosporose nesses hospedeiros
(DUBEY & SHARES, 2011).

A infecção pelo N. caninum pode ocorrer
tanto pela via horizontal, pela ingestão de oocistos
excretados pelo hospedeiro definitivo, como pela via
vertical, transplacentária (DUBEY, 1999). Porém, em
equinos, apesar da suspeita da infecção
transplacentária ocorrer (DUBEY & PORTIFIELD, 1990;
TOSCAN et al., 2010), somente recentemente foi
comprovada essa via de transmissão pelo N. hughesi
(PUSTERLA et al., 2011).

A placenta dos equinos é classificada como
difusa epiteliocorial microcotiledonária, a qual não
possibilita a transferência de imunoglobulinas da égua
para seu feto (LeBLANC, 1990; ABD ELNAEIM et al.,
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2006). Também o feto equino é capaz de formar uma
resposta imune humoral se exposto a um antígeno após
180 dias de gestação (COOK et al., 2001). Portanto, os
potros soropositivos em coletas antes da ingestão do
colostro foram desafiados pelo Neospora spp. ainda
na vida intrauterina, pela forma transplacentária.

Assim, o presente trabalho visa a detectar a
frequência de ocorrência de anticorpos em amostras
de potros desprovidos de colostro, bem como
estabelecer a melhor diluição do soro sanguíneo para
ser utilizado na imunofluorescência indireta (IFI).
Paralelamente, espera-se reafirmar a ocorrência de
infecção transplacentária em equinos pelo referido
protozoário. Para tanto, foram coletadas por punção
de veia jugular amostras de sangue de 203 neonatos
antes da ingestão do colostro, em dois haras localizados
no município de Bagé (31°19’ S e 54°06’ W, altitude
212m) na região sudoeste do Rio Grande do Sul, Brasil.
Após a obtenção, o sangue total foi centrifugado 250g
por 10 minutos para separação e então recolhimento
do soro, o qual foi estocado a -20°C até ser testado.

A pesquisa de imunoglobulinas da classe G
(IgG) anti-Neospora spp. foi realizada pela técnica de
imunofluorescência indireta (IFI), segundo CONRAD
et al. (1993). Para tal, foram usados como antígenos
primários, taquizoítas de N. caninum da cepa NC-1
cultivados em células da linhagem VERO. O anticorpo
anti-IgG equina, conjugado à fluoresceína foi usado
como anticorpo secundário na reação (LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2006). Amostras de soro sabidamente
positivas e negativas quanto à presença de anticorpos
anti-Neospora spp. foram utilizadas como controle
positivo e negativo, respectivamente. A amostra era
considerada positiva quando a fluorescência ocorria
em toda a superfície dos taquizoítas de N. caninum e
negativa quando a fluorescência era apical ou ausente
(PARÉ et al., 1995). As amostras de soro de potros
desprovidos de colostro foram testadas quanto a
presença de anticorpos em duas diluições diferentes:
1:16 e 1:50. As amostras positivas foram testadas até a
máxima diluição em que foram detectados anticorpos
contra o protozoário.

Foram percebidas diferenças na detecção
de anticorpos contra o protozoário quando utilizadas
as duas diluições do soro (1:16 e 1:50).  Sendo que das
203 amostras de potros pré-colostrais, 25,1% (51/203)
foram positivas com título de 16 e, na diluição de 1:50,
a detecção de amostras soropositivas foi de 9,9% (20/
203). Esse percentual de amostras soropositivas na
diluição de 1:50 foi reduzido para 4,4% (09/203) quando
testadas na diluição de 1:100, 2,9% (06/203) na de 1:200
e 1,4% (03/203) na de 1:400. Em nenhuma amostra foram
detectados anticorpos na diluição de 1:800.

Estes resultados demonstram que, para
detecção de anticorpos anti-Neospora spp. em
amostras de soro de equinos pré-colostrais, a melhor
diluição do soro a ser testada é de 1:16, uma vez que
apresenta maior sensibilidade. Assim, essa diluição
possibilita que potros desafiados pelo Neospora spp.,
mas com baixa concentração de IgG anti-Neospora
spp., sejam detectados, reduzindo a frequência de falso-
negativos.

A redução da diluição na IFI torna-se mais
necessária quando estamos analisando amostras de
soro equino desprovidos de colostro, principalmente
para estabelecer a ocorrência ou não de infecção
transplacentária, uma vez que amostras sorológicas de
potros pré-colostrais apresentam concentrações
reduzidas de IgG (LANG et al., 2007). Esses anticorpos
presentes no soro dos neonatos são sintetizados pelo
feto equino ainda na gestação e os níveis endógenos
vagarosamente aumentam, sendo detectadas
pequenas quantidades de IgM (8-20mg dl-1) e traços
de IgG (<15mg dl-1) (LeBLANC, 1990).

Resultados de redução gradativa de equinos
soropositivos para diferentes titulações foram
relatados por VARDELEON et al. (2001), quando
analisaram a prevalência de N. huguesi e Sarcocystis
neurona em diferentes localidades geográficas, e por
KLIGLER et al. (2007), que compararam éguas
saudáveis, éguas com problemas reprodutivos e
equinos com sinais de problemas neurológicos, e
observaram que das éguas saudáveis 8,1% (65/800)
eram soropositivas para Neospora spp. na titulação 50
e, quando essas mesmas amostras eram diluídas na
concentração de 1:100, 1:200 e 1:400, a soroprevalência
reduzia para 1,3% (10/800), 1,1% (09/800) e 0,8% (06/
800), respectivamente.

A titulação 16 apresentou maior frequência
de detecção de anticorpos (25,1%), em relação às demais
titulações. No entanto, o estudo visando a investigar a
presença de anticorpos anti-Neospora spp. em potros
pré-colostrais, realizado por LOCATELLI-DITTRICH
et al. (2006), não obteve esse aumento na detecção de
anticorpos quando utilizada a titulação 16. Já
PACKHAM et al. (2002) observaram falsos positivos
na técnica de imunofluorescência indireta, quando
testaram o soro de equinos adultos (entre 5 e 18 anos
de idade) em  titulação <40, o que não reduz a
confiabilidade de nossos resultados, pelo fato de
estarmos padronizando a titulação para sorologia de
potros pré-colostrais que sabidamente têm níveis de
IgG reduzidas (LeBLANC, 1990).

Amostras de soro de potros desprovidos
de colostro apresentam quantidade de anticorpos
reduzidos, como demonstrado por LANG et al. (2007),
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os quais testaram o soro de 17 potros pré-colostrais e
encontraram valores de IgG inferiores a 100mg dL-1,
através da técnica de imunodifusão radial simples. A
diluição do soro de 1:16 aumenta a possibilita de
detecção do desafio endógeno pelo Neospora spp.,
pois aumenta a sensibilidade de detecção de
anticorpos. Quanto ao risco de reação cruzada com
outros protozoários, a ocorrência é reduzida, visto que
os níveis de anticorpos presentes em soros de potros
pré-colostrais soronegativos para Neospora spp. por
IFI, na titulação 16, variaram entre 10mg dL-1 a 80mg
dL-1 (LOCATELLI-DITTRICH  et al., 2006).
Adicionalmente, somente são consideradas positivas
as amostras com fluorescência em toda a superfície do
taquizoíto.

Estudos sobre a epidemiologia da
neosporose em equinos não estão totalmente
elucidados, e dados sobre a possibilidade de desafio
endógeno pelo Neospora spp. são de suma
importância para o estabelecimento de medidas
profiláticas, buscando reduzir os problemas acarretados
por esse protozoário. Este trabalho demonstra a
presença de anticorpos anti-Neospora spp.  em potros
desprovidos de colostro e determina a melhor diluição
do soro a ser utilizada. Dessa forma, em amostras de
soro de animais desprovidos de colostro, pode-se
considerar a titulação 16 mais apropriada para detectar
a ocorrência de infecção pelo protozoário e assim a
ocorrência da transmissão transplacentária pelo
Neospora spp. em equinos.
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