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 5 

RESUMO 6 

 7 

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatório de distribuição mundial, 8 

pertencente ao Filo Apicomplexa, Família Sarcocystidae, Sub-Família 9 

Toxoplasamatinae. Os hospedeiros definitivos do N. caninum, conhecidos até o 10 

momento, são cão doméstico (Canis lupus familiaris), coiote (Canis latrans), dingo 11 

australiano (Canis lupus dingo) e o lobo cinzento (Canis lupus), no entanto, esse 12 

parasita é capaz de infectar um amplo número de animais domésticos e selvagens, 13 

incluindo algumas espécies de aves. Estas são consideradas importantes fontes de 14 

avaliação da contaminação ambiental devido à ampla exposição aos agentes 15 

biológicos e químicos, podendo se infectar por meio da ingestão de oocistos 16 

esporulados do N. caninum presentes no ambiente. Entretanto, o real papel das 17 

aves no ciclo biológico do N. caninum ainda é incerto. Este trabalho teve como 18 

objetivos avaliar a prevalência de anticorpos e detectar molecularmente N. caninum 19 

em frangos de criações do norte do Paraná. Foram realizados testes de RIFI e 20 

ELISA para a pesquisa de anticorpos e a reação de PCR para detecção de DNA do 21 

parasita nos pooll tecidos (cérebro, fígado, pulmão e coração) destas aves. Foram 22 

testados 366 frangos caipira de 25 propriedades e destes 65 (17,8%) e 163 (44,6%) 23 

foram positivas para o teste de RIFI e ELISA, respectivamente. Dos positivos na RIFI 24 

foram testados cérebro, pool de órgãos e nenhuma amostra se apresentou positiva. 25 

Os frangos apresentaram uma prevalência de anticorpos relativamente alta, porém 26 

não se apresentam como bons animais para manterem o parasita ou possível fonte 27 

de infecção para demais animais carnívoros, e nos testes sorológicos a RIFI se 28 

apresentou como uma técnica mais sensível para a detectar anticorpos do parasita. 29 

 30 

 31 
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Sasse, João Pedro. Neopora caninum in free range chickens (Gallus gallus 1 

domesticus) from the north of Paraná. 2019. 39 pages. Dissertation (Master’s 2 

Degree in Animal Science) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019. 3 

 4 

ABSTRACT 5 

 6 

Neospora caninum is an obligate intracelular parasite with world wide distributionto 7 

the phylum Apicomplexa, Family Sarcocystidae, sub-family Toxoplasmatidae. The 8 

definitive hosts of N. caninum, know now are the dogs (Canis lupus familiares), 9 

coyote (Canis latrans), australian dingoes (Canis lupus dingo) and the gray Wolf 10 

(Canis lupus), however, this parasite is able to infect many domestics animals and 11 

wilds, some espécies of birds. These are important sources of evaluation of 12 

envirommental contamination due to extensive exposure to the biological and 13 

chemical agente, being able to infected with ingestion of sporulated oocysts present 14 

in the enviromment. However, the real role of birds in the biologial cycles it is still 15 

uncertain. This study has objective to evaluated of prevalence and molecularly 16 

detected N. caninum in free range chickens of farms from the north of Paraná. Were 17 

realized tests IFA and ELISA for to search antibodies and the PCR assay for 18 

detection to DNA in the pool of tissues (brain, liver, lung and heart) this free range 19 

chickens. Were 366 free range chickens tested from 25 farms and of these 65 20 

(17,8%) and 163 (44,6%) were positives in the IFA and ELISA, respectively. Of the 21 

positives in the IFA were tested brain and pool of tissues and no samples was 22 

positive. The free range chickens presence the prevalence of antibodies relatively 23 

high, however not showed godd animals for parasite maintenence or possible source 24 

of infection for other carnivorous animals, and the sorological tests the IFA presented 25 

as a effective technique for parasite detect. 26 

 27 
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1.  INTRODUÇÃO  1 

 2 

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatório e tem como 3 

hospedeiro definitivo os canídeos (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004; 4 

KING et al., 2010; DUBEY et al, 2011). Estes eliminam os oocistos no ambiente, 5 

onde ocorre a fase de esporogonia, contaminando todo o local podendo infectar um 6 

grande número de animais domésticos e selvagens. A principal forma de 7 

transmissão é horizontal, mas também ocorre na forma vertical, principalmente em 8 

bovinos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). 9 

Com distribuição mundial, os frangos podem ser predados por cães 10 

e diversos animais (COSTA et al., 2008). A produção do frango caipira é 11 

caracterizada pela forma de criação semi-intensiva, onde os animais têm acesso a 12 

um galpão e uma área de pasto durante todo o seu período de criação (CARDOZO; 13 

YAMAMURA, 2004). Devido ao hábito de se alimentar no chão, os frangos caipiras 14 

podem se infectar com parasitas, sendo um bom indicador para algumas doenças 15 

(DUBEY et al., 2010). 16 

As aves se infectam através da ingestão de oocistos esporulados, 17 

entretanto, o real papel desses animais no ciclo biológico do N. caninum ainda é 18 

incerto (DONAHOE et al., 2015). Desta forma, galinhas poderiam se infectar com 19 

oocistos esporulados de N. caninum, que após o encistamento, se tornariam 20 

hospedeiro intermediário. Sendo assim, estudos epidemiológicos nesses animais 21 

são de fundamental importância para elucidar o papel dessas aves no ciclo do 22 

parasita. 23 

   24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 1 

 2 

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatório de 3 

distribuição mundial e é considerado um dos principais causadores de abortamento 4 

em bovinos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). O parasita foi descrito 5 

pela primeira vez na Noruega por Bjerkås, Mohn e Presthus (1984) que relataram a 6 

presença de cistos de protozoários no sistema nervoso central e muscular em cães 7 

da raça Boxer, provenientes da mesma ninhada com sinais neurológicos e paresia. 8 

Posteriormente, Bjerkås e Presthus (1988), através de estudos 9 

imunohistoquímicos e ultraestruturais, concluíram que os cistos observados nesses 10 

cães com sinais neurológicos eram diferentes do Toxoplasma gondii, tratando-se de 11 

uma nova espécie de parasita. No mesmo ano, Dubey et al. (1988) avaliando cortes 12 

histológicos destes cães que morreram com doença concluíram que era um novo 13 

parasita e o denominaram de N. caninum. 14 

Os canídeos como o cão doméstico (Canis lupus familiaris), coiote 15 

(Canis latrans), dingo australiano (Canis dingo) e o lobo cinzento (Canis lupus) são 16 

considerados os hospedeiros definitivos do parasita, embora seja capaz de infectar 17 

um amplo número de animais domésticos e selvagens (MCALLISTER et al., 1998; 18 

GONDIM et al., 2004; KING et al., 2010; DUBEY et al., 2011). Algumas aves, como 19 

galinhas (COSTA et al., 2008), e corvo (SALANT et al., 2015), podem se infectar 20 

com o parasita, entretanto o isolamento do parasita foi relatado em bovinos, ovinos, 21 

búfalo, lobo cinzento, bisão, e veado da cauda branca (CAMPERO et al., 2015; 22 

PENA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2004; DUBEY et al., 2011; CABAJ et al., 23 

2005; WOODS et al., 1994). 24 

Tendo as aves distribuição mundial, estas se tornam presas para 25 

diversos animais, incluindo os cães (Costa et al, 2008). Estudos demonstram que 26 

algumas espécies de aves, como a galinha (Gallus gallus domesticus) e o pardal 27 

(Passer domesticus) (Costa et al., 2008; Gondim et al., 2010) são hospedeiros 28 

intermediários do parasita, entretanto, aves adultas geralmente não manifestam 29 

sinais clínicos de neosporose (McGuire et al., 1999. Furuta et al., 2007; Costa et al., 30 

2008; Mineo et al., 2009; Gondim et al., 2010). 31 

As aves são consideradas importantes fontes de avaliação da 32 

contaminação ambiental devido à ampla exposição a agentes biológicos e químicos, 33 

pelo hábito de se alimentarem no solo por meio da ação de ciscar. Os frangos se 34 
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infectam pela ingestão de oocistos esporulados presentes no ambiente, entretanto, o 1 

real papel das aves no ciclo biológico do N. caninum ainda é incerto (DONAHOE et 2 

al., 2015). Desta forma, frangos poderiam se infectar com oocistos esporulados de 3 

N. caninum presentes no ambiente, sendo assim de fundamental importância nos 4 

estudos de epidemiologia do parasita. 5 

Baker et al. (1995) realizaram um estudo experimental com aves 6 

carnívoras, eles utilizaram dois Búteo-da-cauda-vermelha (Buteo jamaicenses), dois 7 

urubu-de-cabeça-vermelha (Cathartes aura) e dois coruja-das-torres (Tyto alba), 8 

para avaliar o potencial destas como hospedeiro definitivo do parasita, porém os 9 

resultados não atenderam ás expectativas. Somente em 1998, McAllister et al. 10 

(1998) descreveram os cães domésticos (Canis familiaris) como hospedeiros 11 

definitivos, visto que cães infectados com cistos teciduais eliminaram oocistos não 12 

esporulados nas fezes após 8 dias de infecção. 13 

O parasita apresenta três formas biológicas distintas: taquizoítos, 14 

bradizoítos e oocistos (Fig.1). Os taquizoítos possuem formato semi-lunar, medem 3-15 

7µm por 1-5µm, é a fase de multiplicação rápida do parasita, encontrado no interior 16 

de células como hepatócitos, macrófagos alveolares, miócitos, células renais, 17 

endoteliais vasculares e nervosas (BARR et al., 1991; DUBEY et al., 2002). Os 18 

bradizoítos são alongados e delgados, medindo aproximadamente 6,5-8µm por 1,5-19 

2µm e envoltos por um cisto. Esta é considerada a forma lenta de multiplicação do 20 

parasita, são encontrados principalmente no sistema nervoso central dos 21 

hospedeiros intermediários e definitivos. Os cistos possuem formato arredondado ou 22 

ovalado e variam no tamanho, podendo chegar até 107µm de diâmetro e com 23 

parede de até 4µm (DUBEY et al., 2002, 2004).  24 

Os oocistos são a forma de resistência do parasita no ambiente, 25 

medem 10,6µm-12,4µm por 10,6µm-12µm e são eliminados nas fezes dos canídeos 26 

na forma não esporulada. Após a esporogonia no ambiente, os oocistos são 27 

compostos por dois esporocistos, cada qual com quatro esporozoítos, que são 28 

alongados e medem 5,8-7,0µm por 1,8-2,2µm (DUBEY et al., 2002).  29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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 1 

 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

Figura. 1. Formas parasitárias do Neospora caninum. A) Cisto 16 

tecidual com bradizoítos no interior. B) Taquizoítos corados com Giemsa. C) Oocisto 17 

esporulado. Fonte: Adaptado de Lindsay; Upton; Dubey, 1999; Dubey et al., 2004; 18 

Dubey; Schares; Ortega-Mora, 2007. 19 

 20 

O ciclo biológico do parasita (Figura 2) heteroxeno facultativo, é 21 

caracterizado pela presença de um canídeo como hospedeiro definitivo, onde irá 22 

ocorrer um ciclo sexual enteroepitelial, ainda não completamente elucidado, 23 

culminando com a eliminação de oocistos não esporulados nas fezes, e de um 24 

hospedeiro intermediário, onde ocorrerá uma fase de multiplicação assexuada, 25 

culminando com a formação de cistos teciduais (DUBEY; SCHARES, 2006; DUBEY; 26 

SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).  27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 Figura 2. Ciclo Biológico do Neospora caninum. Fonte: Adaptado de 21 

Dubey; Schares; Ortega-Mora, 2007. 22 

 23 

Os hospedeiros definitivos e intermediários se infectam por duas 24 

principais vias, horizontal e vertical. A transmissão horizontal ocorre quando oocistos 25 

esporulados são ingeridos com água e alimentos contaminados ou por ingestão de 26 

tecidos de hospedeiros intermediários contendo cistos teciduais. Já a transmissão 27 

vertical, também chamada de transmissão transplacentária, é bastante comum nos 28 

bovinos e ocorre quando taquizoítos atravessam a barreira placentária e infectam o 29 

feto durante a gestação (DUBEY; SCHARES, 2006; DUBEY; SCHARES; ORTEGA-30 

MORA, 2007). Vacas prenhes cronicamente infectadas podem ter uma re-31 

agudização da doença, levando à uma disseminação de taquizoítas e consequente 32 

infecção fetal (WILLIAMS et al., 2009). 33 

Atualmente existem vários testes disponíveis para o diagnóstico 34 
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sorológico da neosporose, como o teste de aglutinação (NAT), a imunofluorescência 1 

indireta (RIFI), o ensaio imunoenzimático (ELISA) e o immunoblot (DUBEY; 2 

SCHARES, 2011). Entretanto, a RIFI é considerada como prova padrão para o 3 

sorodiagnóstico devido à baixa reatividade cruzada com outros parasitas coccídios 4 

(BJÖRKMAN; UGGLA, 1999). 5 

Barros et al. (2018) em sua revisão demostrou que no Brasil temos 6 

quatro estudos de N. caninum em frangos caipiras feitos por Costa et al. (2008) e 7 

Martins et al. (2011), Gonçalves et al. (2012) e Camilo et al. (2015). 8 

 9 

 Tabela 1. Estudos desenvolvidos no Brasil com frangos de criação livre e 10 

confinados. 11 

AUTOR TÉCNICA UTILIZADA POSITIVOS (%) 

Costa et al. (2008) RIFI e PCR 25% (50/400) e 60% (6/10) 

Martins et al. (2011) RIFI 34,3% (123/358) 

Gonçalves et al. (2012) RIFI e PCR 17% (17/100) e 6% (6/100) 

Camilo et al. (2015) RIFI 36,5% (50/137) 

 12 

 O isolamento do parasita pode ser realizado em animais ou cultivo 13 

celular e é de difícil realização devido à baixa concentração de parasitas em animais 14 

naturalmente infectados, além dos custos elevados e questões bioéticas envolvidas 15 

(DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). 16 

Métodos moleculares como a PCR convencional e nested-PCR são 17 

técnicas de elevada sensibilidade e especificidade, sendo aplicáveis à uma ampla 18 

variedade de amostras biológicas. O gene Nc5 e a região do espaçador transcrito 19 

interno 1 (ITS-1) do RNA são os marcadores mais comumente utilizados para 20 

detecção do parasita, sendo o ITS-1 também utilizado para análises filogenéticas, 21 

pois apresenta regiões conservadas intraespécie e variáveis interespécies, 22 

permitindo assim a diferenciação entre outros coccídios (GONDIM et al., 2004; 23 

DUBEY; SCHARES, 2006; DONAHOE et al., 2015). 24 

Dentre os estudos que utilizaram a técnica de PCR para detectar 25 

DNA de N. caninum em tecidos de frangos caipiras no Brasil, Costa et al. (2008) 26 

detectou o DNA do parasita em seis animais dentre os dez testados; Munhoz et al. 27 

(2014) e Oliveira et al. (2018) não detectaram o DNA do parasita nos frangos 28 

inoculados experimentalmente após 60 dias da inoculação. 29 
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 Uma possível explicação pela não detecção do DNA nos tecidos 1 

dos frangos, pode ser explicado pelo estudo feito por Rezende-Gondim et al (2017) 2 

onde demonstrou em cultivo celular que o N. caninum perde seu poder de 3 

infectividade e invasão celular em altas temperaturas. Amostras da cepa NC-1, NC-4 

Liverpool e NC-Bahia foram mantidas em estufas de CO2 e tiveram a temperatura 5 

aumentada gradativamente durante as semanas (37ºC até 41,5ºC). Foi observado 6 

um crescimento até 39ºC, em temperaturas acima de 39ºC foi observado uma 7 

redução drástica no crescimento; e após 2 semanas mantidas 39ºC as cepas NC-1 e 8 

NC-Bahia se tornaram negativas na PCR e a cepa NC-Liverpool tornou-se negativa 9 

3 semanas após ser mantida a 39ºC. 10 

11 
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3. OBJETIVOS 1 

 2 

3.1 OBJETIVO GERAL 3 

Avaliar a prevalência de anticorpos contra N. caninum e detectar o 4 

parasita em tecidos de frangos de vida livre (Gallus gallus domesticus) do norte do 5 

Paraná. 6 

 7 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 8 

Padronizar um ELISA com antígenos totais para detectar anticorpos 9 

IgY anti-N. caninum em frangos. 10 

Comparar os testes de imunofluorescência Indireta e ELISA indireto. 11 

Detectar DNA do parasita em amostras de tecidos das aves.  12 

 13 

14 
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4. ARTIGO 1 

Prevalência de anticorpos e detecção molecular de Neospora caninum em 2 

frangos (Gallus gallus domesticus) de criações do norte do Estado do Paraná, 3 

Brasil. 4 

 5 

Prevalence of antibodies and molecular detection of Neospora caninum in free 6 

range chickens (Gallus gallus domesticus) from the north of Paraná State, 7 

Brazil. 8 

 9 

RESUMO 10 

Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatório de distribuição mundial, 11 

capaz de infectar um amplo número de animais domésticos e selvagens, incluindo 12 

as aves. Estas são consideradas importantes fontes de avaliação da contaminação 13 

ambiental devido à ampla exposição a agentes biológicos e químicos, podendo se 14 

infectar através da ingestão de oocistos esporulados presentes no ambiente, 15 

entretanto, o real papel das aves no ciclo biológico do N. caninum ainda é incerto. 16 

Este trabalho teve como objetivos avaliar a prevalência de anticorpos contra N. 17 

caninum e detectar molecularmente o parasita em frangos de criações do norte do 18 

Paraná. Foram realizados testes de RIFI e ELISA para a pesquisa de anticorpos e a 19 

reação de PCR para detecção de DNA do parasita nos tecidos destas aves. Foram 20 

avaliados frangos caipira oriundos de 25 propriedades da região norte do estado do 21 

Paraná. Para a pesquisa de anticorpos contra o N. caninum no soro dos frangos 22 

foram realizadas as técnicas de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e Ensaio 23 

Imunoenzimático Indireto (ELISA), e para detecção do DNA do parasita nos tecidos 24 

(cérebro, coração, fígado e pulmão) das aves soropositivas na RIFI, foi realizada a 25 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Dos 366 frangos, 65 (17,8%) e 166 26 

(44,6%) foram soropositivos para RIFI e ELISA, respectivamente, e nenhuma 27 

amostra tecidual se apresentou positiva na PCR. Os frangos apresentaram uma 28 

prevalência de anticorpos relativamente alta, porém não se apresentam como bons 29 

animais para manterem o parasita ou possível fonte de infecção para demais 30 

animais carnívoros, e nos testes sorológicos a RIFI se apresentou como uma técnica 31 

mais sensível para a detectar o parasita. 32 

Palavras-chave: Frango caipira. RIFI. ELISA. PCR. 33 

34 
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ABSTRACT 1 

Neospora caninum is an obligate intracelular parasite of whole world, is able to to 2 

infect many animals domestics and wilds, included the birds. These to important 3 

sources to evaluated environmental contamination due to extensive esposure to 4 

biologics and chemical agents, being able infect through oocists esporulated present 5 

in environment, however, the real role of birds in the cycle biological to N. caninum 6 

still is uncertain. This study aimed to evaluate prevelence to antibodies anti-N. 7 

caninum and to detect molecularly the parasite in free range chickens from the north 8 

of Paraná. Were realized tests of IFA and ELISA for search antibodies and PCR 9 

assay for detection DNA to parasite in tissues this birds. Were evaluated free reange 10 

chickens from to 25 farms from north of Paraná state. For research to antibodies anti-11 

N. caninum in serum the free range chickens techniques were performed 12 

Immunofluorescence assay (IFA) and indirect enzyme-linked immunosorbent assay 13 

(ELISA) and to detected DNA to parasite in tissues (brain, heart, liver and lung), this 14 

seropositives birds in IFA, were realized Polymerase Chain Reaction (PCR). Of the 15 

366 free range chickens, 65 (17,8%) and 166 (44,6%) were seropositives for IFA and 16 

ELISA, respectively, and no sample were positive in PCR. The free range chickens 17 

showed relatively high prevalence to antibodies, however not a good animals for 18 

maintenence to parasite or possible source to infection for others carnivorous 19 

animals, and the tests serologics the IFA presented for a techinique more sensitive 20 

for detected to parasite. 21 

 22 

Key words: Free range chicken. IFA. ELISA. PCR. 23 

24 
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Introdução 1 

Os hospedeiros definitivos do N. caninum, até o momento, são cão doméstico 2 

(Canis lupus familiaris), coiote (Canis latrans), dingo australiano (Canis lupus dingo) 3 

e o lobo cinzento (Canis lupus), no entanto, esse parasita é capaz de infectar um 4 

amplo número de animais domésticos e selvagens (McAllister et al., 1998; Gondim et 5 

al., 2004; King et al., 2010).  6 

Neospora caninum já foi descrito em algumas aves, tais como, galinhas 7 

(COSTA et al., 2008), corvo (SALANT et al., 2015), entretanto, o isolamento do 8 

parasita foi  relatado em bovinos, ovinos, búfalos, lobo cinzento, bisão e veado-da-9 

cauda-branca(CAMPERO et al., 2015; PENA, 2007; RODRIGUES, 2004; GONDIM 10 

et al., 2010; Dubey et al., 2011; Cabaj et al. 2005; Woods, 1994). 11 

As aves são consideradas importantes fontes de avaliação da contaminação 12 

ambiental devido à ampla exposição a agentes biológicos e químicos, estas se 13 

infectam através da ingestão de oocistos esporulados presentes no ambiente, 14 

entretanto, o real papel das aves no ciclo biológico do N. caninum ainda é incerto 15 

(DONAHOE et al., 2015).  16 

Este trabalho teve como objetivos avaliar a prevalência de anticorpos e 17 

detectar molecularmente N. caninum em frangos de criações do norte do Paraná.  18 

 19 

Material e Métodos 20 

 21 

Animais 22 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal, da 23 

Universidade Estadual de Londrina (CEEA Nº 64/10). 24 

Para o cálculo do tamanho da amostragem, assumindo 50% de prevalência 25 

na população, nível de confiança de 95% e eficácia de 5%, foi utilizado o programa 26 

Epi Info versão 3.5.4 (DEAN et al., 2012).  27 

No período de 2012 a 2014 foram coletadas 366 amostras de tecido e soro de 28 

frangos caipira, oriundos de propriedades rurais da região norte do estado do 29 

Paraná (Figura 1). Foram utilizados soro e tecidos (cérebro, coração, fígado, 30 

pulmão) para sorologia e detecção de DNA, respectivamente. 31 

 32 

 33 

 34 
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Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 1 

A análises sorológicas para a verificação da presença de anticorpos contra N. 2 

caninum em soro de frangos foi realizada pela técnica de Imunofluorescência 3 

Indireta (RIFI), segundo Camargo (1974) A amostras foram diluídas na proporção de 4 

1:16 até 1:4096. As amostras foram consideradas positivas as que apresentaram 5 

total contorno do taquizoíto com fluorescência e a partir do título 16. 6 

 7 

Ensaio Imunoenzimático Indireto (ELISA) 8 

O Ensaio Imunoenzimático Indireto (ELISA) foi realizado conforme 9 

metodologia descrita previamente com algumas modificações (Paré et al., 1995). 10 

Taquizoítos obtidos previamente de células de cultivo foram submetidos à um 11 

processo de congelamento e descongelamento e posterior sonicação para utilização 12 

da porção solúvel das proteínas para realização do teste sorológico. A adsorção foi 13 

realizada em microplacas de 96 poços (Nunc-Immuno Plate Maxisorp, Dinamarca) 14 

em tampão carbonato (0,1M, pH 9,6), com 2,5µg/ml de proteínas e incubadas a 4°C 15 

overnight. Em seguida, as placas foram lavadas três vezes com PBS-Tween 20 16 

(50mM Tris, 150mM NaCl, Tween 20 0,05%, pH 7,4) e bloqueada com tampão 17 

carbonato contendo 8% de leite em pó desnatado (200uL por poço). As placas foram 18 

incubadas por 1 hora a 37°C e posteriormente lavadas conforme descrito 19 

anteriormente. Os soros diluídos 1:100 em PBS-Tween 20% acrescido de leite em 20 

pó 5%, serão adicionados na placa (100µl em duplicata) e incubadas novamente à 21 

37°C por 1 hora. Após outro ciclo de lavagem, foi adicionado 100µl de conjugado 22 

anti-galinha IgY (Sigma, EUA) marcado com peroxidase diluído em PBS-Tween 20% 23 

acrescido de 5% de leite em pó, sendo as placas novamente incubadas. Após outro 24 

ciclo de lavagens, a atividade da peroxidase foi revelada por meio da adição de 25 

100µL de TMB em cada poço. A reação foi interrompida por meio da adição de 50µl 26 

de ácido clorídrico (HCl 1N). A densidade óptica avaliada no comprimento de 490 nm 27 

em leitor de microplacas (Bio-Rad, EUA). Soros controles positivos e negativos 28 

foram adicionados em todas as placas. O ponto de corte foi calculado pela análise 29 

da DO média dos controles negativos mais duas vezes o desvio padrão do controle 30 

negativo. No teste de ELISA os resultados das amostras foram separados em níveis 31 

de acordo com o valor da correção da DO, cada nível foi aumentado em 35% 32 

(Machado et al., 1997). 33 

 34 
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Digestão Péptica de Tecidos 1 

 Um pool de órgãos (10g de cada órgão, cérebro, coração, pulmão e fígado) 2 

foram processados para a realização da digestão péptica, conforme descrito por 3 

(DUBEY, 1998).  Os órgãos foram triturados em solução salina, adicionado ao fluido 4 

digestivo artificial (0,26g de pepsina, 0,5g de NaCl, 0,7mL de HCl e 50mL de água 5 

destilada q.s.p.) e agitado por uma hora em estufa a 37ºC. O produto da digestão foi 6 

filtrado e centrifugado a 1200g/10min. O sobrenadante foi então descartado e o 7 

sedimento neutralizado em solução de bicarbonato 1,2%. A solução foi 8 

ressuspendida em solução fisiológica e centrifugada novamente. Em seguida foi 9 

desprezado o sobrenadante, adicionado 300µL de pentabiótico e 1mL armazenado a 10 

-20ºC.  11 

 12 

Extração de DNA 13 

Os animais considerados positivos na RIFI tiveram seus tecidos testados pela 14 

PCR.  Amostras de 60 cérebros (300µL), 65 macerados de tecidos (100µL de cada 15 

órgão, coração, fígado e pulmão), foram submetidas a extração de DNA conforme 16 

descrito por Garcia et al. (2006). As amostras foram homogeinizadas (300µL) e 17 

transferidas para o microtubo com igual volume do tampão de extração (200 mM 18 

NaCl, 20 mM Tris, 50 mM EDTA, proteinase K 1 mg/ml, and 2% SDS) e incubada a 19 

56ºC por 1h. Após, foi adicionado fenol tamponado (300µl)  e centrifugado a 13.000g 20 

por 5 min. O resultante da fase aquosa foi transferido para outro microtubo, onde o 21 

fenol:clorofórmio:alcool isoamilico foi adicionado e centrifugado a 13.000g por 5 min. 22 

A precipitação de DNA foi realizada por acetato e álcool (Sambrook et al., 1989) 23 

 24 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 25 

A reação em cadeia da polimerase foi realizada para detecção do DNA do 26 

parasita em amostras de tecidos dos frangos. A sequência de DNA-alvo amplificada 27 

por meio da utilização dos oligonucleotídeos indicadores Np6 plus (5’-28 

CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3’) e Np21 plus (5’-29 

GGGTGTGCGTCCAATCCTGTAAC-3’) conforme descrito anteriormente por Hughes 30 

et al. (2006), que amplificam um fragmento de 337 pb do gene Nc5 do DNA 31 

genômico do N. caninum. A reação foi realizada utilizando uma concentração 32 

aproximada de 100ng/uL de DNA, 25 mM de MgCl2, 200µM de cada dNTP 33 

(Invitrogen, EUA), 1 µM de cada primer, 1x PCR buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8,4, 34 
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50mM KCl)), 1,25U de Taq-DNA polimerase (Invitrogen, EUA), e H2O Mili-Q estéril 1 

perfazendo um total de 25µL. A termociclagem foi feita em aparelho TC-512 2 

(TECHNE – USA) de acordo com a seguinte programação: 95ºC por 5 minutos para 3 

desnaturação inicial, 35 ciclos de 95ºC por 30 segundos para desnaturação, 63 por 4 

30 segundos para anelamento e 72ºC por 1 minuto para extensão e uma extensão 5 

final a 72ºC por 5 minutos. Controles positivos e negativos foram incluídos em todas 6 

as reações. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de 7 

agarose 1,5% corados com Sybr® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, EUA) e 8 

visualizados e fotodocumentos sobre luz UV por meio do transiluminador Loccus L – 9 

PIX EX, Loccus biotecnologia). 10 

 11 

Análise Estatística 12 

Para a avaliação do ELISA foi utilizado o valor de Kappa descrito por Cohen 13 

(1960) e para sua interpretação foi utilizada a tabela proposta por Landis e Koch 14 

(1977). A sensibilidade e especificidade foram calculadas utilizando a RIFI como 15 

teste ouro (CASSARTELLI-ALVES et al., 2014). 16 

 17 

Resultados e Discussão 18 

Das 366 amostras de soro analisadas 65 (17,8%) e 163 (44,6%) foram 19 

positivas na RIFI e no ELISA, respectivamente (Tabela 1). Na RIFI 56 (86,26%) 20 

amostras apresentaram titulação de 16 e apenas um animal com título de 256 21 

(Tabela 2).  22 

No Brasil quatro trabalhos descreveram a prevalência de anticorpos contra N. 23 

caninum em frangos através da técnica da RIFI; Costa et al. (2008) na Bahia, 24 

encontraram positividade de 23,5%; Martins et al. (2011) utilizou amostras de 25 

diversas localidades do Brasil e encontraram uma positividade de 34,3%; Gonçalves 26 

et al. (2012) na Bahia observaram uma positividade de 17% e Camillo et al. (2015) 27 

no Rio Grande do Sul obtiveram 36,5% de positividade. Destacam-se os trabalhos 28 

de Costa et al. (2008) e Gonçalves et al. (2012) com resultados semelhantes ao 29 

observado no presente estudo. 30 

Em outros países, dois estudos utilizaram a RIFI para determinar a 31 

positividade para N. caninum em frangos. Nas Américas do Norte, Central e do Sul, 32 

Martins et al. (2011) verificaram 41,5% de animais positivos, e Feng et al. (2016) 33 

verificaram 23,1% na China. Sayari et al. (2016) detectaram uma positividade de 34 
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17% em frangos no Irã, semelhante a encontrada no presente estudo, porém, a 1 

técnica utilizada foi a Neospora caninum Modified Agglutination Test (N-MAT).  2 

No teste de ELISA os resultados observados foram de 203 (55,5%) animais 3 

classificados no nível zero, sendo este o primeiro nível e os animais considerados 4 

negativos. Os demais níveis foram enquadrados os animais positivos, com destaque 5 

para o nível quatro com 31 (8,5%) animais (Tabela 4). 6 

Ibrahim et al. (2013), utilizaram a técnica de ELISA com a proteína de base 7 

NcSAG1t e detectaram uma positividade de 15,5% em cinco localidades do Egito, 8 

diferindo do nosso estudo, que na técnica de ELISA utilizamos antígeno total, 9 

podemos observar uma positividade de 44,6% (163); sendo um percentual alto de 10 

positivos. 11 

 O ELISA testado não apresentou boa sensibilidade, este fato pode ser 12 

explicado pela utilização de antígeno total, com isso pode haver algumas reações 13 

cruzadas com demais proteínas internas presentes em protozoários pertencentes ao 14 

Filo Apicomplexa.  15 

Das 65 aves testadas pela PCR nenhuma foi positiva. Quanto a reação de 16 

PCR resultados semelhantes ao presente estudo foram observados por Feng et al. 17 

(2016), onde o DNA do N. caninum não foi detectado em galinhas naturalmente 18 

infectadas. Uma explicação para essa falta de capacidade do parasita se manter nos 19 

tecidos dessas aves foi descrito por Rezende-Gondim et al. (2017) que 20 

demonstraram uma baixa capacidade de multiplicação das cepas de N. caninum 21 

(NC-1, Liverpool, e NC-Bahia) em temperaturas acima de 39ºC até 41,5ºC in vitro, 22 

as quais são temperaturas corporais normais de aves. 23 

A resistência à inoculação experimental em relação ao N. caninum por 24 

frangos foi observada por Munhoz et al. (2014), em que frangos com até 42 dias pós 25 

infecção podem apresentar anticorpos do parasita, mas em quantidade muito baixa; 26 

foi também observado que após 60 dias pós-infecção estes se tornam negativos, 27 

zerando os níveis de anticorpos contra N. caninum e o DNA do parasita não foi 28 

detectado nos tecidos destes frangos. 29 

Oliveira et al. (2018) demonstraram em seu estudo com inoculação 30 

experimental de dois grupos de frangos, um com oocisto e outro com taquizoítos, 31 

onde após 60 dias pós-infecção os animais não desenvolveram anticorpos contra o 32 

N. caninum e na técnica de PCR não foi detectado DNA do parasita nos tecidos dos 33 



31 

 

animais eutanaziados. Isso demonstra que os frangos apresentam resistência a 1 

infecção experimental e eliminam o N. caninum do organismo. 2 

3 
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5. CONCLUSÃO 1 

 2 

 Conclui-se que os frangos, embora apresentem uma prevalência de 3 

anticorpos alta, não são bons animais para manter cistos teciduais de N. caninum, 4 

ou possíveis fontes de infecção para outros animais carnívoros, como por exemplo 5 

os cães. Verifica-se, que a RIFI foi uma técnica mais sensível para detectar 6 

anticorpos contra N. caninum quando comparado com a técnica de ELISA 7 

padronizado no presente trabalho. Em relação ao N. caninum os frangos não se 8 

apresentaram como bons modelos para estudo de contaminação ambiental por 9 

oocistos deste parasita. 10 

11 
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 2 

Fígura. 1. Mapa com a localização das propriedades onde foram coletados frangos 3 

do presente estudo.4 
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Tabela 1. Análise dos resultados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, utilizando o teste 

Kappa entre os testes de RIFI (teste padrão ouro) e ELISA, para diagnóstico de Neospora caninum em frangos caipiras. 

  RIFI   SE(%) SP(%) VPP (%) VPN (%) Kappa 

  Positivo Negativo Total       

ELISA 

Positivo 32 131 163  49,23 56,48 19,63 83,74 0,036 

Negativo 33 170 203       

Total 65 301 366       

SE: Sensibilidade; SP: Especidifidade; VPP: Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo; Kappa: valor de acordo 
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Tabela 2. Quantidade de animais positivos no teste da RIFI e seus respectivos 

títulos. 

Titulo Total Porcentagem 

16 56 86,2% 

64 8 12,3% 

256 1 1,5% 

1024 - - 

4096 - - 

Total 65 100% 

 

Tabela 3. Total de animais coletados segregados por propriedades,  contendo a 

quantidade de animais positivos e respectivos percentuais de positivos utilizando o 

teste da RIFI. 

Propriedades Animais Positivos % Positivos 

1 10 0 0,00 

2 63 6 9,52 

3 22 0 0,00 

4 9 0 0,00 

5 46 6 13,04 

6 3 0 0,00 

7 7 4 57,14 

8 19 6 31,58 

9 18 8 44,44 

10 3 1 33,33 

11 6 1 16,67 

12 15 3 20,00 

13 22 5 22,73 

14 10 2 20,00 

15 8 4 50,00 

16 8 3 37,50 

17 37 3 8,11 

18 2 0 0,00 

19 3 0 0,00 

20 12 3 25,00 

21 14 1 7,14 

22 11 2 18,18 

23 8 5 62,50 

24 5 2 40,00 

25 5 0 0,00 

Total 366 65 100 
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Tabela 4. - Animais positivos no teste de ELISA classificados de acordo com a 

densidade óptica, por Índices de ELISA acrescendo a cada nível 35%. 

 

Índice de ELISA (IE) acrescendo 
35% 

Total % 

0 0,00 0,274 203 55,5 

1 0,275 0,371 16 4,4 

2 0,372 0,502 20 5,5 

3 0,503 0,679 28 7,7 

4 0,68 0,918 31 8,5 

5 0,919 1,241 26 7,1 

6 1,242 1,677 14 3,8 

7 1,678 2,265 13 3,5 

8 2,266 3,059 6 1,6 

9 ≥ 3,060 9 2,5 

 

  




