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Resumo 
 
 

SINNOTT, Francine Alves. Desenvolvimento de um ELISA de bloqueio para o 
diagnóstico da neosporose bovina. 2014. 60f. Dissertação (Mestrado em 

Ciências) – Programa de Pós-Graduação em Parasitologia, Instituto de Biologia, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014. 
 
Neosporose é a doença causada pelo parasito intracelular obrigatório Neospora 
caninum, causando problemas reprodutivos, como abortos e mortalidade neonatal 
em diversos animais, sendo considerada uma das principais causas de abortos em 
bovinos em todo o mundo. O diagnóstico sorológico padrão é a imunofluorescência 
indireta (IFI), porém devido a semelhanças morfológicas e antigênicas de N. 
caninum com outros protozoários do filo Apicomplexa, como Toxoplasma gondii e 
Sarcocystis spp., pode ocorrer resultados falsos positivos. Para melhorar o 
diagnóstico desta parasitose e diminuir as reações cruzadas com outros coccídeos, 
à utilização de proteínas recombinantes específicas de N. caninum vem sendo 
descrita. A proteína de superfície Nc-p43 codificada pelo gene NcSRS2 é específica 
do parasito e está presente em taquizoítos e bradizoítos de N. caninum. Ensaios no 
formato ELISA indireto vêm sendo desenvolvidos para o diagnóstico da neosporose, 
no entanto os ELISAs de bloqueio podem apresentar nível adicional de 
especificidade. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e 
padronizar um ELISA no formato bloqueio (b-ELISA) para o diagnóstico da 
neosporose bovina. Para tal, o gene NcSRS2, previamente clonado em vetor 
plasmidial, foi utilizado para produzir a proteína recombinante (rNc-p43) em sistema 
de expressão procarioto Escherichia coli. A proteína purificada foi utilizada para 
produzir um anticorpo policlonal (pAb/rNc-p43) em coelho e este foi posteriormente 
purificado e caracterizado através de ELISA indireto. Para o desenvolvimento do b-
ELISA foram utilizados um total de 152 soros bovinos (71 negativos e 81 positivos) e 
10 soros bovinos positivos para toxoplasmose, todos previamente confirmados por 
IFI. Como controles, um pool de todos os soros positivos e um pool de todos os 
soros negativos foi utilizado, além de um soro normal de terneiro, confirmado através 
de IFI, utilizado como controle negativo referencial. O percentual de inibição de cada 
amostra foi determinado pela comparação da média da densidade óptica (DO) de 
cada soro teste com a média da DO do controle negativo referencial. O ponto de 
corte foi determinado pelo percentual de inibição do pool negativo. Os resultados 
obtidos sugerem que o b-ELISA é uma ferramenta que pode ser utilizada no 
diagnóstico da neosporose bovina, com sensibilidade de 98.7% e especificidade de 
88.7%, quando comparado com a IFI. Os anticorpos contra T. gondii presentes nas 
amostras positivas para toxoplasmose não foram capazes de reconhecer a rNc-p43. 
O b-ELISA demonstrou que as amostras de soros positivas para N. caninum são 
capazes de impedir a ligação do pAb/rNc-p43, possibilitando a detecção de 
diferentes classes de anticorpos em um único ensaio. Esta técnica pode ser uma 
alternativa de triagem para a detecção de anticorpos contra N. caninum em 
populações de bovinos. 
 
Palavras-chave: Neosporose; Neospora caninum; ELISA; diagnóstico; Nc-p43 

 



 

Abstract 
 
 

SINNOTT, Francine Alves. Development of a blocking ELISA for the diagnosis of 
bovine neosporosis. 2014. 60f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Programa de 

Pós-Graduação em Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2014. 
 
Neosporosis is a disease caused by the obligate intracellular parasite Neospora 

caninum, causing reproductive disorders, such abortions and sltillbirths in several 

animals, being considered a major cause of abortion in cattle worldwide. The 

serological standard diagnosis is indirect fluorescent-antibody test (IFAT), but due to 

morphological and antigenic similarities of N. caninum with other protozoa of the 

phylum Apicomplexa, such as Toxoplasma gondii and Sarcocystis spp., false positive 

results may occur. To improve the diagnosis of this disease and reduce cross-

reactions with other coccidian, the use of specific recombinant proteins of N. caninum 

has been described. The Nc-p43 surface protein encoded by the gene NcSRS2 is 

specific of the parasite and is present in tachyzoites and bradyzoites of N. caninum. 

Indirect ELISA format assays have been developed for the diagnosis of neosporosis, 

however the blocking ELISA may present additional level of specificity. In this 

context, the objective of this study was develop and standardize a blocking ELISA (b-

ELISA) for the diagnosis of bovine neosporosis. To this end, NcSRS2 gene, 

previously cloned into plasmid vector, was used to produce the recombinant protein 

(rNc-p43) in prokaryotic expression system Escherichia coli. The purified protein was 

used to produce a polyclonal antibody (pAb/rNc-p43) in rabbit and this was further 

purified and characterized by indirect ELISA. For the development of the b-ELISA 

were used a total of 152 cattle sera (71 negative and 81 positive) and 10 positive 

cattle sera for toxoplasmosis, all previously confirmed by IFI. As controls, a pool of all 

positive sera and a pool of all negative sera were used, in addition to a normal calf 

serum, confirmed by IFAT, used with negative reference sera. The percent inhibition 

for each sample was determined by comparing the optical density (OD) mean of test 

sera to the OD mean of negative reference sera. The cut-off value was determined 

as the percent inhibition of negative pool. The results suggest that the b-ELISA is a 

tool that can be used for diagnosis of bovine neosporosis, with a sensitivity of 98.7% 

and specificity of 88.7% when compared with the IFAT. Antibodies against T. gondii 

present in positive samples for toxoplasmosis were not able to recognize the rNc-

p43. The b-ELISA showed that serum samples positive for N. caninum is able to 

prevent the binding of pAb/rNc-p43, enabling detect different class of antibodies in a 

single assay. This technique is an alternative to screening for antibodies against N. 

caninum in cattle populations. 

 
Key words: Neosporosis; Neospora caninum; ELISA; diagnostic; Nc-p43 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Neospora caninum é um parasito do filo Apicomplexa, que foi isolado 

primeiramente por Dubey et al. (1988) causando a doença conhecida por 

neosporose, sendo esta uma das principais causas de abortos em bovinos no 

mundo, tanto em criações de gado de leite quanto em gado de corte (ANDREOTTI 

et al., 2009; COBADIOVA et al., 2013; PEREIRA et al., 2014). N. caninum é um 

parasito intracelular obrigatório, sendo os canídeos os hospedeiros definitivos, e os 

hospedeiros intermediários podendo ser uma ampla variedade de mamíferos, como 

bovinos, equinos, caprinos, ovinos, entre outros (DONG, et al., 2012). A neosporose 

canina se caracteriza por paralisia muscular enquanto a neosporose bovina 

apresenta abortos e mortalidade neonatal (HIASA,  et al., 2012)  

Os canídeos infectados eliminam em suas fezes os oocistos não esporulados, 

que se tornam infectantes no ambiente, contendo 2 esporocistos com 4 esporozoítos 

cada, sendo ingeridos juntamente com a pastagem e água pelos hospedeiros 

intermediários (DUBEY; LINDSAY, 1993; MACHADO et al., 2011). Os esporozoítos 

são liberados e invadem as células do trato intestinal, transformando-se em 

taquizoítos, representando a forma aguda da doença (WESTON et al., 2012; 

GOODSWEN et al., 2013). Os taquizoítos se reproduzem de forma rápida e podem 

ser encontrados em células do sistema nervoso, macrófagos, fibroblastos, células do 

endotélio vascular, hepatócitos, entre outras (DUBEY et al., 1988; GALGUT et al., 

2010). A principal localização do parasito é no cérebro, tendo menor ocorrência nos 

outros órgãos (JIMENEZ-RUIZ et al., 2012).  

No interior das células, os taquizoítos podem se transformar em bradizoítos, 

com multiplicação mais lenta, conferindo a fase crônica da doença nos hospedeiros 

intermediários (GONDIM et al., 1999; MARUGAN-HERNANDEZ et al., 2011). Os 

hospedeiros definitivos se infectam ao ingerirem os tecidos de hospedeiros 

intermediários contendo cistos com bradizoítos, os quais, no epitélio intestinal, se 

diferenciam em formas sexuadas, multiplicando-se e gerando oocistos que são 

liberados nas fezes (DUBEY, 1999; ASMARE, et al., 2013). 

file:///C:/Users/Francine/AppData/Francine/Desktop/Neospora/Jun%20Hiasa,%202012.htm
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Os hospedeiros definitivos também podem se auto-infectar, quando 

consomem suas próprias fezes contaminadas ou quando consomem fezes de outros 

animais infectados, se tornando hospedeiro intermediário e desenvolvendo cistos 

teciduais (JARDINE, 1996). 

Em bovinos a transmissão vertical é responsável por até 95% das infecções, 

não obstante, este tipo de transmissão não confere infecção em 100% dos casos, 

sendo necessária a transmissão horizontal para que o parasito se mantenha no 

rebanho (CABRAL et al., 2009; SANTOLARIA et al., 2011). 

As metodologias de histopatologia, imunohistoquímica, reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e isolamento do protozoário, são utilizadas no diagnóstico da 

doença após a morte do animal, sendo a imunohistoquímica o padrão ouro para o 

diagnóstico do N. caninum (BYREM et al., 2012). Para o diagnóstico em populações 

animais, a imunofluorescência indireta (IFI), a qual utiliza taquizoítos intactos 

fixados, vêm sendo utilizada como teste sorológico referencial (FROSSLING et al., 

2003; CARDOSO et al., 2012; ANDRADE et al., 2013). Porém, devido à utilização de 

antígeno total (taquizoítos inteiros) na IFI podem acorrer reações cruzadas com o 

protozoário Toxoplasma gondii, pois este apresenta grande similaridade morfológica 

e compartilha muitos antígenos com o N. caninum. Ainda, a IFI é um teste laborioso, 

pois necessita da manutenção de cultivos de taquizoítos in vitro (DONG et al., 2013). 

A utilização de antígenos recombinantes de superfície celular, exclusivos da 

espécie N. caninum, é uma alternativa para aumentar a acurácia dos testes 

sorológicos, evitando assim resultados falsos – positivos (JIMENEZ-RUIZ et al., 

2013). Os antígenos de superfície, em suas formas recombinantes, vêm sendo 

utilizados em ensaios imunoenzimáticos (ELISAs e imunoblotting), aglutinação em 

látex, os quais foram descritos visando o aumento da sensibilidade e especificidade 

dos testes (HU et al., 2011; MORAVEJI et al., 2012; DE SA et al., 2013; DONG et al., 

2013; HE et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013; GHALMI et al., 2014). 

Dentre estes antígenos, a proteína de superfície Nc-p43 recombinante (rNc-

p43) codificada pelo gene NcSRS2 (sequência relatada de superfície), tem sido 

utilizada em ensaios diagnósticos na busca de um teste específico para N. caninum. 

Este antígeno é expresso em taquizoítos e bradizoítos e possui função importante 

no reconhecimento, adesão e invasão da célula hospedeira A imunogenicidade da 

NcSRS2 já foi demonstrada em estudos anteriores (HOSSEININEJAD et al., 2010; 

BORSUK et al., 2011;).  
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 Os ELISAs possuem ampla aplicação no diagnóstico de doenças infecciosas, 

devido à alta sensibilidade, possibilidade de automação e rapidez no processamento 

de amostras em larga escala (GOFF et al., 2003; HARTLEBEN et al., 2012). O 

formato ELISA indireto tem sido amplamente utilizado para a detecção de anticorpos 

no soro dos animais (PINHEIRO et al., 2013; TAKASHIMA et al., 2013). Contudo, 

apesar da sensibilidade e especificidade deste teste, estes utilizam anticorpos 

espécie específicos, além da possibilidade de reações inespecíficas entre 

imunoglobulinas (DE SA et al., 2013). Neste contexto, o ELISA de bloqueio para a 

detecção de anticorpos contra a proteína NcSRS2, pode fornecer um nível adicional 

de especificidade, pois o anticorpo é dirigido para um epítopo único específico para 

o organismo a ser detectado. 

 A hipótese deste trabalho é de que o desenvolvimento de um ensaio 

diagnóstico no formato ELISA de bloqueio utilizando o antígeno recombinante 

NcSRS2 e anticorpo policlonal contra este antígeno, pode apresentar melhor 

acurácia quando comparado ao teste referencial. 

 A dissertação está apresentada na forma de artigos científicos, o que a nosso 

ver propicia uma divulgação objetiva e rápida dos resultados obtidos. O artigo 1 é 

uma revisão bibliográfica sobre o diagnóstico da neosporose bovina, se baseando 

em trabalhos publicados em periódicos disponíveis no site de busca PubMed, nos 

últimos cinco anos. Esse trabalho será submetido para publicação no periódico 

Arquivos do Instituto Biológico. O artigo 2 descreve a padronização e o 

desenvolvimento de um ELISA de bloqueio para o diagnóstico da neosporose 

bovina, utilizando a proteína NcSRS2 em sua forma recombinante (rNcSRS2) e um 

anticorpo policlonal de coelho produzido contra a rNcSRS2. Esse trabalho será 

submetido para publicação no periódico Current Microbiology. Os artigos estão 

formatados conforme exigência dos periódicos científicos em que serão publicados. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver um ELISA de bloqueio para o diagnóstico da neosporose bovina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Produzir a proteína rNc-p43 em sistema procarioto; 

 Produzir anticorpo policlonal (pAb) anti- rNc-p43 em coelho; 

 Desenvolver e padronizar um ELISA de bloqueio com soros bovinos, 

utilizando a proteína rNc-p43 e o pAb anti- rNc-p43; 

 Comparar o desempenho do ELISA de bloqueio desenvolvido com o teste 

sorológico padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

3 ARTIGO 1 

 

 

 

 

 

 

MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DA NEOSPOROSE – OS ÚLTIMOS CINCO ANOS 

Artigo a ser submetido ao periódico Arquivos do Instituto Biológico. 
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MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO DA NEOSPOROSE – OS ÚLTIMOS CINCO ANOS 1 

Francine Alves Sinnott
1
, Leonardo Garcia Monte

1
, Gizele Lima de Sá

1
, Diene de Borba 2 

Pacheco
1
, Cláudia Pinho Hartleben

1,* 3 

1
Universidade Federal de Pelotas, Centro de Desenvolvimento Tecnológico, Núcleo de 4 

Biotecnologia, Laboratório de Imunodiagnóstico, Campus Capão do Leão, s/n °, CEP 96010-5 

900, Pelotas, RS, Brasil. * Corresponding author: hartlebenclaudia@gmail.com 6 

RESUMO 7 

Neospora caninum é um protozoário do filo Apicomplexa, parasito intracelular 8 

obrigatório que acomete, principalmente, os bovinos e cães, causando na bovinocultura sérios 9 

problemas econômicos, sendo considerada uma das principais causas de abortos em todo o 10 

mundo. Por não existir tratamentos e vacinas eficazes, o diagnóstico é a melhor estratégia de 11 

controle. A utilização de proteínas específicas do protozoário, nas suas formas recombinantes, 12 

é uma ferramenta que está sendo cada vez mais utilizada, tanto para a produção de anticorpos 13 

monoclonais e policlonais na detecção do parasito, quanto para o desenvolvimento ensaios 14 

indiretos, que visam à detecção de anticorpos específicos contra o patógeno. Entre os métodos 15 

indiretos, destaca-se a utilização de uma variedade de ensaios imunoenzimáticos (ELISA). A 16 

reação em cadeia da polimerase (PCR) também vem sendo utilizada com o objetivo de 17 

amplificar os genes exclusivos do parasito a partir de diferentes tecidos. Muitos estudos ainda 18 

devem ser realizados para melhorar a acurácia do diagnóstico da doença, porém avanços já 19 

foram obtidos e os métodos citados acima mostraram-se promissores. 20 

 21 

Palavras-chave: Neospora caninum, diagnóstico, neosporose. 22 

 23 

 24 
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ABSTRACT 25 

NEOSPOROSIS – THE LAST FIVE YEARS OF DIAGNOSTIC METHODS. 26 

Neospora caninum is a protozoan of the phylum Apicomplexa, obligate intracellular parasite 27 

that mainly affects bovine and dogs, and considered to be a major cause of abortions 28 

worldwide which causes serious economic losses in cattle industry. Because no treatments 29 

and effective vaccines are available, the diagnosis is the best control strategy. The using of 30 

parasite specific proteins in their recombinant form, is a tool that is being widely used for the 31 

production of both monoclonal and polyclonal antibodies as sources for detection of the 32 

parasite, as in indirect tests aimed at detecting of specific antibodies against the pathogen. 33 

Among the indirect methods, there is the use of a variety of enzyme immunoassays (ELISA). 34 

The polymerase chain reaction (PCR) has also widely used in order to amplify the unique 35 

genes of the parasite from different tissues. Many studies are still necessary to improve the 36 

accuracy of disease diagnosis, but advances have been achieved and the above methods 37 

proved promising 38 

 39 

Key words: Neospora caninum, diagnostic methods, neosporosis. 40 

 41 

1 Introdução 42 

Neospora caninum é um protozoário heteroxeno intracelular obrigatório, pertencente 43 

ao filo Apicomplexa, considerado um dos principais causadores de abortos em bovinos em 44 

todo o mundo (BACIGALUPE et al., 2013; COBADIOVA et al., 2013; PEREIRA et al., 45 

2014). Este protozoário até 1984, foi erroneamente identificado como Toxoplasma gondii, 46 

devido a semelhanças morfológicas e antigênicas (BJERKAS et al., 1984), porém, a descrição 47 

de um novo gênero e nova espécie ocorreu somente quatro anos mais tarde (DUBEY et al., 48 

1988). 49 
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No Brasil, estudos recentes descreveram uma soroprevalência para a neosporose entre 50 

2,5 a 14,9% em fazendas de gado de corte e 14,1 a 34,8% em criações de gado de leite, com 51 

prejuízos econômicos ultrapassando 100 milhões de dólares por ano nestes setores (REICHEL 52 

et al., 2013).  53 

Canídeos como o cão doméstico, coiotes e lobos, são considerados hospedeiros 54 

definitivos do protozoário (UZEDA et al., 2013). Em cães, a neosporose causa danos 55 

significativos, como problemas neuromusculares que podem levar ao óbito (GALGUT et al., 56 

2010).  Os bovinos são classificados como os principais hospedeiros intermediários, sendo o 57 

aborto e a mortalidade neonatal os principais sinais clínicos. Porém, outros ruminantes, 58 

equinos e aves podem desenvolver a doença e o assumir o caráter de hospedeiros 59 

intermediários, embora nestes, os sinais clínicos sejam mais raros (DE OLIVEIRA et al., 60 

2013; DUBEY et al., 2013; MARTINS et al., 2011). Mesmo o homem interagindo 61 

diretamente com hospedeiros infectados, a doença não é considerada uma zoonose (DUBEY; 62 

SCHARES, 2011). 63 

Os taquizoítos do N. caninum são considerados as formas infectantes da fase aguda da 64 

doença nos hospedeiros intermediários, multiplicando-se ativamente em diferentes tipos de 65 

células, sendo disseminados pela corrente sanguínea e sistema linfático, induzindo uma 66 

resposta imune (GOODSWEN et al., 2013; WESTON et al., 2012b).  Os taquizoítos se 67 

diferenciam em bradizoítos, evadindo assim as defesas do hospedeiro, apresentando 68 

multiplicação lenta em cistos teciduais, principalmente no sistema nervoso central de bovinos 69 

e cães, caracterizando a fase crônica da doença (GALGUT et al., 2010; JIMENEZ-RUIZ et 70 

al., 2012; MARUGAN-HERNANDEZ et al., 2011).  71 

Os hospedeiros definitivos se infectam ao ingerirem os tecidos de hospedeiros 72 

intermediários contendo cistos com bradizoítos, os quais, no epitélio intestinal, se diferenciam 73 

em formas sexuadas, multiplicando-se e gerando oocistos que são liberados nas fezes 74 
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(DUBEY, 2005). Os oocistos esporulados são as formas infectantes para os hospedeiros 75 

intermediários, caracterizando a transmissão horizontal (MACHADO et al., 2011). Porém, a 76 

principal via de transmissão para os hospedeiros intermediários é a transplacentária ou 77 

vertical (BACIGALUPE et al., 2013; CARDOSO et al., 2012), a qual é responsável por cerca 78 

de 50 a 95% das infecções, representando um importante papel na manutenção da patologia 79 

nos rebanhos (CABRAL et al., 2009; SANTOLARIA et al., 2011). Esta via de transmissão 80 

ocorre devido à imunossupressão no período gestacional das fêmeas infectadas, diferenciação 81 

de bradizoítos e passagem de taquizoítos através da placenta (HOWE et al., 2012). 82 

 O diagnóstico da neosporose é realizado rotineiramente por exames histopatológicos e 83 

imunohistoquímicos utilizando tecidos de fetos abortados. Ainda, a reação em cadeia da 84 

polimerase (PCR) para detecção de genes específicos do parasito em amostras de tecido 85 

cerebral ou outros tecidos de animais abortados também pode ser utilizada (WILKOWSKY et 86 

al., 2011). A detecção de anticorpos antígeno – específicos presentes nas amostras de soros 87 

suspeitas também são ferramentas atualmente disponíveis (JIMENEZ-RUIZ et al., 2012). 88 

Entre os ensaios sorológicos, a imunofluorescência indireta (IFI) é considerada o padrão ouro 89 

(DUBEY et al., 1988). Entretanto, para a realização da IFI, necessita-se de taquizoítos 90 

intactos como antígeno e, por este motivo, o teste apresenta reações cruzadas com outros 91 

integrantes do filo Apicomplexa, como o protozoário T. gondii (DONG et al., 2012).  Para 92 

melhorar a acurácia dos métodos de diagnóstico, vários testes vem sendo desenvolvidos, os 93 

quais utilizam proteínas específicas do protozoário, nas suas formas nativa e recombinante, 94 

diminuindo assim as reações cruzadas com outros coccídeos (ANDREOTTI et al., 2009; 95 

BORSUK et al., 2011; DONG et al., 2013; HOSSEININEJAD et al., 2010; MORAVEJI et 96 

al., 2012; YBANEZ et al., 2013). 97 

Uma vez que nenhum tratamento ou vacina eficaz estejam disponíveis para controlar a 98 

neosporose, há necessidade urgente de melhorar as estratégias de controle desta doença (DE 99 



18 
 

SA et al., 2013) e a utilização de métodos de diagnósticos sensíveis e específicos são 100 

alternativas para identificar e controlar a disseminação do protozoário (ALTBUCH et al., 101 

2012). Por tal motivo, o objetivo deste trabalho foi revisar os estudos realizados nos últimos 102 

cinco anos, que possuem por finalidade o desenvolvimento de métodos de detecção do 103 

antígeno e de anticorpos para a o diagnóstico da neosporose. 104 

 105 

2 Delineamento do estudo 106 

A pesquisa de artigos para esta revisão foi feita através do site de busca PubMed 107 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), limitando a pesquisa ao período dos últimos cinco 108 

anos, utilizando como palavras-chave os termos “Neosporosis”, “Immunodiagnosis Neospora 109 

caninum”, “Detection Neospora caninum” e “Diagnosis Neospora caninum” obtendo um total 110 

de 131, 24, 92 e 181 artigos, respectivamente, até a data de 01 de fevereiro de 2014. Destes 111 

artigos, todos os resumos foram analisados, e todos os trabalhos que apresentavam como 112 

objetivo o desenvolvimento de métodos de diagnóstico da neosporose, foram incluídos para 113 

compor esta revisão. Todos os trabalhos encontrados nesta busca que não seriam relevantes 114 

para este estudo foram excluídos. 115 

 116 

3 Antígenos de Neospora caninum  117 

  Uma variedade de antígenos de N. caninum vem sendo descrita, muitos dos quais são 118 

possíveis alvos vacinais (JIMENEZ-RUIZ et al., 2012; UCHIDA et al., 2013; WESTON et 119 

al., 2012a) e de diagnóstico (GHALMI et al., 2014; HE, et al., 2013; HIASA et al., 2012b; 120 

HU, et al., 2011; YBANEZ et al., 2013; YIN et al., 2012). Entre os antígenos utilizados para 121 

o diagnóstico da neosporose, é possível destacar as proteínas de superfície NcSRS2, 122 

NcSAG1, NcSAG4, Ncp40, a proteína de citoesqueleto NcPF, proteínas de grânulo denso 123 

NcGRA2, NcGRA6, NcGRA7, a serinoprotease NcSUB1 e a proteína de micronema 124 
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NcMIC10. Todos os antígenos descritos acima foram os mais frequentes, nos últimos cinco 125 

anos, em estudos de desenvolvimento de novas técnicas de diagnóstico (Tabela 1). Os 126 

antígenos de membrana são importantes para a sobrevivência do parasito, pois estão 127 

envolvidos com o reconhecimento e com a adesão e invasão das células hospedeiras, além de 128 

estimular à resposta imune (ANDREOTTI et al., 2009; BORSUK et al., 2011; DE SA et al., 129 

2013; DONG et al., 2012; DONG et al., 2013; HIASA et al., 2012a; HOSSEININEJAD et 130 

al., 2010; MORAVEJI et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; TAKASHIMA et al., 2013; 131 

UZEDA et al., 2013; WILKOWSKY et al., 2011). Dentre as proteínas de superfície celular 132 

destacam-se NcSAG1 e NcSRS2, sendo a proteína NcSRS2 a mais indicada para detecção de 133 

anticorpos nas fases crônica e aguda da doença devido a sua presença nas formas de 134 

bradizoítos e taquizoítos.   135 

 136 

Tabela 1 137 

Antígenos mais utilizados para o desenvolvimento de diagnósticos para neosporose. 138 

Antígeno Localização no N. 

caninum 

Taquizoíto – T  

Bradizoíto - B 

Referência 

    

NcSRS2 Superfície celular T e B DE SA et al. (2013), PINHEIRO et 

al. (2013), UZEDA et al. (2013), 

DONG et al. (2012), BORSUK et al. 

(2011), HOSSEININEJAD et al. 

(2010), ANDREOTTI et al. (2009)  

 

NcSAG1 Superfície celular e 

grânulo denso 

T TAKASHIMA et al. (2013), DONG 

et al. (2013), DONG et al. (2012), 

HIASA et al. (2012)a, MORAVEJI et 

al. (2012), WILKOWSKY et al. 
(2011) 

 

NcSAG4 Superfície celular B HU et al. (2011) 

 

Ncp40 Superfície celular * HE et al. (2013) 

    

NcPF Citoesqueleto * HIASA et al. (2012)b 

    

NcGRA2 Grânulo denso T e B DONG et al. (2012) 

 

NcGRA6 Grânulo denso * GHALMI et al. (2014) 
    

NcGRA7 Grânulo denso T e B TAKASHIMA et al. (2013), UZEDA 

et al. (2013), HIASA et al. (2012)a; 
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HIASA et al. (2012)b 
 

NcSUB1 Serino protease T YBANEZ et al. (2013) 

    

NcMIC10 Micronema T YIN et al. (2012) 

    

* Localização não descrita. 139 

 140 

4 Diagnóstico da neosporose 141 

 142 

4.1 Histopatologia 143 

Exames histológicos podem confirmar a neosporose em fetos abortados pela 144 

visualização das lesões características causadas pelo protozoário, como encefalite não 145 

supurativa, miocardite, hepatites, placentites, etc. Os órgãos geralmente utilizados neste 146 

diagnóstico são cérebro, placenta, fígado e coração (DUBEY; SCHARES, 2006). Porém, esta 147 

técnica necessita sempre da confirmação da presença do parasito já que outros protozoários 148 

poderiam causar lesões similares (CABRAL et al., 2009; DUBEY; SCHARES, 2011). 149 

 150 

4.2 Imunohistoquímica (IHC) 151 

A IHC é considerada o teste padrão ouro para a detecção do parasito em fetos 152 

abortados, pois geralmente a quantidade de N. caninum nos tecidos é pequena 153 

(KHODAKARAM-TAFTI et al., 2012), dificultando a visualização pela técnica de coloração 154 

hematoxilina e eosina (HE) utilizada nos exames histológicos. Contudo, a eficiência da IHC é 155 

prejudicada por amostras de tecidos de abortos autolisados (GOODSWEN et al., 2013).  156 

Anticorpos policlonais contra antígenos totais de N. caninum são comumente 157 

utilizados em IHC para detecção do parasito nos tecidos (CABRAL et al., 2009), porém para 158 

melhorar a acurácia desta técnica, anticorpos policlonais (pAb) e monoclonais (mAb) contra 159 

antígenos específicos de N. caninum são alternativas para se reduzir reações cruzadas 160 

(DUBEY; SCHARES, 2006). Anticorpos produzidos contra antígenos de superfície 161 
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(NcSRS2) e de grânulos densos (NcGRA7), presentes tanto em taquizoítos quanto em 162 

bradizoítos, mostraram-se eficientes na detecção de N. caninum em IHC, reduzindo os 163 

resultados falso-positivos, melhorando a sensibilidade e especificidade da técnica (UZEDA et 164 

al., 2013). 165 

 166 

4.3 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 167 

A PCR é uma ferramenta muito importante para detecção do N. caninum, tendo como 168 

vantagens ser uma técnica rápida e possuir alta sensibilidade e especificidade. Porém, ainda é 169 

uma técnica de valor elevado (TRAMUTA et al., 2011). A PCR pode ser aplicada para o 170 

diagnóstico, para o sequenciamento, quantificação de DNA do protozoário e identificação de 171 

novos hospedeiros do parasito (BARTLEY et al., 2013; DUBEY et al., 2011). 172 

 Vários formatos de PCRs vêm sendo aplicados para o diagnóstico da neosporose 173 

(Tabela 2), tais como o PCR em Tempo Real (PEREIRA et al., 2014), Nested PCR (SANTOS 174 

et al., 2010) e Multiplex PCR (AL-QASSAB et al., 2010; REISBERG et al., 2013; 175 

TRAMUTA et al., 2011), os quais podem utilizar tecidos de fetos abortados, líquido 176 

amniótico, líquido cefalorraquidiano, sangue, fezes, leite, sêmen, etc (PEREIRA et al., 2014). 177 

Os PCRs desenvolvidos podem ser utilizados para caracterização e identificação de N. 178 

caninum em amostras suspeitas, utilizando-se primers específicos para os isolados NC-1, NC-179 

2, NC-3, NC-Liverpool, Nc-Goiás, BPA-1, BPA-6, Nc-SweB1, NcNZ1, NcNZ2, NcNZ3, 180 

WA-K9, JAP1, NC-Beef (Tabela 2), os quais são úteis no diagnóstico e epidemiologia da 181 

doença (COBADIOVA et al., 2013). 182 

As sequências de DNA que codificam para o RNA ribossomal (rDNA), 18S rDNA e 183 

28S rDNA já foram bastante utilizadas, bem como o gene 14-3-3 que possui elevado grau de 184 

conservação das sequências de aminoácidos e evolutivamente mantido em eucariotos 185 

(DUBEY; SCHARES, 2006). No entanto, a região ITS1 do rRNA e o gene NC-5 foram os 186 
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mais comumente utilizados nos últimos anos (Tabela 2). A região gênica ITS1 (espaçadores 187 

internos transcritos) mostra-se um eficiente alvo por apresentar diferenças nas sequencias de 188 

aminoácidos que permitem a identificação espécie específica do parasito (BARTLEY et al., 189 

2013; COBADIOVA et al., 2013; GONDIM et al., 2010; SANTOS et al., 2010; TRUPPEL et 190 

al., 2010) e o gene NC-5 por apresentar uma sequência repetida de DNA no genoma de N. 191 

caninum (ALMERIA et al., 2010; COBADIOVA et al., 2013; DUBEY et al., 2011; 192 

FUEHRER et al., 2010; ISHIGAKI et al., 2012; KHODAKARAM-TAFTI et al., 2012; 193 

PEREIRA et al., 2014; SILVA et al., 2012; TRUPPEL et al., 2010; YAO et al., 2009). 194 

 195 

Tabela 2 196 

PCRs utilizados para detecção do protozoário N. caninum em diferentes espécies animais 197 

DNA alvo Primers Tipo de PCR Espécie Amostra Referência 

      
Gene Nc-5 Nc5fwd, 

Nc5rev 

Real Time PCR 

(TaqMan)  

Ovina Tecidos fetais PEREIRA et al. (2014) 

      

Gene Nc-5 

ITS1   

Np6, Np21 

NN1, NN2 

Np1, Np2 

One-Step PCR 

Two-step Nested 

PCR 

Urso pardo Europeu Músculo, fígado e 

baço 

COBADIOVA et al. 

(2013) 

 

      

ITS1 NN1, NN2 

Np1, Np2 

Two-step Nested 

PCR 

Carnívoros 

selvagens 

Múltiplos órgãos e 

tecidos 

BARTLEY et al. (2013) 

      

Gene Nc-5  Np6plus, 
Np21plus 

Np7, Np6plus, 

Two-step semi-
Nested PCR 

Cães Líquido 
cefalorraquidiano 

ISHIGAKI et al. (2012) 

      

Gene Nc-5  Np6, Np21 

 

One-Step PCR 

 

Frangos Pulmão, coração, 

cérebro, membrana 

corioalantóide e 

articulações 

KHODAKARAM-

TAFTI et al. (2012) 

      

Gene Nc-5  Np4, Np7 One-Step PCR 

 

Bovina Útero e sangue SILVA et al. (2012) 

Gene Nc-5 Np6plus, 

Np21plus 
Np7, Np10 

Two-step Nested 

PCR 

Lobo cinzento Fezes DUBEY et al. (2011) 

      

Gene Nc-5 Np6plus, 

Np21plus 

One-Step PCR 

 

Ratazanas Cérebro FUEHRER et al. (2010) 

      

ITS1 JS4, CT2b 

CT1, CT2 

Two-step Nested 

PCR 

Bovina Cérebro e coração SANTOS et al. (2010) 

      

Gene Nc-5 Np21, Np6 One-Step PCR Capivara Fígado, linfonodos, TRUPPEL et al. (2010) 

file:///C:/Users/Francine/AppData/Francine/Desktop/PCR/Khodakaram-Tafti,%202012.htm
file:///C:/Users/Francine/AppData/Francine/Desktop/PCR/Khodakaram-Tafti,%202012.htm
file:///C:/Users/Francine/AppData/Francine/Desktop/PCR/Truppel,%202010.htm
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ITS1 

Np21, Np4 
Np7, Np4 

ITS5, ITS2 

 baço e coração 

      

Gene Nc-5 Np6plus, 

Np21plus 

One-step 

quantitative 

PCR 

Bovina Cérebro, medula 

espinhal, placenta 

e tecidos fetais 

ALMERIA et al. (2010) 

 

      

ITS1 JS4, CT2b 

CT1, CT2 

Two-step Nested 

PCR 

Pardal Coração e cérebro GONDIM et al. (2010) 

      

Gene Nc-5  Np6plus, 
Np21plus 

Np9, Np10 

Two-step Nested 
PCR 

Bovina Tecidos fetais e 
sangue 

YAO et al. (2009) 

      

 198 

4.4 Ensaios sorológicos 199 

 A infecção por N. caninum estimula a resposta imune humoral do hospedeiro, sendo 200 

possível a detecção de anticorpos contra antígenos imunodominantes (HIASA et al., 2012a) 201 

presentes na forma de taquizoíto ou bradizoíto, sendo possível estabelecer assim o estágio 202 

agudo ou crônico da infecção (DONG et al., 2013; DUBEY; LINDSAY, 2006).  203 

 Os níveis de anticorpos de classe IgM específicos para neosporose já podem ser 204 

detectados após duas semanas de infecção, caracterizando a infecção aguda. Porém, 205 

diminuem consideravelmente até quatro semanas, sendo difícil a detecção destes anticorpos 206 

após este período (DION et al., 2011). Os níveis de anticorpos IgG (IgG1 e IgG2), são baixos 207 

nos primeiros dias da infecção, aumentando durante as primeiras semanas, indicando a fase 208 

crônica da doença (ALMERIA et al., 2009). Animais naturalmente infectados e infecções 209 

experimentais demonstraram altos níveis de anticorpos IgG após 6 meses da infecção primária 210 

(GOODSWEN et al., 2013; DUBEY; SCHARES, 2011). 211 

Devido a esta resposta imunológica poder ser detectada através de testes sorológicos, 212 

os diagnósticos indiretos possuem grandes vantagens, como serem utilizados no antemortem 213 

dos animais e também por fornecerem informações quanto ao estágio da doença (HIASA et 214 

al., 2012a; TAKASHIMA et al., 2013).  215 

 216 
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4.4.1 Imunofluorescência indireta (IFI)  217 

A técnica sorológica utilizada como padrão ouro para o diagnóstico da neosporose é a 218 

imunofluorescência indireta (IFI) (PIAGENTINI et al., 2012), sendo o primeiro ensaio 219 

sorológico descrito para o diagnóstico da doença (DUBEY et al., 1988). No entanto, para sua 220 

execução se faz necessário a manutenção de linhagens celulares infectadas com taquizoítos 221 

(DUBEY; SCHARES, 2006), o que representa um alto custo no diagnóstico. Além disso, a 222 

subjetividade do resultado é diretamente dependente da experiência do executor do teste, e 223 

sua especificidade pode ser prejudicada devido à reação de anticorpos presentes em amostras 224 

positivas contra outros protozoários (HE et al., 2013; RISCO-CASTILLO et al., 2011; 225 

YBANES et al., 2013). 226 

Apesar das desvantagens, a IFI é a técnica padrão para o diagnóstico da neosporose, o 227 

que justifica o seu uso na maior parte dos trabalhos realizados com o objetivo de identificar a 228 

soroprevalência da doença (Tabela 3). 229 

 Entre os estudos de prevalência da neosporose no Brasil, podemos destacar que a 230 

maior parte dos estudos foi desenvolvido com o intuito de identificar a doença nas populações 231 

de ovinos e bovinos, no entanto, a identificação da prevalência em outras espécies animais 232 

também foram relatadas (Tabela 3).  233 

 No ano de 2010 foi descrito pela primeira vez a presença de anticorpos contra N. 234 

caninum em suínos no Brasil (AZEVEDO et al., 2010) e os pardais (Passer domesticus) 235 

foram as primeiras espécies de aves sinantrópicas diagnosticadas com o protozoário, 236 

sugerindo possível hospedeiro intermediário (GONDIM et al., 2010). 237 

 Em pequenos ruminantes (ovelhas e cabras) a positividade tem sido associada à idade 238 

dos animais, sendo maior a ocorrência em animais mais velhos (TEMBUE et al., 2011). Já em 239 

bovinos, a maior frequência está associada às criações de gado de leite (GOODSWEN et al., 240 

2013). 241 
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 Estudos em diferentes regiões do Brasil relatam soroprevalências diversas entre 242 

animais da mesma espécie. Os autores TEMBUE et al. (2011) encontraram uma 243 

soroprevalência de 64,2% para neosporose em ovinos no estado de Pernambuco, enquanto 244 

que SOARES et al. (2009) detectaram 1,8% de sororeatividade para a doença nesta espécie 245 

animal no estado do Rio Grande do Norte. Pode-se sugerir que estas diferenças ocorram 246 

devido a variações nas regiões do estudo, ao ponto de corte utilizado no diagnóstico, à 247 

presença de antecedentes de abortos, bem como nas condições de higiene e manejo entre as 248 

criações estudadas. 249 

Um formato de imunofluorescência direta utilizando anticorpos específicos contra N. 250 

caninum para detecção do parasito em fluidos biológicos e tecidos pode ser uma estratégia 251 

para a redução da reação cruzada com T. gondii. DE SA et al. (2013) obtiveram um pAb 252 

gerado contra a proteína de membrana codificada pelo gene NcSRS2, conjugado com 253 

Isotiocianato de Fluoresceína (FITC) e este foi capaz de imunomarcar o complexo apical de 254 

isolados de N. caninum sem apresentar reação com T. gondii, sugerindo seu uso potencial na 255 

detecção direta do parasito. 256 

 257 

Tabela 3 258 

Soroprevalência da neosporose em estados brasileiros. 259 

Cidade – Estado Formato Hospedeiro N° de 

amostras 

Soroprevalência 

% 

Referência 

   

      

MGa IFI Caprino 667 10,7 ANDRADE 

et al. (2013) 

      

Caçapava – SP  

Lagoinha – SP 

Pindamanhangaba – SP 

IFI 

IFI 

IFI 

Bovino 

Bovino 

Bovino 

2750 

1291 

2154 

3,32 – 11,71b 

3,9 – 22,06b 

28,57 – 37,10b 

CARDOSO 

et al. (2012) 

      

Avaré - SP ELISA 

indireto 

Bovino 615 21,6 – 38,9b PIAGENTINI 

et al. (2012) 
      

      

Tapirapé e Karajá c IFI Canino 325 9,8 MINERVINO 

et al. (2012) 
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Meceió – AL IFI Canino 237 4,2 DE SOUSA 

et al. (2012) 

      

Botucatu e Pardinho – SP IFI Ovino 382 12,8 LANGONI et 

al. (2011) 

 

Ibitinga, Itápolis, Borborema e  

Tabatinga - SP 

IFI Ovino 

Canino 

1497 

42 

8,0 

4,08 

MACHADO 

et al. (2011) 

      

Ibimirim - PE IFI Caprino 
Ovino 

319 
81 

26,6 
64,2 

TEMBUE et 
al. (2011) 

      

Curitiba - PR IFI Canino 147 11,56 PLUGGE et 

al. (2011) 

      

Uberlândia – MG IFI 

 

Ovino 155 47,1 

 

ROSSI et al. 

(2011) 

      

Cordeirópolis, Valparaíso, Andradina, 

Cosmorama, São Paulo e Ribeirão  

Preto – SP 

IFI Capivara 63 3,0 VALADAS 

et al. (2010)a 

      

 PAd IFI Canino 129 12,4 VALADAS 

et al. (2010)b 

      

BA e PEe PCR Pardal 40 7,5 GONDIM et 

al. (2010)  

      

Patos - PB IFI Suino 130 3,1 AZEVEDO et 

al. (2010) 

      

ALf IFI Ovino 343 9,6 FARIA et al. 
(2010) 

      

Zona Rural do Distrito Federal – DFg 

 

IFI Ovino 1028 8,81 UENO et al. 

(2009) 

      

Mossoró - RN IFI Ovino 409 1,80 SOARES et 

al. (2009) 

      
a
 Soros coletados em 90 rebanhos de 90 municípios do estado de Minas Gerais. 260 

b
 Soros coletados em dois períodos diferentes, o primeiro resultado representa a primeira 261 

coleta e o segundo resultado representa a segunda coleta.  262 
c
 Comunidades indígenas da Amazônia brasileira. 263 

d
 72 amostras são provenientes de 34 propriedades rurais de 20 municípios do estado do Pará 264 

e 57 amostras foram coletadas pelo Centro de Controle de Zoonoses do município de 265 

Santarém e cedidas para o trabalho. 266 
e
 As aves foram capturadas em 3 municípios no estado da Bahia (Serrinha, Mata de São João 267 

e Conceição de Feira) e em Pernambuco, próximo a empresas aviárias. *O trabalho não 268 
identifica regiões do estado de PE. 269 
f
 Soros coletados em 26 rebanhos de 23 municípios do estado de Alagoas.  270 

g
 Soros cedidos pela Empresa de Assistência Técnica e Extensão Rural (EMATER), 271 

proveniente de 32 fazendas de criações de ovinos da zona rural do Distrito Federal. 272 

 273 

 274 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plugge%20NF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21961748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gondim%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19879051
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4.4.2 Kits comerciais  275 

Vários testes sorológicos comerciais para detecção de anticorpos contra N. caninum 276 

estão disponíveis comercialmente, sendo a grande maioria no formado de ensaios 277 

imunoenzimáticos (enzyme-linked immuno sorbent assay - ELISA) indiretos, os quais 278 

utilizam, quase que na totalidade, um lisado de taquizoítos ou antígenos nativos purificados 279 

para sensibilização das placas de poliestireno (Tabela 4). O uso de antígenos nativos ou totais 280 

diminui a especificidade do teste devido às reações cruzadas com outros coccídeos (YBANEZ 281 

et al., 2013). Portanto, a busca por alvos proteicos específicos, exclusivas de N. caninum, 282 

parece ser promissora para o desenvolvimento de ensaios de diagnóstico sensíveis e 283 

específicos.  284 

Em estudo realizado em 2007, os autores compararam a técnica padrão ouro com 285 

diferentes tipos de ensaios comerciais, e concluíram que de acordo com o desempenho dos 286 

testes, estes podem ser uma boa alternativa de triagem para a detecção de anticorpos contra o 287 

patógeno (WAPENAAR et al., 2007). 288 

 289 

Tabela 4 290 

Testes comerciais mais utilizados para o diagnóstico da neosporose. 291 

Teste Formato Antígeno Fabricante Referência 

     

IDEXX Neospora X2 Ab test kit ELISA 

Indireto 

Não informa IDEXX 

Laboratories 

ASMARE et  

al. (2013) 

WILKOWSKY 

et al. (2011) 

 

IDEXX Neospora  Ab test kit ELISA 

Indireto 

Não informa IDEXX 

Laboratories 

BYREM et al. 

(2012) 

BIEN et al. 

(2012) 

 
CHEKIT Neospora Dr. Bommeli/IDEXX ELISA 

Indireto 

Taquizoítos 

lisados por 

detergentes 

IDEXX 

Laboratories 

SANHUEZA et 

al. (2013) 

 

     

HerdChek anti-Neospora IDEXX ELISA 

Indirteo 

Taquizoítos 

lisados por 

sonicação 

IDEXX 

Laboratories 

GHALMI et al. 

(2014) 

VANLEEUWEN 
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et al. (2010) 
ALMERÍA et al. 

(2010) 

GHALMI et al. 

(2009) 

     

Neospora caninum Antibody Detection Kit  

(BIO K 192) 

ELISA 

Sanduiche 

Antígeno 

purificado de 

taquizoítos –

NcSRS2 

Bio-X 

Diagnostics 

SPRL 

GHALMI et al. 

(2014) 

GONZÁLEZ-

WARLETA  

et al. (2011) 

GHALMI et al. 
(2009) 

 

CIVTEST BOVIS NEOSPORA ELISA 

Indireto 

Taquizoítos 

lisados por 

sonicação 

HIPRA SILVA et al. 

(2012) 

     

SVANOVIR Neospora-Ab ELISA ELISA 

Indireto 

Antígenos 

associados a 

complexos 

imunoestimulantes 

(ISCOM) 

SVANOVA 

Biotech AB 

SELAHI et al.  

(2013) 

MORAVEJI et 

al. (2012) 

LOOBUYCK 

 et al. (2009) 
     

ID Screen Neospora caninum Indirect  

 

ELISA 

Indireto 

Extrato purificado 

de N. caninum 

ID-VET, 

Innovative 

diagnostics 

SPILOVSKA et 

al. (2009)  

     

* Referências indicativas de trabalhos que fizeram uso dos respectivos kits comerciais.  292 

  293 

4.4.3 Desenvolvimento de novos métodos sorológicos 294 

 Devido à falta de vacinas e tratamentos eficientes, a melhor estratégia de controle para 295 

a neosporose é o diagnóstico. Os ensaios sorológicos possuem vantagens por utilizarem 296 

amostras como soro e leite e, por tal motivo, muitas pesquisas vêm sendo realizadas a fim de 297 

se melhorar a acurácia dos testes ao utilizar proteínas específicas, novos formatos de ensaios, 298 

que apresentem boa sensibilidade e especificidade e também ofereçam baixo custo e curto 299 

tempo de realização (GHALMI et  al., 2014). 300 

 A maior parte dos trabalhos desenvolvidos nos últimos cinco anos utiliza proteínas 301 

recombinantes específicas de N. caninum (Tabela 5), produzidas em sistema de expressão 302 

procarioto Escherichia coli, com objetivo de minimizar os falsos positivos. Porém, o uso de 303 

proteínas nativas purificadas de taquizoítos pode ser justificada devido ao uso da proteína em 304 



29 
 

sua conformação original, evitando-se as modificações indesejáveis que podem ocorrer nos 305 

sistemas de expressão heteróloga utilizados (HOSSEININEJAD et al., 2010; UZEDA et al., 306 

2013). Sistemas de expressão alternativos vêm sendo descritos, como por exemplo, a 307 

utilização da levedura Pichia Pastoris (PINHEIRO et al., 2013) e larvas de insetos (DONG et 308 

al., 2012; DONG et al., 2013) os quais são capazes de realizar modificações pós-traducionais,  309 

resultando em proteínas recombinantes similares às nativas. 310 

 A purificação das proteínas também pode influenciar no desempenho dos ensaios 311 

desenvolvidos. Entre os marcadores utilizados para a purificação das proteínas recombinantes 312 

pode-se destacar a cauda de 6 aminoácidos de histidinas, a mais amplamente utilizada em 313 

vetores de expressão eucarioto e procarioto (ANDREOTTI et al., 2009; BORSUK et al., 314 

2011; HU et al., 2011; WILKOWSKY et al., 2011; DONG et al., 2012; YIN et al., 2012; 315 

MORAVEJI et al., 2012; DONG et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013; DE SA et al., 2013; 316 

GHALMI et al., 2014)  e a proteína Glutationa – S – Transferase (GST) (HIASA et al., 317 

2012a; HIASA et al., 2012b; HE et al., 2013; YBANEZ et al., 2013; TAKASHIMA et al., 318 

2013). No entanto, a fusão com esta proteína pode interferir no desempenho dos ensaios 319 

(BORSUK et al.2011), sendo muitas vezes necessário a remoção da GST pelo uso de 320 

proteases, como a enteroquinase, por exemplo.  321 

 Os ensaios no formato ELISA indireto (Tabela 5) são os mais utilizados para o 322 

desenvolvimento de novos diagnósticos para a doença, por ser sensível e específico. Outros 323 

formatos de ELISAs foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a acurácia desta técnica, 324 

como por exemplo, o ELISA competitivo, ELISA de bloqueio e o ELISA de captura, os quais 325 

utilizam um anticorpo monoclonal ou policlonal que se ligue nos mesmos epítopos dos 326 

anticorpos presentes no soro do animal a ser testado. Além disso, estes ensaios não requerem 327 

a utilização de anticorpos secundários específicos para as diferentes espécies testadas e 328 
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anticorpos IgM e IgG podem ser detectados em um mesmo ensaio (YIN et al., 2012; DONG 329 

et al., 2013; DE SA et al., 2013).  330 

 Um fato que chama a atenção é o de que a maioria dos testes realizados nos últimos 331 

cinco anos são para detecção de anticorpos contra N. caninum em bovinos (Tabela 5), sendo 332 

poucos trabalhos destinados ao diagnóstico da neosporose em outras espécies. 333 

 Os testes desenvolvidos descrevem uma sensibilidade mínima de 60% e máxima de 334 

100% e especificidade em torno de 96% a 100%, mostrando que os resultados obtidos são 335 

bastante satisfatórios, podendo algum deles vir a substituir a técnica padrão ouro ou então ser 336 

um método de triagem eficiente. 337 

 338 

Tabela 5 339 

Testes sorológicos desenvolvidos para detecção de anticorpos contra N. caninum. 340 

Formato Características do teste Referência 

   
Aglutinação em 

partículas de látex 

(LAT) 

Antígeno: Proteína recombinante NcGRA6; ensaio testado com 

100 amostras de soros de cães e 100 amostras de soros de bovinos. 

GHALMI et  al. 

(2014) 

   

ELISA sanduiche e 

ELISA 

competitivo 

Antígeno: Proteína recombinante NcSAG1, produção de 2 

anticorpos monoclonais testados em dois formatos de ELISAs 

utilizando soros de bovinos positivos e negativos para N. caninum 

DONG et al. 

(2013) 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteína recombinante Ncp40; ensaio testado com 682 

amostras de soros de bovinos 

HE et al. (2013) 

   
ELISA indireto Antígeno: Proteína recombinante truncada NcSRS2; ensaio 

testado com 139 amostras de soros de bovinos 

PINHEIRO et al. 

(2013) 

   

ELISA de bloqueio Antígeno: Proteína recombinante truncada NcSRS2; produção de 

um anticorpo policlonal em coelho, testado em estudo piloto com 

24 amostras de soros de bovinos 

DE SA et al.   

(2013) 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteína recombinante NcSAG1 e NcGRA7; ensaio 

testado com 129 amostras de soros de bovinos 

TAKASHIMA et 

al. (2013) 

   

Imunohistoquímica 
(IHC) 

Antígeno: Taquizoítos purificados; produção de 1 anticorpo 
monoclonal que reconheceu uma proteína de 33kDa (NcGRA7), 2 

monoclonais que reconheceram uma proteína de 38kDa (NcSRS2) 

e um anticorpo policlonal, utilizados para detecção do parasito em 

tecidos bovinos artificialmente preparados com cultivo de 

taquizoítos 

UZEDA et al. 
(2013) 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteína recombinante NcSUB1; ensaio testado com 79 YBANEZ et al. 
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amostras de soros de vacas com histórico de aborto e 4 amostras 

de soro de vacas infectadas experimentalmente  

(2013) 

   

ELISA de captura Antígeno: Proteína recombinante NcMIC10; produção de 

anticorpos policlonais em ovelhas e ratos, testado com 10 

amostras de soros de cabras infectas experimentalmente  

YIN et al. (2012) 

   

Aglutinação em 

partículas de látex 

(LAT) 

Antígeno: Proteína recombinante NcSAG1; ensaio testado com 

164 amostras de soro de bovinos 

MORAVEJI et al. 

(2012) 

   
ELISA indireto Antígeno: Proteínas recombinantes NcSRS2, NcSAG1 e 

NcGRA2; ensaio testado com 32 amostras de soros de bovinos 

DONG et al. 

(2012) 

   

   

ELISA indireto Antígeno: Proteínas recombinantes NcGRA7 e NcSAG1; ensaio 

testado com 4 amostras de soros de bovinos infectados 

experimentalmente e com 58 amostras de soro de vacas com 

histórico de aborto 

HIASA et al. 

(2012)a 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteínas recombinantes NcGRA7 e NcPF; ensaio 

testado com 4 amostras de soros de cães infectados 
experimentalmente, 27 amostras de soro de cães com sintomas 

neurológicos e 143 amostras de soro de cães assintomáticos 

HIASA et al. 

(2012)b 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteína recombinante truncada NcSRS2; ensaio 

testado com 497 amostras de soros de bovinos 

BORSUK et  al. 

(2011) 

   

Immunoblot Antígeno: Proteína recombinante NcSAG4; ensaio testado com 52 

amostras de soros de bovinos 

HU et al. (2011) 

   

Antigen print 

immunoassay 
(APIA) 

Antígeno: Proteína recombinante NcSAG1; ensaio testado com 

232 amostras de soro de bovinos 

WILKOWSKY et 

al. (2011) 
 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteína nativa purificada P38 (NcSRS2); ensaio 

testado com 233 amostras de soros de cães 

HOSSEININEJAD 

et al. (2010) 

   

ELISA indireto Antígeno: Proteína recombinante NcSRS2, ensaio testado com 

441 amostras de soros de ovinos 

ANDREOTTI et 

al. (2009) 

   

 341 

5 Conclusão 342 

A neosporose causa perdas econômicas significativas em todo o mundo. Devido a esta 343 

problemática e a falta de vacinas e medicamentos eficientes para o combate da doença, é 344 

necessário se desenvolver métodos de detecção eficazes para o protozoário, pois o diagnóstico 345 

é a melhor estratégica de controle para esta parasitose. Novos métodos já foram descritos e 346 

muitos mostram-se promissores, evidenciando uma nova perspectiva no diagnóstico da 347 
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neosporose, e consequentemente  a intervenção no manejo de um rebanho contendo animais 348 

positivos. 349 

 350 
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Abstract 27 

The causative agent of neosporosis, Neospora caninum, is an obligate intracellular parasite, 28 

which can infect a variety of hosts (ruminants, horses, dogs and wild animals). Clinical signs 29 

are of little help and the low efficiency in early detection laboratory makes the neosporosis the 30 

major cause of abortion in livestock throughout the world. The reference method for 31 

serodiagnosis of bovine neosporosis is the indirect fluorescent-antibody test (IFAT). 32 

However, the IFAT is based on whole-cell extracts from N. caninum, and therefore, there is a 33 

risk of false-positive results due to similar morphologic characteristics between N. caninum 34 

and Toxoplasma gondii. In addition, the IFAT is laborious, has subjectiveness in the scoring 35 

of results and does not lend itself to large-scale investigations. To achieve a reliable diagnosis 36 

many antigens have been studied. Among these antigens, the immune-dominant surface 37 

protein NcSRS2, expressed in both bradyzoites and tachyzoites forms, represent a useful 38 

diagnostic tool to detection of N. caninum antibodies in serum samples. In this context, we 39 

developed a blocking enzyme-linked immunosorbent assay (b-ELISA) using NcSRS2 in its 40 

recombinant form (rNcSRS2) and a polyclonal antibody generated against rNcSRS 41 

(pAb/rNcSRS2). The assay was evaluated with 152 bovine samples sera (81 positive and 71 42 

negative) previously tested by IFAT from farms with reproductive disorders. The positive 43 

serum samples for N. caninum were able to prevent mostly (80) the binding of pAb/rNcSRS2 44 

to absorbed rNcSRS2 antigen. The b-ELISA when compared with IFAT showed 98.7% 45 

sensitivity and 88.7% specificity (93.7% accuracy). The method described in this paper 46 

should be a useful tool for the serodiagnosis of neosporosis since many problems are 47 

associated with the detection of N. caninum.  48 

 49 

Keywords: Neospora caninum, neosporosis, ELISA, NcSRS2, diagnostic 50 

 51 
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Short Communication 53 

Neospora caninum is an intracellular apicomplexan coccidian parasite closely related 54 

to Toxoplasma gondii members of the Canidae family are the definitive hosts for the parasite, 55 

while diverse animal species such as cattle, sheep, horse, goat and pig are intermediate hosts 56 

[6,10,12,16]. The neosporosis is a major cause of abortion in dairy and beef cattle worldwide 57 

[2,5] resulting in economically losses, which exceeding millions of dollars per year [21]. 58 

Diagnosis of neosporosis can be achieved using histology, immunohistochemical staining, 59 

polymerase chain reaction (PCR) and serological methods [13]. Serological tests have the 60 

advantage that they can be applied in antemortem and the accepted reference method for 61 

serological diagnosis is indirect fluorescent-antibody test (IFAT) [10]. However, this method 62 

uses whole tachyzoite antigen and may result in antibodies cross-reactive to closely related 63 

members of the phylum Apicomplexa, such as T. gondii and Sarcocystis spp., which also 64 

infect cattle and have morphological similarities and immunological relatedness [14]. 65 

Moreover, the IFAT has subjectiveness in the scoring of results, is labor-intensive, and does 66 

not lend itself to large-scale investigations [4]. In recent years, alternative methods like 67 

immunoblotting, the direct agglutination test, the latex agglutination test  and a variety of 68 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISAs) [7,8,17,18,20,25,26] have been described, to 69 

improve the diagnosis of disease. In order to achieve a reliable diagnosis, many proteins of N. 70 

caninum have been studied [9], including dense-granule antigens NcGRA2, NcGRA6 and 71 

NcGRA7 [9,14,22,24], serine protease NcSUB1 [25], microneme antigen NcMIC10 [26] and 72 

the surface proteins NcSAG1, NcSAG4 and NcSRS2 [1,7,17,20]. Among these proteins, the 73 

NcSRS2 is an immune-dominant surface protein present in bradyzoites and tachyzoites of N. 74 

caninum, and the usefulness of this protein in the in specific serological diagnosis of 75 

neosporosis has been reported [15,24]. In this study we describe the development of blocking 76 
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ELISA (b-ELISA) using NcSRS2 in the recombinant form (rNcSRS2) and a polyclonal 77 

antibody (pAb) generated against this single antigen for serodiagnosis of bovine neosporosis.  78 

A total of 152 bovine serum samples (81 positive and 71 negative) previously 79 

collected from farms with reproductive disorders such as abortions, premature births, and 80 

stillbirths were obtained from the sera bank of the Laboratory of Parasitology, Federal 81 

University of Pelotas, RS, Brazil. Normal calf serum (negative reference sera) and sera 82 

samples from bovine positive for toxoplasmosis (n=10) were used in the standardization 83 

steps. All the samples were tested by the IFAT, analyzed at a dilution of 1:50, defined as the 84 

cut-off point, using the method previously described [19,23]. Indirect immunofluorescence 85 

using tachyzoites of T. gongii was carried on with all sera samples. 86 

The vector pET100/D TOPO/NcSRS2 previously constructed [4], containing the 87 

antigenic domain of NcSRS2 gene, located in the distal C - terminal two thirds of the 88 

molecule, was used to transform Escherichia coli BL21 Star (DE3). The E. coli cells in the 89 

log phase (OD600 nm = 0,6 – 0,8) were treated with 0.75 - mM isopropyl α-D-thiogalactoside 90 

(IPTG) for 3 h at 37 °C to induce expression of fused fragments of NcSRS2 protein. The 91 

protein was solubilized in a buffer containing 0.2% N-lauroyl sarcosine. rNcSRS2 expression 92 

was confirmed by 12% SDS-PAGE and Western Blot (WB) using an anti-6×HIS alkaline 93 

phosphatase conjugate (Sigma-Aldrich, USA). rNcSRS2 was purified by immobilized metal 94 

ion affinity chromatography (IMAC) using Ni2+ Sepharose HisTrap columns, following the 95 

manufacturer’s instructions (GE Healthcare, USA). Purified rNcSRS2 was dialyzed against 96 

PBS (containing 0.1% glycine; pH 8.0) for approximately 16 h at 4 °C. Fractions of purified 97 

rNcSRS2 were analyzed by 12% SDS-PAGE in reducing conditions, and final concentrations 98 

were determined using bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, 99 

Inc., Rockford, USA) with bovine serum albumin as a standard. 100 
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Purified rNcSRS2 and an unrelated recombinant protein (negative control) were used 101 

for WB analysis of negative pool (n=71) and a positive pool (n=81) bovine sera by IFAT. The 102 

samples were mixed with SDS gel-loading buffer (100-mM Tris–HCl at pH 6.8, 100-mM 2-103 

mercaptoethanol, 4% SDS, 0.2% bromophenol blue, 20% glycerol) under reducing 104 

conditions. The samples were subjected to SDS-PAGE, after which the proteins in the gel 105 

were electrically transferred to a nitrocellulose membrane (GE Healthcare, UK). The 106 

membrane was blocked with PBS containing 1% fetal bovine serum (FBS) for 1 h at 37 °C 107 

and incubated with cattle sera diluted at 1:100 with PBS-T at 37 °C for 1 h. The membrane 108 

was washed five times with PBS-T and incubated with horseradish peroxidase-conjugated 109 

antibovine IgG (Sigma Chemicals, USA) diluted at 1:4000 with PBS at 37 ºC for 1 h. The 110 

reacting bands were revealed using 3,3- tetrahydrochloride (DAB) and H2O2. 111 

Two 6-month-old male New Zealand rabbits were immunized with rNcSRS2 112 

following a 30-day adaptation period. For each rabbit, the immunization dose contained 100 113 

µg rNcSRS2. The first dose was emulsified in complete Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, 114 

USA) and the subsequent immunizations (days 7, 14, 21, and 28) in incomplete Freund’s 115 

adjuvant (Sigma-Aldrich, USA). After the last immunization, indirect ELISA was used to 116 

determine the rNcSRS2 antibody titer and the hyperimmune serum obtained was purified by 117 

affinity chromatography using a protein A-Sepharose CL-4B column (GE Healthcare, USA) 118 

according to the manufacturer’s instructions. Purification efficiency was evaluated by 10% 119 

SDS-PAGE. Polyclonal antibody concentration and titration was determined by 120 

spectrophotometry at 280 nm and indirect NcSRS2 ELISA. The animals used in this study 121 

were treated in accordance with the guidelines recommended by Conselho Nacional de 122 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 123 

To evaluated the b-ELISA, polystyrene microtiter plates (Nunc Polysorp; Nalge Nunc 124 

International, Rochester, USA) were coated with 25ng of rNcSRS2 per well for 1 h at 37 °C. 125 
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The plates were blocked at 4 °C overnight with PBS 1% FBS and washed five times with 126 

PBS-T. Then, fifty microliters of each bovine serum (81 positive and 71 negative) diluted 1:2 127 

with PBS 1% FBS were added to the plates and incubated for 1 h at 37 ºC. The wells were 128 

washed five times with PBS-T and incubated with anti-NcSRS2 antibodies (pAb/rNcSRS2) 129 

diluted 1:32,000 for 1 h at 37 °C. The wells were treated with the horseradish peroxidase 130 

(HRP) conjugated anti-rabbit antibody for 1 h at 37 °C. The substrate solution (0.4 mg/mL o-131 

phenylenediamine and 0.03% H2O2 in 0.1 M citrate buffer, pH 4.0) was added to the wells for 132 

the colorimetric reaction. The reactions were stopped by adding 2N H2SO4, and the optical 133 

density (OD) was measured at 492 nm using the VICTOR X5 Multilabel Plate Reader. Each 134 

plate included positive pool (n=81) and negative pool (n=71) control sera, and the negative 135 

reference sera. All the samples were evaluated in duplicate (1:2). The concentrations for the 136 

reagents used in the various steps of the ELISA procedures (i.e., negative and positive control 137 

sera, pAb/rNcSRS2, negative reference sera, and the coating antigen) were established by 138 

varying the concentration of the reagent added during a particular step while maintaining the 139 

conditions for all the other steps at a constant, except for the colorimetric reaction step. The 140 

percent inhibition for each sample was determined by comparing the OD mean of test sera to 141 

the OD mean of negative reference sera using the following formula: percent inhibition = 100 142 

- [(OD of test sera /OD of negative reference sera) x 100] [3]. The cut-off value was 143 

determined as the percent inhibition mean ± standard deviation (SD) of negative control sera 144 

(1:2) previously confirmed by IFAT. These experiments were repeated three times. The 145 

comparison between IFAT and b-ELISA assays was performed using Chi-square (χ
2
) test 146 

(Statistics, version 8.0) and the concordance determined using the Kappa coefficient (Epi Info 147 

TM
 7 version). 148 

This study describes the development of a blocking ELISA for the detection of bovine 149 

anti-NcSRS2 antibodies. The NcSRS2 have been identified as major surface antigen proteins 150 
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of N. caninum, and was demonstrated to be immune-dominant and involved in interactions 151 

between the tachyzoite and the host cell [9]. Purification of truncated rNcSRS2 from E. coli 152 

by affinity chromatography was efficient, resulting in 1 mg/L. A band of high intensity and of 153 

the expected size, ≈30 kDa, was observed when the fractions collected in the purification 154 

process were submitted to SDS-PAGE and WB using an anti-6×HIS (data not shown). In 155 

order to access the specificity of NcSRS2 protein with the sera from cattle infected with N. 156 

caninum, we performed a WB analysis using an unrelated protein and positive and negative 157 

pooled bovine sera. The reaction of the rNcSRS2 with the sera was observed only in the 158 

positive sera. The purification of pAb/rNcSRS2 was efficient and reached a titer of 128,000 in 159 

indirect ELISA (data not shown). 160 

Out of 81 positive sera confirmed by IFAT, 80 reacted in b-ELISA (Fig. 2) and 8 from 161 

71 IFAT negative samples presented positive reaction in b-ELISA (Fig. 1). No reaction was 162 

observed in sera positive for toxoplasmosis (data not shown). The indirect IFAT was first 163 

applied to the diagnosis of neosporosis and has since been widely used as a standard test for 164 

serological analysis [11]. However, an intrinsic limitation of IFAT is the subjective 165 

interpretation of the results and the difficulties in ensuring standardization between 166 

laboratories. Moreover, tachyzoite fixed could cross-reacted with antibodies against other 167 

coccidian, resulting in the misdiagnosis of neosporosis [9]. 168 

The b-ELISA developed in this study showed an accuracy of 93.7% relative to the 169 

IFAT. Among 152 samples tested by b-ELISA, 98.7% sensitivity and 88.7 % specificity 170 

relative to positive and negative sera tested by IFAT were obtained (Table 1). Other studies 171 

based on ELISA for diagnosis of bovine neosporosis reported similar test sensitivity 172 

[1,15,20]. The specificity of b-ELISA was 88.7% relative to IFAT and 8 IFAT negative serum 173 

samples were able to inhibit pAb/rNcSRS2 specific attachment (Fig. 1). Those false b-ELISA 174 

positive results could be due to sera IgM antibodies which are undetectable by IFAT. In 175 
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comparison to IFAT, the b-ELISA had an excellent agreement (kappa = 0.8803) and no 176 

significant difference was found between tests (P = 0,4191). 177 

ELISAs formats have been applied in the diagnosis of infectious diseases due its 178 

sensitivity and quickly performance. Yet, ELISAs can be easily automated, allowing the 179 

analysis of a large number of samples in one round, which offer advantages over IFAT [4]. 180 

The indirect ELISA format has been reported for the detection of antibodies against N. 181 

caninum animal sera [22]. However, despite of sensitivity and specificity of those tests, they 182 

use species-specific antibodies to tested sera, disabling other antibodies class detection than 183 

IgG, besides the possibility of nonspecific reactions between immunoglobulins [7]. In this 184 

context, blocking ELISA to detect antibodies to NcSRS2 protein can provide an additional 185 

level of specificity because the antibody is directed to a specific epitope from the organism, 186 

also being possible to detect different antibody class in a single assay [3]. In conclusion, the 187 

b-ELISA is an alternative screening method for the detection of antibodies against the N. 188 

caninum in bovine population. 189 
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 272 

Figure 1. Blocking ELISA using rNcSRS2 and pAb/rNcSRS2 as diagnostic tools to detect 273 

Neospora caninum infection. Plate 1, 2, 3 and 4 represent the perceptual inhibition (PI) for 274 

each negative sample (71) using the following formula: PI = 100 - [(OD of test sera /OD of 275 

negative reference sera) x 100] [3]. The cut-off value was determined as the PI mean ± SD of 276 

negative control sera previously confirmed by IFAT. 277 
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 286 

Figure 2. Blocking ELISA using rNcSRS2 and pAb/rNcSRS2 as diagnostic tools to detect 287 

Neospora caninum infection. Plate 5 and 6 represent the perceptual inhibition (PI) for each 288 

positive sample (81) using the following formula: PI = 100 - [(OD of test sera /OD of 289 

negative reference sera) x 100] [3]. The cut-off value was determined as the PI mean ± SD of 290 

negative control sera previously confirmed by IFAT. 291 
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 304 

Table 1. Anti rNcSRS2 antibody detection in bovine sera by b-ELISA compared to IFAT. 305 

 

b-ELISA 

Positive 

Negative 

Total 

IFAT Total 

Positive Negative 

80                                        8                                                                   88 

1                                          63                                                                 64 

81                                        71                                                                 152 

Sensitivity = 98,8 % (95% confidence interval between  92,4% and 99,9%); Specificity = 88,7 % (95 % 306 
confidence interval between 78,5 % and 94,7 %); Predictive Value Positive  = 90,9% (95% confidence interval 307 
between 82,4% and 95,7%); Predictive Value Negative = 98,4%  (95% confidence interval between 90,5% and 308 
99,9%); Kappa = 0.8803 309 



 
 

 

 

5 Conclusões gerais 

 

 

Levando-se em consideração os resultados obtidos neste trabalho, pode-se 

concluir que: 

  O b-ELISA desenvolvido, como meio de diagnóstico da neosporose bovina, 

apresentou boa sensibilidade e especificidade e apresentou excelente concordância 

comparado ao teste sorológico padrão, segundo o teste Kappa. 

 A utilização da rNcSRS2 e do anticorpo policlonal gerado contra esta 

proteína, são importantes ferramentas para o imunodiagnóstico da neosporose. 

 Esse teste é de fácil processamento, além de poder ser utilizado no 

diagnóstico de amostras em larga escala, sendo uma alternativa de screening para 

detecção de anticorpos contra o Neospora caninum. 
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