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Cerebral tissue from four fetuses and from a calf were obtained from a dairy herd in Parana State, Brazil, with a
history of abortion. Neospora caninum-specific antibodies were detected in 60 of 172 (34.8%) dairy cattle. The brain
homogenates were inoculated into Vero cell culture and intraperitoneally into outbred Swiss Webster mice and into
gerbils. Neospora caninum was isolated in Vero cell culture from the brain of an aborted 7-month-old fetus. The dam
of the aborted fetus was positive for N. caninum antibodies and had histories of three abortions. The new isolate
(BCN/PR3) was confirmed as N. caninum by polymerase chain reaction (PCR). N. caninum tachyzoites were not
isolated from the peritoneal exudate. Few tissue cysts were observed in mice and gerbils brains. The isolate BNC/

PR3 of N. caninum has been successfully maintained in cell culture.

KEY WORDS: Neospora caninum; bovine; isolation; fetus; tissue cysts.

RESUMO

Amostras de cérebro de quatro fetos e de um bezerro foram
obtidas de um rebanho leiteiro no Parana, Brasil, com histori-
co de abortos endémicos. A soro prevaléncia para N. caninum
foi de 34,8% (60/172). As amostras foram inoculadas in vitro
(células Vero) e in vivo (camundongos e gerbils). Neospora
caninum foi isolado do cérebro de um feto de sete meses de
idade, filho de vaca soro positiva para o agente ¢ com histori-
co de trés abortos consecutivos. A cepa BCN/PR3 foi isolada
in vitro ¢ confirmada como de N. caninum pela reagdo da
polimerase em cadeia (PCR). Taquizoitas ndo foram isolados
do exsudato peritonial dos camundongos e gerbils, contudo,
cistos do parasita foram observados no cérebro desses ani-
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mais. Os protozoarios estdo sendo mantidos em células Vero
de forma continua.

PALAVRAS-CHAVE: Neospora caninum; bovino; isolamen-
to; feto; cistos.

INTRODUCAO

O protozodario Neospora caninum é um parasita intracelular
obrigatorio que na ultima década despontou como a principal
causa de abortos em bovinos leiteiros, em varios paises
(ANDERSON et al., 2000). A neosporose clinica também foi
diagnosticada em cées, ovinos, caprinos, cervos, rinoceron-
tes e eqiiinos, causando encefalite e mortalidade neonatal
(DUBEY, 2003).

Os mecanismos de infec¢do por N. caninum sao a trans-
missdo vertical ou congénita e a horizontal, em que os bovi-
nos podem ser infectados pela ingestdo de oocistos elimina-
dos nas fezes de cées e coiotes (McALLISTER et al., 1998;
GONDIM et al., 2004). A transmissao vertical de Neospora
caninum parece ser a principal via de infeccdo nos rebanhos
bovinos com abortos endémicos. A transmissdo ocorre das
vacas para as suas descendéncias por varias geragdes, de

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 13, 3, 103-109 (2004)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



104

forma cronica e com uma eficiéncia de 81 a 95%, confirmada
pela presenca de anticorpos pré-colostrais nos bezerros nas-
cidos de maes soro positivas (ANDERSON et al., 2000).

A neosporose bovina estd amplamente disseminada na
Europa, Africa do Sul, Asia, Australia e nas Américas. No
Brasil ha relatos da ocorréncia de anticorpos anti-N.caninum
em bovinos do Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais, Sdo
Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Bahia e Sergipe.
No Parand, anticorpos anti N. caninum foram detectados em
bovinos leiteiros na regido Norte do Estado e nos municipios
de Carambei, Witmarsum, Chopinzinho, Quatro Barras e em
Sao José dos Pinhais, proximo a Curitiba (OGAWA etal., 1999;
LOCATELLI-DITTRICH, 2002; RAGOZO etal., 2003; GUIMA-
RAES JUNIOR etal., 2004).

Cepas de N. caninum foram isoladas de bezerros e de
fetos na Australia, Italia, Japdo, Coréia, Portugal, Suécia, In-
glaterra, Estados Unidos (DUBEY, 2003). No Brasil foram iso-
ladas de cdo, na Bahia (GONDIM et al., 2001) e de bezerro
com cegueira congénita, no Parana (LOCATELLI-DITTRICH
etal., 2003). No Brasil ndo existem relatos do isolamento de
Neospora caninum de feto bovino (DUBEY, 2003; GENNARI,
2004).

Em um rebanho leiteiro de Carambei, com historico de abor-
tos endémicos, a soroprevaléncia para N. caninum foi de 34,8%
(60/172) e as vacas soro positivas apresentaram um risco de
aborto quatro vezes maior do que as vacas soro negativas. Na
propriedade também foram detectados anticorpos pré-
colostrais nos bezerros filhos de mées soro positivas para N.
caninum (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001). Consideran-
do-se que os animais apresentaram sorologia positiva para N.
caninum e foram negativos na pesquisa de anticorpos contra
Toxoplasma gondii levantou-se a hipotese que N. caninum
estaria causando os abortos. O objetivo deste trabalho foi o
isolamento do protozodrio a partir de amostras de tecidos de
fetos e de bezerro com sorologia pré-colostral positiva para V.
caninum, procedentes do rebanho avaliado.

MATERIALE METODOS

Amostras para o isolamento in vitro e in vivo de Neospora
caninum

As amostras para isolamento de N. caninum foram obti-
das do cérebro de quatro fetos (FB1 a FB4) e de um bezerro
sadio, filho de vaca soro positiva para N. caninum e soro
positivo na amostra pré-colostral (titulo de 1:600). O bezerro e
sua mie apresentaram sorologia negativa para 7. gondii.

Os fetos FB1 e FB2 eram filhos de vacas soro negativas
para N. caninum. Os outros dois fetos, FB3 e FB4, eram filhos
de uma mesma vaca, soro positiva ao agente. Esta vaca ndo
tinha descendentes e abortou trés vezes consecutivas, nos
dias 03/09/98; 22/06/99 ¢ 02/02/00. O primeiro feto foi abortado
com seis meses de idade gestacional, e os outros dois, com
sete meses. Nos dois tltimos abortos os fetos FB3 e FB4 fo-
ram enviados ao laboratério para o isolamento de N. caninum.
Os fetos foram mantidos e enviados sob refrigeragéo ao labo-
ratorio, no dia seguinte ao aborto.
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Isolamento in vivo

Os inoculos dos fetos e do bezerro foram preparados se-
gundo o protocolo de isolamento de N. caninum de tecidos
(CONRAD etal., 1993), sendo mantidos a 4°C durante 14 dias,
para repeti¢do das inocula¢des. Os sedimentos de cérebro
dos animais suspeitos de neosporose foram ressuspendidos
em meio Eagle (Sigma) e inoculados em lotes de camundon-
g0s (Mus musculus) do tipo Swiss Webster, imunocompetentes
e imunodeprimidos, ¢ em gerbils (Meriones unguiculatus).
Nos animais controles foi inoculado o meio Eagle.

As suspensdes de cérebro dos fetos FB1, FB2, FB3 ¢ FB4
foram inoculadas em lotes de quatro camundongos imunode-
primidos:

a) 0,5 mldasuspensdo/ camundongo, via intra-peritonial
(IP), dois dias depois do aborto. Em cada camundongo foi
administrado 4,0 mg de acetato de metilprednisolona, MPA
(Depo-Medrol®), no dia da inoculagao.

As amostras de tecidos do bezerro BEZ1, soro positivo
para N. caninum, foram inoculadas em:

a) lote de quatro camundongos imunocompetentes: 1,0
ml da suspensio de cérebro/ camundongo, via IP; um diae 10
dias depois da eutanasia do bezerro;

b) lote de quatro camundongos imunodeprimidos: 1,0 ml
da suspensdo de cérebro/camundongo, via IP, um dia depois
da eutanasia do bezerro; 4,0 mg de acetato de metilprednisolona
por camundongo, no dia da inoculag@o.

c) lote de quatro gerbils: 1,0 ml da suspensao de cérebro/
animal, via IP; um dia e 10 dias depois da eutanasia do bezerro;

Dez dias apds as inoculag¢des foram realizadas as colheitas
de liquido peritonial de 50% dos camundongos e dos gerbils/
lote. Apds a eutanasia dos animais foi inoculado 5,0 ml de
solucdo de tampao fosfato (PBS), via IP. Em seguida, o con-
teudo foi retirado, transferido para um tubo conico,
centrifugado (2.600 rpm, 10 minutos) e o sedimento examinado
quanto a presenca de taquizoitas. Apds o exame, os sedimen-
tos foram ressuspendidos com 1,0 ml de meio Eagle e
reinoculados via IP em dois camundongos imunocompetentes.
Na seqiiéncia foram realizadas mais quatro sucessivas passa-
gens intraperitoniais em camundongos imunocompetentes,
com intervalos de cinco dias, objetivando-se uma formagao
continua de parasitas.

O restante dos animais inoculados permaneceu no biotério
para desenvolverem uma infecgdo cronica. As eutanasias fo-
ram realizadas de dois a 20 meses apos a inoculagdo, para
pesquisa de cistos no cérebro.

Isolamento in vitro de Neospora caninum

As amostras de cérebro dos fetos € do bezerro foram proces-
sadas, inoculadas em c€lulas Vero e incubadas em estufa de CO,,
a 37°C, por 12 horas. Na seqiiéncia, a suspensdo foi removida,
sendo acrescentado o meio Eagle. Os frascos foram avaliados
diariamente em microscdpio invertido (CONRAD et al., 1993).

Cultivo dos Protozoarios
Apbs o isolamento, os protozoarios foram mantidos nas
células Vero, em meio de manutengio Eagle suplementado com
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2% de soro fetal bovino. O meio foi substituido duas a trés
vezes por semana e os parasitas foram transferidos periodica-
mente para novos frascos, conforme o crescimento.

As cepas de referéncia de N. caninum, NC-1 e NC-2, e a
cepa RH de Toxoplasma gondii também foram cultivadas in
vitro para obtenc¢do do sedimento parasitario e extragdo do DNA.
As cepas de N. caninum foram cedidas pelo Laboratorio de
Parasitologia Veterindria da Universidade de Madison-
Wisconsin, EUA, e a cepa de 7. gondii foi cedida pelo Labora-
torio de Protozoologia Veterinaria da Universidade Estadual de
Londrina, Parana.

Caracterizacio molecular

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para
identificac@o da cepa de protozodrio isolada. A extracdo de DNA
foi realizada no sedimento parasitario obtido dos cultivos. As
amostras de DNA das células Vero, de duas cepas de N. caninum
de referéncia (NC-1 e NC-2), da cepa RH de T' gondii e a da
obtida in vitro, foram submetidas a amplificacao, utilizando-se
trés combinagdes de primers, Np21 e Np6, Np7 e Np4, Np21 e
Np4. O alvo daPCR foi a seqiiéncia Nc5 do DNA de N. caninum.
Esta seqiiéncia apresenta repeti¢des no genoma de N. caninum
e ndo foi encontrada no genoma de 7. gondii, Sarcocystis
capracanis, S. cruzi, S. miescheliana, S. moulei, S. tenella e
Hammondia hammondi (YAMAGE et al., 1996; BASZLER et
al, 1999).

A amplificag@o foi realizada no termociclador “Mini Cycler”
MJRESEARCH, com o seguinte programa: desnaturacao inici-
al de 5 minutos a 94°C, 40 ciclos de 1 minuto a 94°C para
desnaturacdo do DNA, 1 minuto a 50°C para anelamento dos
primers, 3 minutos e 30 segundos a 74°C para extensao. No final
foi programado 1 ciclo de 5 minutos a 72°C para a extensao final,
e posterior manutengdo a 4°C por 14 horas. Apos a amplifica-
¢do, os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,4%. Na eletroforese foi utilizado o marcador 1
Kb PLUS DNA de 100 a 12.000 pares de bases.

RESULTADOS

Isolamento in vitro

A cepa de protozoario BNC/PR3 foi isolada do cérebro do
feto bovino FB4, 30 dias apos a inoculagdo das amostras. Os
taquizoitas foram observados em areas de rompimento da
monocamada, em grupos ou isolados, ¢ de maneira gradativa
aumentaram a area de infec¢do com a destruigdo das células.
Os protozoarios extracelulares, isolados, em duplas ou em gru-
pos enovelados, foram observados em maior niimero, sobre
as células hospedeiras e nos espagos da monocamada. A mul-
tiplicagdo dos parasitas ocorreu de maneira lenta ¢ produziu
os efeitos citopaticos de destrui¢do gradativa da monocamada.
Nos frascos controle negativo ndo foram observados
protozoarios.

Isolamento in vivo
Taquizoitas do protozoario ndo foram isolados do liquido
peritonial dos animais inoculados com as suspensdes de cé-
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rebros dos fetos e do bezerro. Nas passagens intra peritoniais,
mesmo apds a quinta passagem cega, ndo foram observados
taquizoitas.

Em dois camundongos imunocompetentes foram obser-
vados cistos esféricos no cérebro, dez meses apds as
inocula¢des com as amostras de cérebro do bezerro soro posi-
tivo para N. caninum. Em um camundongo foram encontrados
dois cistos, com 29 um e 31 pm de didmetro (Figura 1). Os dois
cistos apresentavam uma parede espessa. Apenas um cisto
de parede espessa e com 33 um de didmetro foi observado no
cérebro de um gerbil, 20 meses depois da inoculagdo das amos-
tras.

Reacio da Polimerase em Cadeia - PCR

Os pares de primers produziram fragmentos amplificados
para a cepa isolada in vitro e para as duas cepas de N. caninum
de referéncia. As cepas NC-1, NC-2 e BNC/PR3 apresentaram
bandas de 328 pb com os primers Np21/Np6; de 376 pb com
os primers Np21 e Np4 e de 275 pb com os primers Np7 e Np4.
A cepa BNC/PR3 apresentou uma segunda banda, de 290 pb e
500 pb, com os primers Np21/Np4 e Np7/Np4, respectivamen-
te. A cepa de referéncia, NC-2, também apresentou uma se-
gunda banda de 500 pb com os primers Np7/Np4 e de 900 pb
com os primers Np21 /Np6 (Figura 2).

Os produtos de amplificagdo ndo foram obtidos com as
amostras de DNA de 7. gondii e das células Vero. A amplifica-

Figura 1. Cisto de Neospora caninum. Cisto de parede espessa
(seta) com 31 mm de diametro, no cérebro de camundongo inocula-
do com amostras de cérebro de bezerro com sorologia pré-colostral
positiva para Neospora caninum. Sem coloragdo. 1.000 X.
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Figura 2. Produtos da PCR obtidos com a cepa de protozoario isolada de feto bovino, em trés
combinacgdes de primers. Marcador molecular 1 kb plus DNA. A - Primers Np21 e Np6; B - Primers
Np7 e Np4; C — Primers Np21 e Np4. [NC-1 e NC-2 — cepas de referéncia de N. caninum; BNC/PR3
— cepa de N. caninum isolada de feto bovino; RH — cepa de referéncia de T. gondii; célula Vero —
célula do cultivo celular].

¢do das seqiiéncias do DNA da cepa isolada de feto bovino,
utilizando-se os primers especificos, identificou os
protozoarios como pertencentes a espécie Neospora caninum.

Cultivo da cepa BNC/PR3 de Neospora caninum

A cepa BNC/PR3 foi mantida em cultura continua nas célu-
las Vero e a primeira transferéncia dos parasitas foi realizada
apos 30 dias; a segunda, apés 20 dias, ¢ a terceira, apos 10
dias. O periodo de estabelecimento do cultivo foi de 60 dias. A
destrui¢do de 80% da monocamada de células foi utilizada
como pardmetro para a transferéncia dos parasitas para novos
frascos de cultivo, na dilui¢do de 1:2.

DISCUSSAO

O isolamento de taquizoitas in vivo foi negativo para to-
das as amostras, possivelmente devido a resisténcia dos ca-
mundongos ¢ gerbils a algumas cepas do parasita. A
imunosupressido dos camundongos ndo contribuiu para iso-
lar cepas de N. caninum, possivelmente porque as doses de
corticosteroides nao foram suficientes para inibir a produgéo
de interferon gama. Camundongos “knockout” (KO), sem
interferon gama, sdo os mais utilizados para o isolamento de
N. caninum (NISHIKAWA et al., 2001), porém, apresentam um
custo de aquisi¢do e dificuldades de manutengao elevados.

O isolamento in vitro da cepa BNC/PR3 de N. caninum de
um feto bovino confirmou a transmissdo congénita do
protozoario no rebanho de Carambei. Os parasitas foram iso-
lados do cérebro, principal local de encistamento do
protozoario, assim como a medula espinhal (DUBEY et al.,
1998). O periodo de isolamento de 30 dias foi similar ao perio-
do de 29 dias relatado por Davison et al. (1997), em células
Vero. Os periodos de 45 e até de 60 dias também foram relata-
dos para o isolamento de Neospora de bovinos, em células
Vero (KIM et al., 2000; STENLUND et al., 1997). Conrad et al.
(1993) isolaram duas cepas de N. caninum de bovinos, em 15
e 34 dias, em células bovinas, indicando que nas células Vero
os periodos de isolamento podem ser mais longos. Porém,
Yamane et al. (1997) isolaram uma cepa de N. caninum de be-
zerro clinicamente normal, em células endoteliais bovinas, apds
49 dias. Os frascos de cultivo devem ser observados durante
60 dias, porque os indculos podem conter poucos parasitas, o
periodo de adaptacdo das cepas de N. caninum ao cultivo
pode variar ou depender da célula usada no cultivo (DUBEY
etal., 1998).

A cepa BNC/PR3 apresentou um crescimento lento, evi-
denciado pela transferéncia dos parasitas a cada 10 dias, na
dilui¢do 1:2. A taxa de proliferagdo parece variar entre as dife-
rentes cepas de Neospora, sendo que alguns isolados multi-
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plicam-se mais rapidamente do que outros, provavelmente
devido a melhor adaptag@o ao crescimento em cultivo celular,
mas arazdo € desconhecida (DUBEY etal., 1998; KIM et al.,
2000).

O isolamento de N. caninum in vitro das amostras do be-
zerro foi negativo, possivelmente devido a inexisténcia do
parasita nos fragmentos coletados. Na maioria das amostras
de cérebro de bovinos com neosporose, os cistos ou taquizoitas
estdo em numero reduzido dificultando o isolamento do para-
sita. A obtenc¢do das amostras das regides submeningeal ou
paraventricular do cérebro, com mais lesdes e parasitas, foi
considerada a principal razdo do sucesso do isolamento das
duas cepas de Neospora de bovinos na Coréia (KIM et al.,
2000). O isolamento de N. caninum de bezerro clinicamente
sadio, com infec¢do congénita, foi relatado apenas uma vez,
no Japao (DUBEY, 2003).

Nos cérebros dos camundongos imunocompetentes e dos
gerbils que receberam duas inoculagdes das amostras de cé-
rebro do bezerro, foram observados poucos cistos esféricos,
com parede espessa, similares aos cistos de N. caninum. A
parede dos cistos de N. caninum ¢ mais espessa (= 1 um) do
que a parede de 7. gondii (< 0,5 pm), podendo ser diferencia-
dos pela microscopia 6tica (DUBEY etal., 2002). O niimero de
cistos observados foi pequeno, sendo de no maximo dois
cistos por camundongo e apenas um cisto por gerbil. Exis-
tem relatos desde a auséncia de cistos de N. caninum em
gerbils (BASSO et al., 2001) até numerosos (GONDIM et al.,
2001). A observagao dos cistos semelhantes aos de N. caninum
nos cérebros dos camundongos e do gerbil, inoculados com
amostras de cérebro do bezerro com sorologia pré-colostral
positiva para N. caninum ¢ negativa para T. gondii, indica
uma neosporose congénita no bezerro (DIJKSTRA et al.,
2001).

As seqiiéncias dos primers utilizadas neste estudo ndo
sdo encontradas no genoma de 7. gondii, Sarcocystis
capracanis, S. cruzi, S. miescheliana, S. moulei, S. tenella e
de Hammondia hammondi (YAMAGE et al., 1996). Os produ-
tos gerados com os pares Np21/Np6 e Np21/Np4 apresenta-
ram bandas mais fortes e mais definidas na eletroforese. O par
de primers Np21/Np6 produziu fragmentos com 328 pb para
as duas cepas de referéncia de N. caninum e para a cepa iso-
lada BNC/PR3. Estes primers foram utilizados para identificar
cepas de N. caninum de caes (PETERS etal., 2000; GONDIM
etal.,2001), de bovinos (SAWADA et al., 2000; LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2003; GONDIM etal., 2004) e para identificar
os oocistos de N. caninum em cées (BASSO et al., 2001). Es-
tes primers também foram utilizados na identificago do para-
sita em camundongos com infec¢cdo experimental
(McALLISTER etal., 1998) e em cérebro de ovelha com infec-
¢do natural (KOBAYASHI et al., 2001). As bandas adicionais
foram observadas para a cepa de referéncia NC-2 e para BNC/
PR3. Slapeta et al. (2002) também verificaram banda adicional
para a cepa CZ-4 de N. caninum, na amplificagdo da mesma
regido NcS do DNA do protozoario.

O aborto causado por N. caninum ocorre em novilhas ¢
vacas, entre os trés meses de gestagdo até a termo, porém, o
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periodo entre cinco e seis meses de gestacdo € o mais prova-
vel para ocorrer o aborto (ANDERSON et al., 2000). A cepa
BNC/PR3, isolada do feto com sete meses, indicou que o sis-
tema imune nao desenvolvido do feto contribuiu para a trans-
missdo do parasita, porque em alguns fetos o desenvolvimen-
to imunologico ocorre no final da gestagdo (BARR etal., 1993).

A infecgdo congénita por N. caninum foi confirmada no
rebanho, considerando o isolamento in vitro da cepa do
protozoario, BNC/PR3, de um feto de sete meses, de vaca soro
positiva, com histérico de trés abortos consecutivos e sem
descendentes. A transmissdo congénita ou transplacentaria
de N. caninum ¢ considerada a principal via de infec¢do em
bovinos, enquanto que H. heydorni ndo ¢ transmitida por
esta via (DIJKSTRA et al., 2001; DUBEY et al., 2002).
Hammondia heydorni também nio pode ser mantida em culti-
vo celular (DUBEY et al., 2002). Anticorpos contra 7. gondii
nio foram detectados na mae do feto com neosporose € o
parasita também nao foi isolado, afastando a possibilidade de
aborto por 7. gondii.

Segundo revisdo feita por Dubey em 2003 e por Gennari
em 2004, no Brasil existem relatos da presenga de anticorpos
contra N. caninum em bovinos, bufalos, cies, gatos, ovinos,
caprinos e em animais silvestres como cachorros do mato,
cervideos, gambas e capivaras (DUBEY, 2003; GENNARI, 2004).
Em eqiiinos os anticorpos contra N. caninum foram detecta-
dos em éguas com histdrico de aborto no Parana (LOCATELLI-
DITTRICH, 2002).

A detecgdo de N. caninum por imunohistoquimica, em fe-
tos no Rio Grande do Sul (CORBELLINI et al., 2002), o isola-
mento do protozoario de um c@o, na Bahia (GONDIM et al.,
2001), de um bezerro com cegueira congénita, no Parana
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003) e do feto bovino deste
estudo, reforcam a necessidade de incluir o parasita no diag-
nostico de abortos e doengas neurolégicas de bovinos.

CONCLUSOES

Este ¢ o primeiro relato de isolamento de Neospora caninum
de feto no Brasil, o que confirma a presenga e a transmissao
congénita do parasita no rebanho bovino avaliado. O reba-
nho apresentava um histérico de ocorréncia de varios abor-
tos, de uma elevada soro prevaléncia de anticorpos contra .
caninum (34,8%) e de um risco quatro vezes maior de aborto
nas vacas soro positivas. O nascimento de bezerros com
sorologia pré-colostral positiva e filhos de vacas soro positi-
vas também foi observado. Na propriedade ¢ realizado um
controle sanitario para as outras doengas reprodutivas e as
estratégias de controle da neosporose também serdo adotadas
para diminuir o niimero de abortos e os prejuizos causados
pela doenca.
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