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RESUMO

O protozoario Neospora caninum, do phylum Apicomplexa e familia
Sarcocystidae, € um parasita intracelular obrigatdrio que infecta véarias espécies
animais, mas tem predilecdo por caes e bovinos. Em bovinos a neosporose
causa aborto, infertilidade, nascimento de bezerros natimortos ou doentes. A
transmissdo vertical € a principal via de transmissdo da N. caninum. A
transmissdo horizontal ocorre quando h& ingestdo de oocistos pelos
hospedeiros intermediarios e pela ingestdo de cistos teciduais contendo os
bradizoitas por carnivoros. A doenca nos bovinos causa Sérios prejuizos
econdmicos em muitos paises, inclusive no Brasil e no Parana. A toxoplasmose
€ uma zoonose que em humanos causa graves danos ao feto. Os protozoarios
séo transmitidos via horizontal e vertical, e foram evidenciados em diferentes
amostras biolégicas, bem como em amostras de leite in natura. Os parasitas
tem sido detectados em amostras de leite de diversas espécies animais,
sugerindo a possivel veiculacdo dos taquizoitas. No leite bovino ha relatos de
deteccdo de DNA de N. caninum e de T.gondii, levantando a hipétese da
possibilidade de transmisséo lactogénica no leite cru. Neste estudo objetiva-se
monitorar 0s anticorpos anti-Neospora caninum no leite e no soro em vacas
leiteiras, avaliar os fatores que interferem na detec¢ao dos anticorpos na RIFI,
avaliar os tipos de amostra de leite para melhor deteccao, isolar taquizoitas de
N. caninum e de T.gondii do leite cru e investigar o DNA dos protozoarios no
leite. As analises de amostras pareadas de sangue e leite demonstraram boa
concordancia na deteccao de anticorpos IgG anti-Neospora caninum durante
seis meses (89,%); amostras coletivas de leite podem ser empregadas para
estudos epidemiolégicos, fornecendo informacdes sobre a soropositividade de
N. caninum. A coleta de pool de leite deve ser realizada para o diagnéstico de
Neospora caninum para analise; a presenca da mastite subclinica e a
guantidade de producdo leiteira diaria ndo interferem na deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum no leite utilizando a RIFI e o tipo de amostra
interfere no diagnostico. Toxoplasma gondii pode ser eliminado no leite de
vacas soropositivas com titulo persistente de 1:50, comprovado por PCR no
leite e no isolamento.

Palavras-chave: Neosporose, Toxoplasmose, anticorpos, leite, PCR.



ABSTRACT

The protozoan Neospora caninum, of the Apicomplexa phylum and family
Sarcocystidae, is an obligate intracellular parasite that infects several animal
species, but has a predilection for dogs and cattle. In cattle, neosporosis causes
abortion, infertility, birth of stillborn or diseased calves. Vertical transmission is
the main transmission route of N. caninum. Horizontal transmission occurs
when there is ingestion of oocysts by the intermediate hosts and by the
ingestion of tissue cysts containing the bradyzoites by carnivores. The disease
in cattle causes serious economic losses in many countries, including Brazil and
Paran&. Toxoplasmosis is a zoonosis that can cause serious damage to the
fetus in both men and cattle. The protozoa are transmitted horizontally and
vertically, and were evidenced in different biological samples, as well as in
samples of fresh milk. The parasites were detected in samples of milk of several
animal species, suggesting the possible transmission of the tachyzoites. In
bovine milk there are reports of DNA detection of N. caninum and T.gondii,
raising the hypothesis of the possibility of lactogenic transmission in raw milk.
The objective of this study was to monitor anti-Neospora caninum antibodies in
milk and serum in dairy cows, to evaluate the factors that interfere in the
detection of antibodies in IFAT, to evaluate milk sample types for better
detection, to isolate tachyzoites of N. caninum And T.gondii from raw milk and
to investigate the DNA of protozoa in milk. Analyzes of paired samples of blood
and milk showed good agreement in detecting anti-Neospora caninum IgG
antibodies for six months (89,%); Collective samples of milk can be used for
epidemiological studies, providing information on the seropositivity of N.
caninum. The collection of milk pool should be performed for the diagnosis of
Neospora caninum for analysis; The presence of subclinical mastitis and the
amount of daily milk production does not interfere with the detection of anti-N
caninum antibodies milk using IFAT and the type of sample interferes with the
diagnosis. Toxoplasma gondii can be eliminated in the milk of seropositive cows
with a persistent titer of 1:50, proven by PCR in milk and in isolation.

Key words: Neosporosis, Toxoplasmosis, antibodies, milk, PCR
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1 INTRODUCAO GERAL

O protozoario Neospora caninum € um parasita intracelular obrigatorio
gue desde sua primeira observagdo em cdes na Noruega (BJERKAS et al.,
1984) e a sua identificacdo por DUBEY, 1988, emergiu como uma importante
doenca, acometendo, principalmente céaes e bovinos (DUBEY et al., 2011). Na
Ultima década despontou como principal doenca reprodutiva de bovinos do
mundo inteiro e atualmente € considerada como uma importante causa de
aborto em rebanhos leiteiros (TREES et al., 1999; ANDERSON et al., 2000;
DUBEY et al, 2003; DUBEY et al, 2011).

A neosporose permanece nos rebanhos bovinos durante varias
geracbes como uma Iinfeccdo cronica, sendo transmitido por via
transplacentaria ao feto (DUBEY et al, 2007). A introducdo do protozoario no
rebanho foi explicada quando MCALLISTER et al. (1998) identificaram os
oocistos nao esporulados nas fezes de cdes que ingeriram cistos de N.
caninum. Esta descoberta permitiu identificar o cdo como hospedeiro definitivo
do parasita, além do seu papel como hospedeiro intermediario, pela presenca
das formas de taquizoitas e cistos teciduais. Os bezerros recém-nascidos
podem ser infectados apés a ingestdo de leite contaminado por taquizoitas
(UGGLA et al.,, 1998; DAVISON et al., 2001) e o DNA do protozoario foi
detectado no leite e no colostro. Porém néao ha evidéncias conclusivas de que a
transmissao lactogénica pode ocorrer naturalmente (UGGLA et al., 1998;
DIJKSTRA et al., 2001; BJORKMAN et al., 2005; DUBEY et al., 2007).

A infeccdo por N. caninum em bovinos é investigada pela pesquisa de
anticorpos no soro sanguineo, embora o diagndéstico definitivo deve ser
realizado com a deteccdo de antigenos ou DNA do protozoario em tecidos
(SILVA et al.,, 2005; CAMILLO et al.,, 2011). Contudo, devido ao carater
persistente da infeccdo, a detecgao de anticorpos anti-N. caninum geralmente
indica o status de portador em bovinos adultos.
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Os testes sorologicos mais utilizados no diagnostico da neosporose
bovina s&o a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaios
imunoenziméticos (ELISA), imunoblotting (IB) e testes de aglutinacdo (AT)
(SILVA et al.,, 2004). A RIFI foi o primeiro teste sorolégico utilizado para a
demonstracdo de anticorpos anti-N. caninum (DUBEY et al., 1988) e tem sido
reconhecida como o teste de referéncia, com o qual outros testes para
deteccdo de anticorpos tém sido comparados e calibrados (BJORKMAN e
UGGLA et al., 1999; ATKINSON et al., 2000).

A neosporose bovina esta amplamente distribuida em varios paises e é
considerada a maior causa de aborto (DUBEY et al.,, 2007). No Brasil, N.
caninum foi identificado pela primeira vez na Bahia (GONDIM et al.,1999), e
desde entdo tem sido notificado em diferentes estados, indicando que a
neosporose esta difundida no pais. Estudos soroldgicos tém sido realizados em
varias regides do pais, como Bahia, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais (CORBELINI et al., 2000; LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2001, ANDREOTTI et al., 2006). O parasita foi demonstrado
em fetos bovinos em Sdo Paulo e no Rio Grande do Sul, e cepas de N.
caninum foram isoladas de cdo, na Bahia e de feto bovino, no Parana
(GONDIM et al., 2001; LOCATELLI-DITTRICH, 2002). No Parana, anticorpos
anti-N. caninum foram detectados em bovinos leiteiros na regido norte do
estado e nos municipios de Carambei, Witmarsum, Chopinzinho, Quatro Barras
e em S&o José dos Pinhais, proximo a Curitiba (OGAWA et al., 1999;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2002; RAGOZO et al., 2003; GUIMARAES
JUNIOR et al., 2004).

Considerando-se as soroprevaléncias elevadas da neosporose bovina
no Parana, a ampla distribuicdo geografica da doengca nas mesorregides do
estado e que a infecgdo por Neospora caninum despontou como a principal
doenca reprodutiva de bovinos no mundo inteiro, € de fundamental importancia
investigar o diagnéstico em amostras de leite para diminuir custos e avaliar a
viabilidade dos taquizoitas em amostras de leite e, consequentemente, o risco

de transmissao lactogénica.
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Este trabalho esta dividido em duas partes. A primeira parte constitui-se
de revisdo bibliografica sobre a neosporose bovina. A segunda parte esti
dividida em trés artigos cientificos apresentados em forma de capitulos, que
foram escritos baseados nos resultados obtidos com o experimento, intitulados:
Capitulo | — “Associacdo e monitoramento de anticorpos anti-Neospora
caninum no soro € em amostras individuais e coletivas de leite”; Capitulo Il —
‘Influéncia da mastite subclinica e da producgédo leiteira na deteccdo de
anticorpos anti-Neospora caninum no leite” e Capitulo Ill — “Detecgdo de

Neospora caninum e Toxoplasma gondii no leite de vacas”.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a presenca do protozoario N. caninum e T. gondii no leite.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 monitorar os anticorpos anti-Neospora caninum no leite e no soro
sanguineo em vacas leiteiras;

2.2.2 realizar exames sorologicos de neosporose em bovinos;

2.2.3 isolar taquizoitas de N. caninum e de T. gondii a partir de amostras de
leite cru de vacas soropositivas para os dois protozoarios

2.2.4 avaliar fatores que interferem na deteccao de anticorpos anti-N. caninum
no leite

2.2.5 avaliar tipos de amostras de leite para pesquisa de anticorpos

2.2.6 realizar PCR em leite cru de vacas soropositivas para N. caninum e T.
gondii.
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3 REVISAO LITERATURA

3.1 HISTORICO

Em 1984, na Noruega, BJERKAS et al., observaram um protozoario
semelhante ao Toxoplasma gondii em tecidos de cées. O parasita foi
identificado pela primeira vez em 1988, em caes com encefalomielite e em
1989, foi confirmado o primeiro caso de neosporose em bovinos. Neospora
caninum é morfologicamente similar a outros protozoarios apicomplexa de
importancia em medicina veterinaria como Toxoplasma gondii e Sarcocystis sp.
(ANDERSON et al., 2000; DUBEY et al., 2002).

O cédo foi o primeiro hospedeiro definitivo do N. caninum descrito
(MCALLISTER et al., 1998) e, recentemente, observou-se que 0S coiotes
também eliminam oocistos pelas fezes (GONDIM et al., 2004) sendo os
primeiros canideos selvagens confirmados como hospedeiros definitivos desse

agente.

A neosporose emergiu como uma séria doenca no mundo inteiro
acometendo, em especial, bovinos e caes. Entretanto o agente também foi
isolado de equinos, ovinos, caprinos, veados e bufalos e anticorpos foram
detectados em gatos, camelos, raposas e varios outros canideos e hoje esta
mundialmente distribuida (DUBEY et al, 2011).

3.2 BIOLOGIA DO Neospora caninum

O protozoario Neospora caninum é um parasita intracelular obrigatorio
gue pertence ao filo Apicomplexa, a classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e
familia Sarcocistidae. Ha duas espécies descritas do género Neospora, o
Neospora caninum (DUBEY, 1988), isolado de cérebro de céo, e Neospora

huguesi (MARSH et al., 1998), isolado de cérebro e medula espinhal de equino.
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As formas identificadas do ciclo de vida do N. caninum s&o os:
taquizoitas, cistos teciduais (bradizoitas) e oocistos. Taquizoitas e cistos
teciduais sdo o0s estagios encontrados nos hospedeiros intermediarios e
ocorrem intracelularmente (DUBEY et al., 2002). Os taquizoitas (organismos
proliferativos) sdo ovoides ou em forma de meia-lua, com nucleo em posicéo
central ou terminal. Nos animais infectados os taquizoitas foram observados
em células nervosas, macrofagos, fibroblastos, células endoteliais, midcitos,
células epiteliais dos tubulos renais e hepatdcitos (DUBEY et al., 1988). Nos
bovinos ha predilecdo em cérebro, coracao, figado, pulmdes de fetos, placenta
e medula espinhal de bezerros (DUBEY, 1999).

Os bradizoitas (organismos de multiplicacdo lenta) localizam-se em
grande ndamero dentro do cisto tecidual que séo encontrados principalmente em
sistema nervoso central e musculos (DUBEY, 2007). Esses cistos podem
persistir no hospedeiro infectado por varios anos, sem causar nenhuma
manifestac@o clinica (PETERS et al.,, 2001). O inicio da resposta imune do
hospedeiro e a presenca de outros fatores fisioldgicos provavelmente induzam
a entrada dos taquizoitas nas células e a diferenciacdo em bradizoitas,

estabelecendo a infec¢éo pela presenca dos cistos (PETERS et al., 2001).

Os oocistos sé@o excretados pelas fezes dos hospedeiros definitivos na
forma n&o esporulada. No ambiente ocorre a esporulacdo e a resisténcia dos
oocistos de N. caninum é semelhante ao do T. gondii. Porém as informacdes
sobre a biologia do oocisto séo escassas. Os cées liberam 0s oocistos cinco
dias ou mais depois de terem sido infectados experimentalmente. O namero
total de oocistos, o periodo de laténcia e a duracédo da liberacdo dos oocistos
variam (DUBEY, 2007).

Os hospedeiros definitivos séo os caes, coiotes e lobos (MCALLISTER et
al., 1998; GONDIM et al.,, 2004; DUBEY, et al, 2011), e quando ingerem 0s
cistos de Neospora caninum eliminam o0s oocistos ndo esporulados nas fezes.
Os oocistos ndo esporulados ndo séo infectivos e esporulam somente fora do
hospedeiro. Ocorrendo a esporulacdo no ambiente, formam-se dois
esporocistos, cada qual com quatro esporozoitas. Os oocistos de N. caninum

sdo morfologicamente similares aos oocistos de Hammondia heydorni
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encontrados nas fezes de cées, e Toxoplasma gondii e Hammondia hammondi

encontrados nas fezes de gatos (DUBEY et al., 2003).

Os hospedeiros intermediarios do protozoario N. caninum sdo os cées,
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, bufalos, cervos, ratos silvestres e as
raposas (ANDERSON et al., 2000; ALMERIA et al., 2002; HUANG et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2004).

3.3 TRANSMISSAO

A transmissdo do Neospora caninum pode ser horizontal, através da
ingestdo de tecidos infectados com taquizoitas, por cistos teciduais
(bradizoitas) ou pela ingestdo de agua ou comida contaminada pelos oocistos
esporulados. A ingestdo de oocistos esporulados € a Unica forma de infeccao
natural em bovinos depois do nascimento (TREES et al, 2002; GONDIM et al,
2004). Os hospedeiros intermediarios infectam-se consumindo 0s oocistos
esporulados (McALLITER, 1999). A infeccdo é mais frequente em caes de
areas rurais (WANHA et al., 2005; HORNOK et al., 2006). Isso se deve ao fato
de que os animais destas areas tém maior contato com carne e visceras
infectadas, quando comparado aos cées domiciliados de areas urbanas (MELO
et al., 2005).

A transmissdo vertical ou transplacentaria pode ocorrer em varios
hospedeiros, sendo esta via considerada como a principal forma de infeccéo
em bovinos. Uma vaca cronicamente infectada pode transmitir a infeccdo ao
feto por sucessivas gestacdes e pode apresentar um ou mais abortos durante a
sua vida reprodutiva. As vacas infectadas sdo trés a sete vezes mais
suscetiveis ao aborto que as vacas nao infectadas (DAVIDSON et al., 1999;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001). A maioria dos bezerros que nascem de
maes infectadas sdo portadores da infeccdo e, uma vez infectado, o animal
parece permanecer infectado por toda a vida (DUBEY, 2003), é a maior parte
das infeccbes congénitas resulta no nascimento de bezerros aparentemente
saudaveis (ANTONY & WILLIAMSON, 2001). Dessa forma, o parasita pode
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permanecer no rebanho por muitas geracfes, sem 0 envolvimento de um
hospedeiro definitivo. No entanto, existem evidéncias que em abortos
epidémicos causados pelo protozoario, a fonte de infeccdo seja
preferencialmente externa, e ndo uma reativacdo da infeccdo cronica nas
vacas (Mc ALLISTER et al., 1996; WOUNDA et al., 1999; Mc ALLISTER et al.,
2000). Estudos sorolégicos demonstram que vacas que abortam durante um
surto epidémico, provavelmente adquiriram a infeccdo apds o nascimento,
devido a falta de associacdo entre soropositividade de maées e filhas
(ANDREOTTI et al., 2005).

A infeccdo congénita pode resultar em aborto ou natimorto, porém a
maioria dos bezerros infectados nasce clinicamente saudavel, mas
cronicamente infectados. Novilhas congenitamente infectadas podem parir
bezerros infectados a infeccdo pode, assim, ser mantida em um rebanho
bovino por muitos anos, sem o envolvimento do hospedeiro definitivo
(BJORKMAN et al., 1996; ANDERSON et al, 1997; BJORKMAN et al, 2006).
Surtos de aborto em rebanhos bovinos foram relacionados com infeccéo

recente nas novilhas e/ou vacas prenhes (DUBEY et al., 2007).

A transmissdo lactogénica de N. caninum foi demonstrada
experimentalmente em bezerros recém-nascidos, alimentados com colostro
com taquizoitas, mas nao ha evidéncias da infecdo natural (DAVISON et al.,
2001). O DNA do protozoario foi detectado no leite e no colostro (MOSKWA et
al., 2007; DUBEY, 2007).

Cole et al (1995) relataram transmissdo lactogénica em ratos
amamentados por um rato infectado experimentalmente, e, em outro estudo,
dois bezerros foram infectados depois de ingerirem colostro contendo 3x 10’ de
taquizoitas de N. caninum apds seis horas do nascimento. Outros dois
bezerros que receberam a mesma quantidade de taquizoitas atraves do leite,
por sonda no estdbmago, ndo foram infectados (UGGLA et al., 1998). A
alimentacdo de colostro e leite € uma pratica comum em rebanhos leiteiros e
estudos foram realizados para investigar a possibilidade de transmisséo de N.
caninum em bovinos de diferentes idades quando desafiados oralmente com

taquizoitas, porém néo se sabe sobre a ocorréncia na natureza (DAVISON et
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al., 2001). Ha escassez de informacdes sobre a transmissdo lactogénica de

Neospora caninum em bovinos.

A transmisséo venérea pode ser possivel, porém pouco provavel, como
evidenciado recentemente em novilhas infectadas experimentalmente através
da inoculacgao intrauterina de sémen contaminado por taquizoitas. Os niveis de
anticorpos foram mantidos, sem aumentar sua titulacdo (SERRANO et al,
2006). Entretanto, o DNA do protozoario foi detectado em sémem de touros
(ORTEGA-MORA et al., 2003; CAETANO-DA-SILVA et al., 2004; FERRE et al.,
2005), sugerindo que, se ha taquizoitas viaveis, sdo em pequenas quantidades

e infrequentes para a contaminacao.

FIGURA 1 — CICLO BIOLOGICO DE N. caninum

FONTE: CARDOSO (2010)
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3.4 PATOLOGIA E SINAIS CLINICOS EM BOVINOS

O Neospora caninum encista-se no tecido nervoso (cérebro, medula
espinhal, cerebelo e nervos), na retina e no muasculo esquelético. Em fetos
bovinos, os cistos sdo encontrados principalmente no cérebro. Nos bezerros
com neosporose congénita, os cistos localizam-se no cérebro e na medula
espinhal. Ratos foram infectados com sucesso pela inoculagéo por via oral de
taquizoitas e bradizoitas (LINDSAY et al., 1990). Esse resultado € interessante,
pois sabe-se que somente o0s bradizoitas dos cistos sdo resistentes a solucéo
de pepsina acida, indicando que o habito dos carnivoros € uma via de infec¢ao

de N. caninum.

7

A neosporose é a maior causa de abortamento em bovinos de leite,
causando alteragbes reprodutivas e bezerros doentes (DUBEY, 2011). As
vacas de todas as idades podem abortar, a partir de trés meses de gestacao
até o termo, porém, a maioria dos abortamentos ocorre entre o quinto e 0 sexto
més de gestacdo. Os fetos podem morrer no Gtero, serem reabsorvidos,
mumificados, autolisados, nascerem mortos, nascerem Vvivos com sinais
clinicos, nascerem vivos e clinicamente normais, mas infectados (THURMOND
et al., 1995). A probabilidade de abortamentos € maior nas vacas soropositivas
do que as soronegativas (THURMOND e HIETALA et al., 1997; DUBEY, et al.,
2007).

A grande maioria dos bezerros que nascem de vacas soropositivas foi
intectada via congénita e mantém a infeccdo no rebanho. Os animais que
nascem sem sinais clinicos sdo portadores e reservatérios potenciais no
rebanho (LINDSAY & DUBEY, 1990). Nos rebanhos bovinos os abortamentos
endémicos sdo associados com o estado sorolégico da mae e das filhas, ou
seja, a principal via de transmisséo nestes rebanhos é vertical (THURMOND E
HIETALA, 1997; SCHARES et al., 2002). Outros sinais clinicos foram relatados
como: deformagbes de membros, ataxia, diminuicdo dos reflexos patelares,
perda da propriocepcao, paralisia, opistétono, exoftalmia, cegueira e
deformacbOes associadas com lesdes das células nervosas embrionarias
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003).
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CAPITULO |

MONITORAMENTO DE ANTICORPOS ANTI-Neospora caninum NO
SORO E EM AMOSTRAS INDIVIDUAIS E COLETIVAS DE LEITE

RESUMO

A neosporose bovina € uma doenca causada pelo protozoario Neospora
caninum que acarreta em prejuizo econdmico em rebanhos leiteiros. A infec¢éo
pode resultar em abortos, mumificagcbes, mortes uterinas seguidas de
absorcdes e natimortos. O diagndstico é realizado com a deteccdo de
anticorpos séricos pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) como
metodologia de referéncia. As fontes de transmissdo da nheosporose
conhecidas séo a vertical e a horizontal, porém a transmisséo lactogénica tem
sido observada experimentalmente. O objetivo deste trabalho foi detectar,
monitorar e verificar a concordancia entre a presenca de anticorpos no soro
sanguineo e no leite de bovinos pertencentes a um rebanho leiteiro da regido
metropolitana de Curitiba, no Parang; avaliar a eficacia da deteccdo de
anticorpos em amostras coletivas de leite, para diminuir custos. Foram
monitoradas amostras simultdneas e quinzenais de sangue e leite de 12 vacas
soropositivas, para Neospora caninum, totalizando 165 amostras, durante seis
meses. As amostras soropositivas foram tituladas. Amostras de leite
proveniente do tanque de armazenamento foram coletadas semanalmente,
totalizando 20 amostras. A soroprevaléncia da neosporose no rebanho foi de
23,07% (12/52 animais). Houve boa concordancia entre as amostras de sangue
e leite (89,6%). Somente 3,63 % (6/165) das amostras foram positivas no
sangue e negativas no leite e essas vacas tinham titulo 1:50. Houve boa
correlacdo de diagndstico entre amostras coletivas e amostras individuais de
leite (90%). Os anticorpos anti-Neospora caninum podem ser detectados no
leite pelo método da RIFI, e o diagndstico pode ser realizado no rebanho em
amostras de leite.

Palavras-chave: Neospora caninum, RIFI, leite, sangue.
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ABSTRACT

Bovine neosporose is a disease caused by protozoan Neospora caninum and
causes economic losses in dairy herds. The infection can result in abortion,
mummification, deaths in the uterus followed by absorptions and stillbirths. The
diagnosis is made by detection of serum antibodies by indirect
immunofluorescence assay (IFA) as the reference methodology. The
transmission form of neosporosis known are the vertical and horizontal,
however, the lactogenic transmission has been experimentally observed. The
objective of this study was to detect, monitor and verify the correlation between
the presence of antibodies in serum and milk of cattle from a dairy herd in the
metropolitan region of Curitiba, Parana; evaluate the effectiveness of antibody
detection in milk collective samples to reduce costs. Simultaneous and biweekly
blood and milk samples of 12 seropositive cows were monitored for Neospora
caninum, totaling 165 samples, for six months. The seropositive samples were
titrated. Milk samples from the storage tank were collected weekly, totaling 20
samples. The neosporosis seroprevalence in the herd was 23.07% (12/52
animals). There was good agreement between blood and milk samples (89.6
%). Only 3.63 % (6/165) of the samples were positive in the blood and negative
in the milk and these cows had a 1:50 titer. There was good diagnostic
correlation between the collective and individual milk samples (90%). The anti-
Neospora caninum antibodies in the milk can be detected by IFA method, and
the diagnosis in the herd can be made in milk samples.

Key words: Neospora caninum, IFIl, milk, serum



30

1. INTRODUCAO

A infeccédo pelo protozoario Neospora caninum esta distribuida em varias
espécies, principalmente em vacas leiteiras (DUBEY, 2003). Neospora caninum
€ considerado a maior causa de abortamento em vacas em varios paises,
causando perdas econbmicas consideraveis (DUBEY et al, 2007). O
diagndstico € baseado, principalmente, em testes soroldégicos como reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
Imunoblotting (IB) e aglutinagdo direta, usando taquizoitos intactos ou
antigenos de taquizoitos para a deteccéo de anticorpos anti-Neospora caninum
em bovinos (JENKINS et al., 2002). A RIFI foi o primeiro teste sorologico
utilizado para detecgdo de anticorpos anti- N. caninum, e apresenta uma boa
sensibilidade e especificidade, sendo considerado teste de referéncia (padréo
ouro) (SILVA et al, 2004). Na RIFI os taquizoitos utilizados séo intactos, e 0s
anticorpos detectados sdo os direcionados para antigenos presentes na
superficie celular do parasita (TREES et al, 1999).

Amostras coletivas de leite foram utilizadas para a deteccao de anticorpos
através de ensaios enzimaticos contra agentes infecciosos como virus
(PRITCHARD, 2001; DIAS e SAMARA, 2003; HUMPHRY et al, 2012),
bactérias (TABATABAEIZADEH et al, 2011; LEONARD et al, 2004; NIELSEN
et al., 2000) e helmintos (SANCHEZ et al., 2002). Amostras coletivas de leite
também foram utilizadas para a deteccdo de N. caninum utilizando o ELISA
como teste diagndéstico e foi observada boa concordancia com amostras de
soro e leite individuas (CHANLUN et al., 2006; GONZALEZ-WARLETA et al.,
2011). A maioria dos estudos com amostras coletivas de leite s&o de amostras
pontuais, porém Humphry et al (2013) ressaltaram a importancia de monitorar a
presenca de anticorpos em amostras coletivas de leite em pelo menos dois
momentos diferentes. Chanlun et al (2006) relataram que somente uma
amostra coletiva de leite deve ser interpretada com cautela e a repeticdo dos
testes com amostras coletivas em intervalos regulares determina melhor o
status do rebanho. TABATABAEIZADEH et al (2011) ressaltaram que devem

ser coletadas amostras coletivas de leite pelo menos a cada trés meses.
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Alguns estudos utilizaram o ELISA como teste para deteccdo de
anticorpos anti-N.caninum no leite ( UGGLA et al., 1998; DAVISON et al., 2001,
CHANLUN et al., 2002; SCHARES et al 2004; HURKOVA et al, 2005; MILNE et
al., 2006; GONZALEZ-WARLETA et al., 2011; BYREM et al., 2012), porém,
existem poucos estudos com a utilizacdo da RIFI para pesquisa de anticorpos
no leite bovino. Existem poucas informagOes sobre a RIFI e deteccao de
anticorpos anti-Neospora caninum no leite e ndo ha estudos sobre a dinamica
de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguineo, amostras individuais de leite

e amostras coletivas de leite utilizando a RIFI como teste.

Nos estudos epidemiologicos, o teste de ELISA é utilizado e verificou
excelente correlacdo entre deteccdo de anticorpos IgG no leite e soro, porém
h& escassez de estudos que monitorem 0s anticorpos anti-Neospora caninum

durante um periodo de tempo.

O presente estudo objetivou avaliar o uso de amostras individuais e
coletivas de leite para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum; monitorar 0s
titulos de anticorpos séricos e comparar com a deteccdo de anticorpos em
amostras simultdneas de leite durante seis meses, para estabelecer a

correlacdo diagndstica de neosporose no leite e no soro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS

No presente estudo 12 vacas em lactacéo, soropositivas para Neospora
caninum, e trés vacas soronegativas para o parasita, foram monitoradas
quinzenalmente, de Outubro de 2012 a Margo de 2013. As vacas sao
procedentes de um rebanho leiteiro com histérico de abortamentos e localizado
na regidao metropolitana de Curitiba/PR (Quatro Barras: 25° 22' 2" Sul, 49° 4'
30"Oeste). O rebanho possui 52 vacas e € submetido a imunizagdo semestral

de brucelose e febre aftosa e ao controle de tuberculose periodicamente.
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2.2. AMOSTRAS

Foram realizadas 11 coletas quinzenais e simultaneas de sangue e leite
das 15 vacas, totalizando 165 amostras de sangue e 165 amostras de leite,
durante seis meses. Amostras coletivas de leite foram coletadas semanalmente
do tanque de armazenamento, totalizando 20 amostras, para monitorar e
correlacionar com a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum séricos e no leite
individual. Amostras de sangue foram coletadas por puncédo da veia coccigea e
acondicionadas em tubos vacutainer sem anticoagulante. As amostras foram
centrifugadas durante cinco minutos, a 5000 rpm para a obtencdo do soro. As
amostras de leite foram coletadas dos quatro tetos obtendo-se o pool de leite
por vaca. Realizou-se a desinfec¢céo prévia dos tetos com alcool 70% e o leite
foi acondicionado em tubos estéreis. Os tubos foram centrifugados a 3.500 rpm
por 10 minutos para a extracdo da camada de gordura com pipetas estéreis. As
amostras de soro e de leite desnatado foram armazenadas a -20 °C até a

andlise.

2.3. REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

A pesquisa de anticorpos (IgG) anti N. caninum no soro e leite foi
realizada pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). As laminas foram
sensibilizadas previamente com taquizoitas de N. caninum (cepa NC-1),
segundo Locatelli-Dittrich et al ,2006. Os soros sanguineos bovinos foram
diluidos a 1:50, em solucédo salina tamponada (PBS pH 7,2) e as amostras
positivas foram submetidas a titulacdo para determinacgéo do titulo maximo da
reacao.

O leite foi utilizado puro seguindo a técnica padronizada da
imunofluorescéncia indireta (Dubey, 2003). O conjugado anti-IgG bovino
(SIGMA®) foi diluido a 1:100 em PBS pH 7,2. A leitura das laminas foi
realizada em microscépio equipado com fonte de luz ultravioleta. Os soros-

controle negativo e positivo foram utilizados em cada lamina analisada. A
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presenca de fluorescéncia em todo o taquizoita foi considerada como resultado
positivo. A fluorescéncia na porcdo apical do taquizoita foi considerada

negativa.

2.4. ANALISE ESTATISTICA

As amostras de soro sanguineo e de leite de cada vaca foram testadas
paralelamente. Os resultados da deteccdo de anticorpos no soro e leite de
cada vaca foram comparados, utilizando-se os resultados da RIFI dos soros
como referéncia. As amostras coletivas foram comparadas com os resultados
individuais de leite. Os dados foram submetidos as andlises descritivas para o
célculo dos percentuais de positividade. O indice kappa de concordéancia foi
calculado utilizando o software GraphPad® entre as amostras de leite e soro

sanguineo. A sensibilidade foi de 100% e a especificidade 85%.

3. RESULTADOS

A soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum do rebanho foi de 23,07%
(12/52). A comparacdo entre os resultados de deteccdo de anticorpos anti-
Neospora caninum no soro sanguineo e no leite (TABELA 1) demonstrou
96,36% (159/165) de concordancia e o indice kappa de 89,6%. Nas amostras
positivas, os titulos de anticorpos variaram de 50 a 400 (TABELA 2). As vacas
gue manteram o titulo de 1:50 (33,3%) negativaram no leite em algumas
amostras (6/165) e nenhuma vaca com titulo acima de 1:100 foi negativa para
o leite. Das trés vacas soronegativas do estudo, em todas as amostras, nao
houve deteccéo de anticorpos anti- N. caninum no soro e no leite.

Das 20 amostras coletivas de leite proveniente do tanque de

armazenamento 90% (18/20) foram positivas para Neospora caninum na RIFI.
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SIMULTANEAS DE SANGUE E LEITE DE BOVINOS PELA TECNICA DE RIFI
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Dia 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Bovino SL SL SL SL SL SL SL SL SL SL SL
1 ++ ++ +4+ +4+ ++ 4+ 4+ ++ ++ o+ 4+ o+ + 4+ o+
2 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ o+ 4+ o+ + o+ +
3 ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ o+ 4+ o+ + 4+
4 ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ + 4+ o+ + o+ +
5 ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ o+ 4+ o+ + 4+
6 ++ ++ ++ +4+ +4+ ++ ++ ++ o+ + o+ + o+ -
7 ++ + - o+ - o+ 4+ o+ - - -+ -+ + o+ -+ 4+ o+
8 ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ + 4+ o+ + o+ +
9 ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ ++ o+ 4+ o+ + 4+
10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +4+ ++ ++ + + + +
11 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +4+ ++ 4+ + o+ + o+ +
12 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +4+ ++ ++ ++ o+ +

S: SANGUE L: LEITE
+: POSITIVO -: NEGATIVO
RIFI: REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

TABELA 2 — TITULACAO QUINZENAL PARA Neospora caninum NO SORO SANGUINEO DE
BOVINOS PELA TECNICA DE RIFI

(E)vlino 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
1 1:100 1:100 1:200 1:200 150 1:50 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
2 1:50 1:50 1:200 1:100 1:100 1:400 1:400 1:400 1:400 1:200 1:200
3 1:.400 1:400 1:400 1:200 1:400 1:200 1:400 1:200 1:400 1:200 1:200
4 1:400 1:200 1:400 1:200 1:400 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
5 1:400 1:200 1:200 1:200 1:200 1:100 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
6 1:50 1.50 150 150 150 150 150 150 150 150 1:50
7 1:50 1.50 150 1:50 1:50 - 1.50 150 1:50 1:50 1:50
8 1:100 1:400 1:200 1:400 1:400 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
9 1:100 1:400 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 1:400
10 1:50 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
11 1:50 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
12 1:50 1:400 1:200 1:200 1:50 1:100 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200
- NEGATIVO

RIFI: REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
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4. DISCUSSAO

A concordancia nos resultados entre a deteccdo de anticorpos nas
amostras de leite e de soro sanguineo na RIFI foram similares com aqueles
obtidos por CAMILLO et al (2011a) em que amostras de soro sanguineo com
titulacdo igual ou acima de 1:100 obtiveram 100% de concordancia entre as
amostras simultaneas. Amostras cujo titulo de anticorpos foi de 50, CAMILLO
et al (2011a) obtiveram apenas 40% de concordancia, provavelmente porque
foram utilizadas amostras pontuais e ndo houve um monitoramento na
deteccédo de anticorpos anti-N. caninum no sangue € no leite, simultaneamente.
Observa-se que quando utilizadas amostras de leite de vacas com titulo de
anticorpos acima de 1:200, ha 100 % de concordéancia (OOl et al., 2000), o que
discorda com o presente estudo em gque amostras acima de 1:100 no soro
foram todas positivas no leite. Camillo et al (2011a) observaram que amostras
soropositivas com titulagdo 1:50 foram negativas no leite, 0 que ocorreu em
algumas amostras no presente estudo.

Estudos utilizando o ELISA para a deteccao de anticorpos anti-Neospora
caninum no soro, em amostras individuais e coletivas de leite mostram boa
concordancia entre os resultados (SHARES et al, 2004; MILNE et al., 2006;
GONZALEZ-WARLETA et al., 2011).

GONZALEZ-WARLETA et al (2011), relacionaram as variacdes nos valores
de ELISA no leite com variacdes de anticorpos no soro. Estes resultados séo
consistentes com o fato de que anticorpos IgG séo transferidos a partir do
sangue circulante para o leite, que é também o mecanismo mais provavel para
a determinacdo do nivel de anticorpos contra N. caninum no leite, ou seja,
guanto maior o titulo de anticorpos no soro, maior a chance de deteccdo no
leite (SHERER et al, 2002; DIAS e SAMARA et al, 2003; TIZARD et al, 2008).

N&o ha informacbes sobre monitoramento peridédico dos anticorpos em
amostras simultaneas de sangue e leite com a RIFI. No presente estudo foi
avaliada a cinética dos anticorpos de maneira simultdnea, durante seis meses.
Somente uma vaca tornou-se negativa na deteccdo de anticorpos no soro
sanguineo, demonstrando uma estabilidade dos niveis de anticorpos séricos,

que consequentemente, apresentam-se no leite.
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Observou-se que as amostras negativas no leite foram de vacas com
titulacbes 1:50 devido a baixa quantidade de anticorpo no sangue e,
consequentemente, no leite.

Os niveis de anticorpos em amostras coletivas de leite possuem uma boa
correlacdo com a proporcédo de animais soropositivos (CHANLUN et al, 2002;
CAMILLO et al, 2011ab). Estudos que utilizaram deteccao de anticorpos anti-
Neospora caninum em amostras coletivas de leite utilizando o ELISA como
teste diagnostico, afirmam que para os anticorpos serem detectados pelo
menos 10-15% das vacas devem ser positivas (UGGLA et al., 2000; CHANLUN
et al.,, 2002). Das amostras coletivas de leite, 90% (18/20) foram positivas na
deteccdo de anticorpos anti-N. caninum com a soroprevaléncia do rebanho de
23,07% provavelmente devido a alta concordancia de resultados entre soro
sanguineo e leite mesmo variando as titulagées de 50 a 400.

Neste estudo uma grande maioria das amostras coletivas de leite foi
positiva, demostrando a viabilidade do teste e sua aplicabilidade para o
diagndstico do rebanho, os resultados foram similares com Camillo et al,
(2011b); poréem Humphry et al (2012) ressalta a importancia de coletar pelo
menos duas amostras em momentos diferentes para obter resultados mais

confiaveis para o diagnadstico.

5. CONCLUSAO

As andlises de amostras pareadas de sangue e leite demonstram boa
concordancia na deteccao de anticorpos IgG anti-Neospora caninum durante
seis meses; amostras coletivas de leite podem ser empregadas para estudos
epidemiologicos, fornecendo informacfes sobre a soropositividade de N.
caninum.

O monitoramento de anticorpos de amostras pareadas demonstra que ha

estabilidade de anticorpos da classe G no leite e no sangue.
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CAPITULO I

INFLUENCIA DA MASTITE SUBCLINICA E DA PRODUCAO LEITEIRA NA
DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-NEOSPORA CANINUM NO LEITE

RESUMO

Neosporose € uma das principais causas de aborto, acarretando importantes
perdas econbmicas, principalmente em bovinos de leite. O diagndstico da
doenca é baseado na pesquisa de anticorpos no soro sanguineo através das
técnicas soroldgicas como ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Porém, atualmente, tém sido utilizadas
amostras de leite para deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum. H& boa
concordancia com amostras de soro sanguineo, sendo mais préatico e
diminuindo custos. No entanto, os fatores como fase de lactacdo, producéo
leiteira e inflamacgdo da glandula mamaria poderiam influenciar no diagnostico.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da mastite subclinica, da
producdo leiteira e avaliar o melhor tipo de amostra para deteccdo de
anticorpos anti-Neospora caninum no leite. Durante seis meses foram obtidas
132 amostras de leite (pool) antes da primeira ordenha da manha de 12 vacas
soropositivas para Neospora caninum e realizado o CMT. A RIFI foi realizada
com amostras de leite desnatado (puro) e os dados de producéo leiteira foram
obtidos diariamente. Das 132 amostras de leite, em 56 (42,4%) amostras foram
de detectadas anticorpos e o CMT foi positivo. Em 69 (54,3%) amostras de leite
foram detectados anticorpos anti-Neospora caninum, porém o CMT foi
negativo. Em 4,5% (6/132) amostras foram negativas na deteccdo de
anticorpos no leite e o CMT negativo e em somente uma amostra (0,75%) a
deteccédo de anticorpos no leite foi negativa e o CMT foi positivo. Os anticorpos
anti-Neospora caninum foram detectados no leite das 12 vacas e em todas as
categorias de producéo leiteira: 18,2% (2/11) com producéo leiteira diaria < 10
litros; 45,4% (5/11) com a producdo leiteira diaria entre 10-15 litros e em 36,4%
(4/11) a producéo leiteira diaria entre 15-25 litros. Os resultados obtidos
demonstram que o leite representa uma alternativa de amostragem diagnostica
para propriedades leiteiras e que a presenca da mastite subclinica e o volume
de producao leiteira diaria ndo interferem na deteccdo de anticorpos anti-
Neospora caninum no leite e a melhor amostra para a pesquisa de anticorpos
no leite € a do pool dos quatro tetos.

Palavras-chave: Neospora caninum, anticorpos, leite, interferéncia
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ABSTRACT

Neosporosis is one of the major cause of abortion, causing serious economic
losses, especially in dairy cattle. The diagnosis is based on the detection of
antibodies in serum by serological techniques such as enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and indirect immunofluorescence assay (IFA).
However, nowadays milk samples have been used to detect anti-Neospora
caninum antibodies. There is good agreement with blood samples as it is more
practical and reducing costs. However, factors such as stage of lactation, milk
production and inflammation of the mammary gland could influence the
diagnosis. The objective of this study was to evaluate the influence of
subclinical mastitis and milk production and evaluate the best type of sample for
detection of anti-Neospora caninum antibodies in the milk. For six months 132
milk samples (pool) were obtained before the first morning milking of 12
Neospora caninum seropositive cows and performed the CMT. The IFA was
performed in samples of skimmed milk (non-diluted) and milk production data
were obtained daily. In 56 of the 132 milk samples (42.4%) were detected
antibodies and the CMT was positive. In 69 (54.3%) milk samples, anti-
Neospora caninum antibodies were detected , but the CMT was negative. 4.5%
(6 /132) samples were negative for the detection of antibodies in the milk and
the CMT was negative and only in one sample (0.75%) the detection of
antibodies in the milk and was negative and the CMT was positive. The anti-
Neospora caninum antibodies were detected in the milk of 12 cows and in all
categories of dairy production: 18.2 % (2/11) with daily milk production < 10
liters; 45.4 % (5/11) with daily milk production of 10 to 15 liters and 36.4% (4/11)
with daily milk production between 15 to 25 liters. The results demonstrate that
milk is an alternative of diagnostic sampling for dairy herd and the presence of
subclinical mastitis and the amount of daily milk production does not interfere in
the detection of anti-Neospora caninum antibodies in the milk and the best
sample for the detection of antibodies in the milk is a pool of the four udders.

Key words: Neospora caninum, milk, antibody, interference
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1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo protozoario Neospora caninum esta amplamente
distribuida em todo o mundo e é reconhecida como uma das maiores causas
de aborto, causando com importantes perdas econémicas, principalmente em
bovinos de leite (DUBEY, 2003). O diagndstico da neosporose € baseado,
principalmente, na pesquisa de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguineo.
Entretanto, alguns estudos utilizaram como amostra o leite, destacando-se a
praticidade e 0os menores custos inerentes a essa metodologia (DAVISON et
al., 2001; SHARES et al., 2004; MILNE et al., 2006; GONZALEZ — WARLETA
et al., 2011; CAMILLO, 2011; BYREM et al., 2012).

Vérios estudos utilizaram o ELISA para deteccdo de anticorpos anti-
N.caninum no leite (CHANLUN et al, 2002; SCHARES et al 2004; HURKOVA et
al, 2005; CHANLUN et al., 2006; MILNE et al., 2006), e existem poucos
estudos com a utilizacdo da RIFI para pesquisa de anticorpos no leite bovino.
Alguns fatores podem interferir na deteccdo de anticorpos no leite, tais como
fase da lactacdo, producédo leiteira diaria e mastite (DAVISON et al., 2001;
SHERER et al, 2002; MILNE et al., 2006; CAMILLO et al, 2011; BYREM et al.,
2012)).

A mastite é a principal doenca nos bovinos leiteiros (BARKEMA et al,
2009; RINALDI et al, 2010). Dentre as formas de mastite, a mastite clinica é
facilmente diagnosticada por alteracdes no leite e no Ubere, enquanto que a
subclinica necessita de ferramentas diagnésticas para deteccdo do aumento da
contagem de células somaticas (CCS) (LADEIRA et al., 1998, ANDERSON et
al.,, 2004) e a interferéncia dessa enfermidade deve ser avaliada sobre o
diagndstico da neosporose no leite. Existem poucas informagdes sobre a RIFI e
os fatores que interferem na deteccao de anticorpos no leite (CHANLUN et al,
2006; CAMILLO et al, 2011) em amostras individuais e coletivas de leite. Milne
et al (2011) utilizaram amostras de leite de um teto para a pesquisa de
anticorpos, porém nao ha estudos sobre o tipo de amostra de leite que interfere

na pesquisa de anticorpo.
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Poucos estudos analisaram o efeito da producéo leiteira na deteccao de
anticorpos anti-N. caninum e os resultados foram contraditorios (TIWARI et al.,
2007)

Os objetivos do estudo foram avaliar se ha interferéncia da mastite
subclinica e da producéo leiteira na deteccdo de anticorpos anti-Neospora
caninum em amostras individuais de leite; analisar se o tipo de amostras

interfere na pesquisa de anticorpo no leite de amostras individuais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS

No presente estudo foram avaliadas 12 vacas em lactacdo, soropositivas
para Neospora caninum, monitoradas quinzenalmente, de Outubro de 2012 a
Marco de 2013. As vacas sao procedentes de um rebanho leiteiro com histérico
de abortamentos e localizado na regido metropolitana de Curitiba/PR (Quatro
Barras: 25° 22' 2" Sul, 49° 4’ 30"Oeste). O rebanho tém 52 vacas e € submetido
a imunizacdo semestral de brucelose e febre aftosa e ao controle de

tuberculose periodicamente.

2.2. AMOSTRAS

Foram realizadas 11 coletas quinzenais de leite (pool), totalizando 132
amostras, durante seis meses, a fim de monitorar anticorpos anti-N. caninum
pela RIFI. As amostras de leite foram coletadas dos quatro tetos obtendo-se o
pool de leite por vaca. Realizou-se desinfec¢cdo prévia dos tetos com alcool
70% e as coletas foram em tubos estéreis. As amostras foram centrifugadas a
3.500 rpm durante dez minutos para a extragdo da camada de gordura.

Durante 0 mesmo periodo, em dois momentos, foram obtidas amostras

de leite de cada teto das 12 vacas, totalizando 96 amostras individuais de leite
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e a realizacdo do CMT e da RIFI nas amostras de leite de cada teto. As
amostras foram armazenadas a -20 °C até a analise.

Os dados de producdo leiteira diaria foram coletados quinzenalmente de
cada vaca soropositiva e foram divididas em categorias de producéao leiteira: <
10 litros; com a producéo leiteira diaria entre 10-15 litros e producéo leiteira

diaria entre 15-25 litros.

2.3. CALIFORNIA MASTITIS TEST —CMT

Nas amostras de leite de todos os tetos das vacas soropositivas (a cada
qguinze dias), foi realizado o CMT (Califérnia Mastitis Test). As amostras foram
coletadas apds a higienizacdo com alcool 70% em cada teto, desprezado os
trés primeiros jatos. O CMT foi realizado em uma raquete contendo quatro

cavidades e o reagente do CMT.

O leite foi misturado com o reagente, homogeneizado e feita a leitura
apos 10 segundos. De acordo com a quantidade de células somaticas do leite,
forma-se um gel, de espessura variada. Os resultados foram obtidos em
escores, que variam de tracos (leve formacao de gel) a + (fracamente positivo),

++ (reacdo positiva) e +++ (reacédo fortemente positiva).

2.4. REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

A pesquisa de anticorpos (IgG) anti N. caninum no leite foi realizada pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). As laminas foram sensibilizadas
previamente com taquizoitas de N. caninum (cepa NC-1), segundo Locatelli-
Dittrich et al, 2006 O leite foi utilizado puro seguindo a técnica padronizada da
imunofluorescéncia indireta (DUBEY, 2003). O conjugado anti-lgG bovino
(SIGMA®) foi diluido a 1:100 em PBS pH 7,2. A leitura das laminas foi



45

realizada em microscopio equipado com fonte de luz ultravioleta. Os soros-
controle negativo e positivo foram utilizados em cada lamina analisada. A
presenca de fluorescéncia em todo o taquizoita foi considerada como resultado
positivo. A fluorescéncia apenas na por¢cao do taquizoita foram consideradas

negativas (fluorescéncia apical).

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da RIFI das amostras de leite (pool) foram comparados
com os resultados do CMT. Os resultados do CMT das amostras de leite de
cada teto foram comparados com o CMT de cada teto.

Os dados foram submetidos as analises descritivas e calculados os

percentuais de positividade.

3. RESULTADOS

As amostras (pool) positivas na deteccédo de anticorpos anti-N.caninum
no leite e positivas no CMT totalizaram 42,4% (56/132), e os resultados de
amostras positivas no leite e negativas no CMT foi de 52,3% (69/132).

Das amostras individuais de leite obtidas de cada teto 64,6% (62/96)
foram positivas na deteccdo de anticorpos anti-N. caninum e negativas no
CMT,; 18,7% (18/96) das amostras de leite foram positivas na RIFI e no CMT;
15,6% (15/96) foram negativas tanto na deteccao de anticorpos quanto no CMT
e 1,04% (1/96) foram positivas no CMT e nao houve deteccdo de anticorpos no
leite.

Comparando os resultados da RIFI das amostras de leite de cada teto
com os resultados das RIFI de pool de leite, 12,5% (12/96) das amostras de
leite de cada teto foram negativas na deteccdo de anticorpos anti-Neospora

caninum sendo que o pool foi positivo para o parasita. Nas tabelas 1 e 2 estdo
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apresentados os resultados referentes a pesquisa de anticorpo em amostras de
leite de cada teto comparando com o resultado do pool pela RIFI.

Os anticorpos anti-Neospora caninum foram detectados no leite das 12
vacas em todas as categorias de producdo leiteira: 16,6% (2/12) com producao
leiteira diaria < 10 litros; 41,6% (5/12) com a producéo leiteira diaria entre 10-15

litros e em 33,3% (4/12) a producdo leiteira diaria entre 15-25 litros.

TABELA 1 - RESULTADOS DA RIFI PARA Neospora caninum NO LEITE DE CADA
TETO E NO POOL, NA PRIMEIRA COLETA

TETOS
VACA AD AE PD PE POOL
1 + + + + +
2 - - + + +
3 + + + + +
4 + + + + +
5 + + + + +
6 - - + - +
7 + + - - +
8 + + + + +
9 + + + + +
10 + - - + +
11 + - + + +
12 - + + + +

-- NEGATIVO +: POSITIVO

RIFI: REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
AD: ANTERIOR DIREITO

AE: ANTERIOR ESQUERDO

PD: POSTERIOR DIREITO

PE: POSTERIOR ESQUERDO



47

TABELA 2 - RESULTADOS DA RIFI PARA Neospora caninum NO LEITE DE CADA
TETO E NO POOL, NA SEGUNDA COLETA

TETOS

VACA AD AE PD PE POOL

+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+

++ |+ |+ ]|+ |+

OO N[O IW|IN|F-

+ |+

+

12 +
--NEGATIVO +: POSITIVO
RIFI: REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
AD: ANTERIOR DIREITO
AE: ANTERIOR ESQUERDO
PD: POSTERIOR DIREITO
PE: POSTERIOR ESQUERDO

|_\
|_\

]
4|+ |+ |||+ ]+
I S I I I I I I o o

H

o
+ |+ |+ ]|+ |+
++ |+ |+ |+ |+

4. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a mastite nao interferiu na deteccéo
de anticorpos em 42,4% das amostras de leite (pool) e comparando os
resultados das amostras de leite de cada teto, 18,7% foram passiveis de
deteccédo de anticorpos e positivas no CMT.

Gonzalez - Warleta et al (2011) tiveram resultados de amostras de soro
negativo e positivo no leite, e relatam que a mastite subclinica, ocasionalmente,
causou reacdes falso-positivas em amostras de leite para a deteccdo de
anticorpos contra outros agentes patogénicos (KLINNTEVALL et al.,, 1991,
SANCHEZ et al., 2004; CHARLIER et al., 2006).
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No presente estudo, a mastite ndo interferiu na pesquisa de anticorpos,
mesmo em amostras em que o resultado do gel do CMT resultou na formacéo
fortemente positiva (+++). Em amostras que ndo foram passiveis de deteccao
de anticorpos no leite, provavelmente ocorreu devido a baixa concentracdo de
anticorpos (CHRISTENSEN e GARDNER, 2000). E correla¢cbes positivas entre
anticorpo no soro sanguineo e no leite sdo explicadas porque os niveis de
anticorpos séricos influenciam nos niveis de anticorpos no leite (SHERER et al,
2002; DIAS e SAMARA et al, 2003; TIZARD et al, 2008).

Sabe-se que outros fatores afetam a sensibilidade e especificidade da
RIFI, tais como a fase de lactacdo, a amostragem e a producao de leite
(STENLUND et al., 1999; CAMILLO et al, 2011). Porém néo ha estudos sobre
os fatores que interferem na deteccéo de anticorpos anti-Neospora caninum no
leite utilizando a técnica da RIFI.

Miles et al (2006) notaram que a variacdo de solidos totais de leite e
concentracdo de IgG durante a lactacdo pode ser um fator adicional que pode
resultar em menor sensibilidade e especificidade, fatores que Schares et al
(2004) também consideraram. Porém, Byrem et al (2012) observaram que o0s
anticorpos podem ser detectados em todas as fases de lactacdo. Embora
estudos anteriores tenham mostrado um aumento do nivel de anticorpos no
soro na medida em que a gestacdo avanca (STENLUND et al., 1999; GUY et
al.,, 2001), ha pouca (SCHARES et al.,, 2004; CHANLUN et al., 2006) ou
nenhuma associacdo (GONZALEZ — WARLETA et al., 2011) entre dias de
lactacéo e o desempenho do teste ELISA no leite para N. caninum.

No presente estudo, observou-se que a quantidade de producao leiteira
diaria ndo interferiu na deteccdo de anticorpos, provavelmente devido a alta
concentracdo de anticorpos anti-Neospora caninum no leite e que a variacao
de quantidade de leite ndo foi significante para interferir na pesquisa de
anticorpos.

Os poucos estudos que analisaram o efeito da producéo de leite na
presenca de infecgdo por N. caninum apresentaram resultados contraditérios.
Em aqueles realizados em rebanhos leiteiros individuais, a producdo de leite
em vacas soropositivas para N. caninum foi de aproximadamente 1,3 dia kg /
vaca menor do que em vacas soronegativas (THURMOND e HIETALA et al.,
1997; HERNANDEZ et al., 2001). No entanto, em estudos com grande numero



49

de rebanhos selecionados de forma aleatéria, ndo associaram status sorolégico
com producéo leiteira (HOBSON et al., 2002; ROMERO et al.,, 2005) ou so6
foram detectados em N. caninum novilhas soropositivas de primeira lactacdo
(TIWARI et al., 2007).

N&do ha estudos comparando deteccdo de anticorpos em amostras
individuais de leite de cada teto com amostras individuais de pool de leite de
cada vaca para padronizar a coleta de amostra. Milne et al (2006), coletaram
amostras de leite de um teto somente, e obtiveram boa concordancia, porém
no presente estudo os resultados mostram que a melhor coleta é a do pool.
Byrem et al (2012), compararam a deteccao de anticorpos anti-N. caninum em
amostras de leite cru total e leite desnatado e observaram que em amostras
desnatadas existe vantagem em concentrar IgG em amostras, além de reduzir
o teor de gordura e potenciais interagcbfes entre a gordura do leite e
guantificacdo das imunoglobulinas. Verificou-se que em 12,5% (12/96) das
amostras de leite de cada teto ndo foram passiveis de detec¢édo de anticorpos,
porém o pool foi positivo, demonstrando a necessidade da coleta do pool,
provavelmente devido a oscilacdo da concentracdo de anticorpos em cada
guarto de teto.

N&o ha estudos com producao leiteira e deteccdo de anticorpos anti-
Neospora caninum pela RIFI, porém foram passiveis de deteccdo em ambas as
categorias de producéo leiteira, necessitando de mais estudos sobre esse fator

de interferéncia.

5. CONCLUSOES

A coleta de pool de leite deve ser realizada para o diagndstico de
Neospora caninum para analise; a presenca da mastite subclinica e a
guantidade de producdo leiteira diaria ndo interferem na deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum no leite utilizando a RIFI e o tipo de amostra

interfere no diagnostico para Neospora caninum.
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CAPITULO 1l

DETECCAO DE NEOSPORA CANINUM E TOXOPLASMA GONDII NO
LEITE DE VACAS

RESUMO

Neospora caninum e Toxoplasma gondii s&o parasitas intracelulares
obrigatérios com distribuicdo mundial. A neosporose desponta como uma das
principais causas de aborto e problemas reprodutivos em bovinos, causando
perdas econdmicas. A toxoplasmose € uma zoonose que pode provocar graves
danos ao feto, em humanos. Os protozoarios sdo transmitidos via horizontal e
vertical, e foram evidenciados em diferentes amostras biolégicas, bem como
em amostras de leite in natura. Os parasitas foram detectados em amostras de
leite de diversas espécies animais, sugerindo a possivel veiculacdo dos
taquizoitas, levantando a possibilidade de transmissdo lactogénica dessas
doencas. Os objetivos deste trabalho foram detectar os protozoarios N.
caninum e T. gondii em amostras de leite de vacas, em cultivo celular
(isolamento) e por PCR. Foram realizadas trés coletas de leite de 12 vacas, a
cada dois meses, totalizando 36 amostras. As amostras de leite foram
inoculadas em garrafas de cultivo celular, para isolamento in vitro. A reacao
em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada nas amostras de leite cru e nos
isolados obtidos nos cultivos. Na sorologia, dez vacas foram soropositivas para
N. caninum e duas soropositivas para T.gondii. Nas garrafas de cultivo, foram
observados protozoéarios e efeito citopatico em 36,1% amostras. Nas amostras
de leite cru e nos isolados obtidos nos cultivos, das vacas soropositivas para
N.caninum, o resultado foi negativo na PCR. Uma amostra de leite cru, obtida
de vaca soropositiva para T. gondii, foi positiva para o parasita na PCR e foi
isolado o protozoario em cultivo celular. Na PCR o isolado foi positivo para T.
gondii.

Palavras-chave: Leite, bovinos, Neospora caninum, Toxoplasma gondii, PCR
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ABSTRACT

Neospora caninum and Toxoplasma gondii are obligate intracellular parasites
that are distributed worldwide. Neosporosis emerges as a major cause of
miscarriage and reproductive problems in cattle, causing economic losses.
Toxoplasmosis is a zoonosis that can cause serious damage to the fetus in both
men and cattle. The protozoa are transmitted horizontally and vertically, and
were evidenced in different biological samples, as well as in samples of fresh
milk. The parasites were detected in samples of milk of several animal species,
suggesting the possible transmission of the tachyzoites, raising the possibility of
lactogenic transmission of these diseases. The objectives of this work were to
detect N. caninum and T. gondii protozoa in cow milk samples, in cell culture
(isolation) and by PCR. Three milk samples were collected from 12 cows every
two months, totaling 36 samples. The milk samples were inoculated in cell
culture bottles for in vitro isolation. Polymerase chain reaction (PCR) was
performed on raw milk samples and isolates from cultures. In serology, ten
cows were seropositive for N. caninum and two seropositive for T.gondii. In the
culture bottles, protozoa and cytopathic effect were observed in 36.1% samples.
In the samples of raw milk and isolates obtained from the cultures of the
seropositive cows for N.caninum, the result was negative in the PCR. A sample
of raw milk obtained from cows seropositive to T. gondii was positive for the
parasite in PCR and the protozoan was isolated in cell culture. In PCR the
isolate was positive for T. gondii.

Key words: Milk, bovine, Neopora caninum, Toxoplasma gondii, PCR
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1. INTRODUCAO

Neospora caninum € um parasita intracelular obrigatorio que despontou
como a principal causa de abortos em bovinos leiteiros, em varios paises
(DUBEY, et al 2011). A infeccéo provoca perdas econdmicas importantes em
bovinos devido a falha reprodutiva associadas com o aborto e mortalidade em
bezerros congenitamente infectados (DUBEY ., et al 2007).

Devido a localizacdo especifica do N. caninum no cérebro, medula
espinhal e musculos, é dificil a deteccao do parasita pelos métodos diretos
(DUBEY e LINDSAY, 1999; PETERS et al., 2001), sendo também utilizados os
testes sorolégicos (MALEY et al.,, 2001). A neosporose € diagnosticada em
amostras de tecidos pela deteccdo dos parasitas, do antigeno e do DNA,
utilizando métodos como a histopatologia, imunohistoquimica e pela reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) (PETER et al., 2001; HURKOVA-HOFMANNOVA
et al, 2006).

As técnicas moleculares, como a PCR, sao utilizadas no diagndstico da
neosporose. Usando este método, a presenca do DNA do N. caninum foi
confirmada em diferentes tecidos, como o cérebro, medula espinhal e musculo
(GUY et al., 2001; SAGER et al.,, 2003). Em animais vivos, a presenca de
anticorpos especificos e de DNA no soro, leite e sémen indica a possibilidade
de infeccdo pelo parasita (CHANLUN et al.,, 2002; MOSKWA et al., 2003;
ORTEGA-MORA et al., 2003; SHARES et al., 2004, 2005; VARCASIA et al.,
2006; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007).

A transmisséo vertical do N. caninum ocorre de mae para filho no utero
(TREES et al, 1999) e a transmissao horizontal através da ingestdo de
oocistos, taquizoitas e cistos teciduais (DUBEY, 2003), porém estudos tém sido
feitos sobre a transmissao vertical durante o aleitamento. Uggla (1998) e
Davison et al (2001) observaram que bezerros podem ser infectados com N.
caninum por via oral com taquizoitas inoculados experimentalmente no colostro
ou no leite, até uma semana ap0s 0 nascimento.

A transmissédo lactogénica do Neospora caninum pode ocorrer, pois 0
DNA do parasita foi detectado em leite de vacas em lactacdo na presenca de
um nivel elevado de 1IgG (MOSKWA et al.,, 2003) e em colostro de vacas

soropositivas (MOSKWA et al., 2007). Porém nao ha relatos de isolamento do
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protozoario no leite e nenhum estudo conseguiu confirmar sua viabilidade no
leite.

No isolamento de Neospora caninum os tecidos infectados s&o
inoculados em cultivo celular (isolamento in vitro) ou em camundongos e gerbis
(isolamento in vivo). O tempo de isolamento in vitro do parasita € de até 60
dias. O método de isolamento é demorado e dificil para ser utilizado na rotina,
entretanto, € importante e necessério para o estudo e caracterizacdo do
parasita (SAWADA et al., 2000).

Outro fator importante é se N. caninum pode infectar pessoas e se esse
risco aumenta no consumo de leite cru (DAVISON et al, 2001). Estudos
demostraram que a infeccdo por N. caninum nao ocorre em humanos
(PETERSEN et al.. 1999). Anticorpos anti-N.caninum foram detectados em
pacientes com HIV (38%), pacientes com desordens neurologicas (18%) e
recém-nascidos (5%) (LABATO et al., 2006).

Os estudos realizados por Moskwa et al (2003) e (2007) revelaram a
presenca de DNA de N. caninum em leite e colostro de bovinos, porém, ndo
verificaram a viabilidade do parasita nessas amostras.

O Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério e possui uma
ampla distribuicdo mundial. Por acometer animais e o ser humano, tem grande
importancia na saude publica, por se tratar de uma zoonose, e na medicina
veterinaria, pois acarreta perdas econdémicas nos rebanhos (OSSANI, 2014). O
parasito pode ser transmitido pela via horizontal (ingestdo de alimentos
contaminados com oocistos ou tecidos com cistos) e vertical (infeccéo
congénita ou placentaria). A toxoplasmose congénita constitui-se nhuma das
formas de transmissdo mais importante tanto em humanos quanto em animais
domeésticos, e que se manifesta com maior frequéncia durante os dois
primeiros trimestres da gestacdo. Em ovinos, caprinos, suinos e bovinos, a
transmissdo congénita de T. gondii pode ocasionar grandes prejuizos
econdmicos, decorrentes principalmente de abortos, natimortos e
descendentes debilitados (VITOR e PINTO, 1991; FILHO et al., 2001).

O agente pode ser transmitido pelo consumo de carne crua ou mal
cozida e de leite “in natura”, procedentes de animais contaminados (DUBEY,
1980; SACKS et al., 1982; CHIARI e NEVES, 1984; SKINNER et al., 1990;
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VITOR et al., 1991; LUFT e REMINGTON, 1992; DUBEY, 1996; FIGUEIREDO
et al., 2001).

A maioria dos casos de toxoplasmose humana é atribuida ao consumo
de carnes cruas ou agua e alimentos infectados por oocistos dos hospedeiros
definitivos, os felideos. Trabalhos relatam a presenca de T. gondii no sémen de
algumas espécies como os ovinos (SPENCE et al., 1978, BLEWETT et al.,
1982, TEALE et al., 1982, LOPES et al., 2009, MORAES et al., 2010), caprinos
(DUBEY e SHARMA, 1980), humanos (DALIMI e ABDOLI, 2013), suinos
(MOURA et al, 2007), bovinos (SCARPELLI et al, 2009) e caes (ARANTES et
al., 2009) originando discussfes de possivel transmissdo venérea do parasita.
Também é relatada a transmissao de taquizoitas pela ingestdo de leite logo
ap6s o nascimento (DUBEY, 1993). Ha referéncias na literatura de infeccéo
humana através de leite materno (BONAMETTI et al, 1997), enfatizando que o
consumo de leite contaminado pode causar seérios distlrbios clinicos em
criancas imunossuprimidas e gestantes (SKINNER et al. 1990).

A presenca de taquizoitos de T. gondii foi relatada no leite de ovelhas
(CAMOSSI, 2010; OSSANI, 2014), cabras (CHIARI, NEVES, 1984., VITOR et
al, 1991), vacas e camundongos (RAGOZO et al., 2009; REMINGTON et al.,
2001), sendo investigada possivel transmissao lactogénica da doenca. Apesar
do leite cru ndo ser a principal via de transmissao da toxoplasmose, ele pode
veicular o parasito durante a fase aguda da doenca, portanto deve ser ingerido
somente apOs a pasteurizagdo ou fervura (SUAREZ-HERNANDEZ et al.,
2005).

Os objetivos deste trabalho foram investigar a presenc¢a de N. caninum e
T.gondii (DNA e do parasita), por PCR e isolamento em cultivo celular, em

amostras de leite cru de vacas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. AREA GEOGRAFICA E ANIMAIS
Foram utilizadas 12 vacas em lactacdo, procedentes de um rebanho

leiteiro submetido a imunizacdo semestral de brucelose e febre aftosa e ao
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controle de tuberculose periodicamente. O rebanho tem historico de
abortamentos e localizado na regidao metropolitana de Curitiba/PR (Quatro
Barras: 25° 22' 2" Sul, 49° 4' 30"Oeste).

2.2. AMOSTRAS

Foram realizadas 11 coletas quinzenais e simultaneas de sangue e leite
das 12 vacas (identificadas de 1 a 12), totalizando 132 amostras de sangue e
132 amostras de leite, durante seis meses para monitoramento de anticorpos
anti- N.caninum e anti-T.gondii. Durante o monitoramento, foram realizadas trés
coletas de amostras de leite das 12 vacas com intervalos de 2 meses,
totalizando 36 amostras para posterior inoculacdo no cultivo in vitro e
isolamento e diagndéstico molecular das amostras de leite cru. Amostras de
sangue foram coletadas por puncédo da veia coccigea e acondicionadas em
tubos vacutainer sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas durante
cinco minutos, a 5000 rpm para a obtencédo do soro. As amostras de leite foram
coletadas dos quatro tetos obtendo-se o pool de leite por vaca. Realizou-se a
desinfeccdo prévia dos tetos com alcool 70% e o leite foi acondicionado em
tubos estéreis. Os tubos foram centrifugados a 3.500 rpm por 10 minutos para
a extracdo da camada de gordura com pipetas estéreis. As amostras de soro e

de leite desnatado foram armazenadas a -20 °C até a analise sorologica.

As amostras de leite foram coletadas em tubos estéreis dos quatro tetos,
obtendo-se o pool de leite por vaca com a desinfecgédo prévia dos tetos com
alcool 70%. As amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm durante dez minutos
e divididas em duas aliquotas: sedimento do leite para a realizacdo da PCR, na
gual as amostras foram congeladas a -20°C até a andlise. Nas outras aliquotas
foram adicionados 0,5 mL de penicilina G (100 U/mL) e 0,5 mL de anfotericina
B (1,25pg/mL) e mantidas em refrigeragéo para a inoculagdo em cultivo celular

no periodo maximo de 12 horas.

2.3 SOROLOGIA
O diagnéstico soroldgico foi realizado nas amostras de soro e leite das

12 vacas, totalizando 264 amostras, pela técnica de Imunofluorescéncia
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Indireta (RIFI) (Anexo 1), para avaliar a presenca de anticorpos anti-N. caninum
e anti-T. gondii. Amostras de soropositivas foram diluidas em solucéo salina
tamponada (PBS pH 7,2) e as amostras positivas foram submetidas a titulacao
(1:50 a 1:400).

O leite foi utilizado puro seguindo a técnica padronizada da
imunofluorescéncia indireta (Dubey, 2003). O conjugado anti-IgG bovino
(SIGMA®) foi diluido a 1:100 em PBS pH 7,2.

Os soros e as amostras do pool do leite cru das vacas foram avaliados
em laminas de RIFI contendo taquizoitas da cepa NC-1 de N. caninum e a
cepa RH de T. gondii, produzidos in vitro no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal do Parana. A leitura das laminas foi
realizada em microscépio equipado com fonte de luz ultravioleta. Os soros-
controle negativo e positivo foram utilizados em cada lamina analisada. A
presenca de fluorescéncia em todo o taquizoita foi considerada como resultado
positivo. A fluorescéncia na porcdo apical do taquizoita foi considerada

negativa.

2.4. ISOLAMENTO IN VITRO

Este item foi subdividido e esté descrito nos topicos 2.4.1 a 2.4.2.

2.4.1. CULTIVO DE CELULAS VERO

O cultivo celular foi realizado com uma linhagem de células
estabelecidas, denominadas célula Vero, de rim de macaco africano e com a
identificagdo CCL-81, no catdlogo da “American Type Culture Collection”
(ATCC). As células Vero apresentaram caracteristicas similares as células
epiteliais, como a forma poligonal e 0 modo de crescimento do tipo aderente
formando uma camada continua no frasco de cultivo, a monocamada ou tapete

celular.

As células Vero foram cultivadas em meio de crescimento Eagle (Meio
Essencial Minimo de Eagle — MEM) (Anexo 2) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 100 U/mL de penicilina G potassica, 100pug/mL de sulfato de
estreptomicina e 1,25ug/mL de anfotericina B. O meio Eagle foi utilizado com
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pH de 7,4 (cor vermelha) para o cultivo celular, sendo ajustado com
bicarbonato de sodio a 7,5%. ApOs o preparo, uma amostra do meio Eagle era
inoculado no meio de enriguecimento para crescimento bacteriano, o caldo de
cérebro-coracao, (“Brain Heart Infusion) — BHI por 72 horas a 37° C para

detectar eventual contaminacédo bacteriana.

Os frascos de cultivo celular eram observados no microscopio invertido
para avaliacdo do crescimento celular, como a adesédo das células e formacao

da monocamada, e para avaliagdes das etapas do cultivo e do subcultivo.

ApoOs o estabelecimento da monocamada realizou-se o subcultivo ou
passagem, com a transferéncia de células de um frasco de cultivo para outros.
A tripsina foi utilizada para remover as células aderentes dos frascos e as
passagens foram identificadas com numeros sequenciais relativos ao numero

de vezes que o cultivo foi transferido para outro frasco.

O meio Eagle era removido dos frascos e em seguida realizou-se a
lavagem da monocamada com PBS (pH 7,2). Adicionava-se uma solucao de
tripsina a 0,25% na quantidade suficiente para cobrir a monocamada. Os
frascos eram observados no microscopio invertido para um controle da acéo da
tripsina no tapete celular e visualizacdo da separacdo das células. Apés a
individualizagdo do tapete celular, removia-se a tripsina observando as células
redondas em suspensao. Nesta suspensao era acrescentado meio Eagle e as
células eram aspiradas suavemente e inoculadas em novos frascos, na
proporgdo de 1:3. Na manutencdo dos cultivos o meio Eagle foi substituido

duas vezes por semana.

Os frascos de cultivo com monocamadas de células Vero de 24 horas
foram utilizados para inocular as amostras de leite. As células Vero utilizadas
para o isolamento e manutencdo dos parasitos apresentavam nameros de
passagens variaveis entre 190 e 210, de acordo com a disponibilidade do

banco de células.
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2.4.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE LEITE PARA ISOLAMENTO

Foram processadas 36 amostras de leite de vacas com o objetivo de
isolar o N. caninum e T. gondii em cultivo celular, considerando o
desenvolvimento intracelular do parasita.

Apoés a inoculacdo de aproximadamente 1,0 mL de leite em frascos de
Roux de 40mL contendo uma monocamada estabelecida de célula Vero e 5,0
mL de meio Eagle, os frascos de cultivo foram incubados em estufa de COz2, na
temperatura de 37° C e ap0ls trés horas da inoculagdo a suspensao foi
removida dos frascos e o meio foi trocado. Para cada amostra foram mantidas
trés garrafas de Vero inoculadas. O meio Eagle foi substituido duas vezes por
semana. Os frascos foram examinados diariamente em microscépio invertido,
para monitorar o isolamento. Na leitura dos frascos a monocamada de células
era observada quanto a sua integridade, a presenca de efeitos citopaticos e o
aparecimento dos parasitos dentro das células ou livres no meio de cultivo.
Durante cada isolamento foi mantido um frasco de Roux de 40 ml contendo
célula Vero como controle negativo.

O cultivo celular foi mantido em periodo variavel de isolamento (Anexo
3), com minimo de sessenta dias. ApGs o0 aparecimento dos parasitos, o cultivo
foi mantido por sessenta dias para multiplicagcdo e producdo de sedimento

parasitario.

As etapas referentes ao processamento das amostras para isolamento
dos parasitos, o cultivo celular e a inoculagdo e manipulacdo dos frascos de

cultivo foram realizadas de maneira asséptica em fluxo laminar linear vertical.

2.5 CRIOPRESERVACAO DOS PROTOZOARIOS

Os isolados, a cepa de referéncia de N. caninum (NC-1) e de T. gondii (RH)
foram congeladas para conservacdo e manutengdo nos botijées de nitrogénio
liquido. As monocamadas com grupos de protozoarios nas ceélulas foram
removidas dos frascos de cultivo com o auxilio de uma haste de borracha. A

suspensao obtida de cada frasco foi centrifugada (centrifuga Sigma® modelo
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3K30) a 380 g por 10 minutos a 6°C. No sedimento contendo os protozoarios
foi acrescentado 2 ml de meio de congelamento, lentamente. O meio de
congelamento foi preparado com 50% de meio Eagle, 40% de soro fetal bovino

e 10% de dimetil sulféxido (DMSQO) como crioprotetor.

2.6. CARACTERIZACAO MOLECULAR DE NEOSPORA CANINUM E

TOXOPLASMA GONDII

A técnica de reacdo da polimerase em cadeia (PCR) foi realizada nas

amostras de leite de 12 vacas, incluindo trés coletas, totalizando 36 amostras.

A caracterizacdo molecular foi realizada utilizando a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), técnica da biologia molecular desenvolvida por Mullis
(1987) (Anexo 4). Os cultivos dos parasitos isolados, da cepa NC-1 de N.
caninum e da cepa RH de T. gondii foram realizados in vitro em células Vero
para obtencdo do sedimento parasitario ((Anexo 5), extracdo de DNA e
realizacdo da PCR. O controle negativo da PCR foi DNA das células Vero
cultivadas no laboratorio e processadas para extracdo de DNA. A agua Milli Q
foi incluida como controle durante a realizacdo da PCR para verificar possiveis
contaminacdes por aerossois. A caracterizacdo dos protozoarios compreendeu
o preparo dos sedimentos de parasitos, extracao do DNA, técnica da PCR com
eletroforese 36 dos produtos amplificados e visualizacdo das bandas no
transiluminador com fotografias dos géis de agarose. As etapas da PCR foram
realizadas em ambientes separados: area de extracdo do DNA, area de pré-
PCR, area de PCR e andlise por eletroforese. Na area de pré-PCR foram
preparados e adicionados os componentes da solucdo de amplificacdo da
PCR. A mistura dos componentes foi transportada em gelo para outra sala
onde foi adicionado o DNA. Além da separacdo fisica entre as etapas da PCR
foram adotadas outras medidas para evitar a contaminagdo dos reagentes e

das amostras a serem analisadas.
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2.6.1. EXTRAGAO DE DNA

Os sedimentos das amostras de leite e do isolado foram armazenados

em microtubos a -20°C para extracao do DNA e realizacao da PCR.

A extracdo de DNA dos sedimentos das amostras de leite integro foi
realizada com o Kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®) conforme
(Anexo 6). Depois da extracdo, o DNA obtido foi mantido a -20°C. A
quantificacdo de DNA foi realizada no aparelho NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific®) do Departamento de Bioquimica da UFPR. As concentracdes de

DNA foram determinadas nas absorbancias de 260 nm e 280 nm.
2.6.2. REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA — PCR

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) foi utlizada para a
amplificacdo das sequéncias de DNA gendmico dos isoladas com primers
especificos para N. caninum e T. gondii, que foram desenvolvidos
respectivamente por Yamage M. et al. (1996) e Homan W.L. et al. (2000),
respectivamente (Tabela 1). Na realizacdo da PCR as amostras de DNA de
cada isolado foram adicionadas em uma solu¢cédo de amplificacdo, contendo os
reagentes e os primers, em seguida sendo incubadas no termociclador “Applied
Biosystem 2720 Thermal Cycler®“ para ocorrer a sintese da sequéncia
especifica de DNA. Os produtos de amplificacdo foram detectados por

eletroforese em gel de agarose.

TABELA 1 — ESPECIFICACOES DOS PRIMERS UTILIZADOS NA REACAO DA
POLIMERASE EM CADEIA PARA IDENTIFICACAO DE N.caninum e T. gondii.

Tamanho

Primer Sequéncia (5' - 3") Sentido (pb) Posicao*
Np6 CAGTCAACCTACGTCTTCT Antisenso 758-776
328
Np21 GTGCGTCCAATCCTGTAAC Senso 449-467
Toxa CGCTGCAGGGAGG ?gg%tc')dg
AAGACGAAAGTTG Senso 300
vezes
TOX5 CGCTGCAGACACA 529

GTGCATCTGGATT Antisenso
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C — citosina; T — timina; A — adenina; G — guanina. *Posicdo do primer na sequéncia
do DNA. Fonte: Np6/Np21 de YAMAGE et al. (1996) e TOX4/TOX5 de HOMAN et al.
(2000).

2.6.3. SOLUCAO DE AMPLIFICAGCAO DA PCR

As amostras de leite integro (sedimento), o DNA dos sedimentos
parasitarios, o DNA das células Vero, DNA da cepa de N. caninum de
referéncia (NC-1) e DNA da cepa RH de T. gondii foram submetidos a
amplificacéo utilizando-se duas combinacdes de primers: Np6 e Np21, TOX4 e
TOX5. O alvo da PCR 62 foram as sequéncias Nc5 do genoma do N. caninum
e a regido nao-codificante de 529 pb repetida de 200 a 300 vezes no genoma
do T. gondii. Na PCR foi utilizada uma solucédo de amplificacdo contendo agua
Mili Q, um tampéo, dois primers especificos, uma mistura de nucleotideos,
dNTPs, ions de magnésio, enzima Taq polimerase e o DNA previamente
extraido. Os componentes da reacdo de amplificacdo do DNA de N. caninum
com as respectivas concentracdes utilizadas na reacdo de PCR estdo na
Tabela 2 e os componentes da reacdo de amplificacdo do DNA de T. gondii

estdo na Tabela 3.

As solucdes de amplificacdo da PCR foram preparadas em fluxo laminar
na area de pré-PCR. Antes do preparo da solucdo de amplificacdo o fluxo
laminar foi previamente higienizado com hipoclorito de sédio e a lampada UV
foi mantida ligada por 15 minutos. A solucdo de amplificacdo contendo a
mistura dos componentes foi distribuida em aliguotas nos tubos de PCR, sendo
transportados em gelo para a sala onde foi adicionado o DNA. A solucéao foi

homogeneizada rapidamente em vortex e centrifugada.
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TABELA 2 - COMPONENTES DA REACAO DA POLIMERASE EM_ CADEIA PARA
AMPLIFICACAO DO DNA DE N. caninum E RESPECTIVAS CONCENTRACOES NA REACAO
COM OS PRIMERS Np6/Np21.

Componentes Concentragdo da Volume da Concentracéo

solucao de uso reacao (ul) final
Agua Mili-Q - 18,4 asp
Tampéao 10x 2,5 1x
Primer Np6 25 mM 0,5 0,5 pmol
Primer Np21 25 mM 0,5 0,5 pmol
MgCL2 50 mM 0,75 1,5mM
DNTPs 25 mM 0,2 0,2 mM
Tag polimerase 50 mM 0,2 1 U/uL
DNA 15 60 ng
Total 25

TABELA 3 - COMPONENTES DA REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA PARA
AMPLIFICACAO DO DNA DE T.gondii E RESPECTIVAS CONCENTRACOES NA REACAO
COM OS PRIMERS TOX4/TOX5

Componentes Concentragdo da Volume da Concentracéo

solugdo deuso reacdao (pl) final
Agua Mili-Q - 18,4 asp
Tampao 10x 2,5 1x
Primer Np6 25 mM 0,5 0,5 pmol
Primer Np21 25 mM 0,5 0,5 pmol
MgCL2 50 mM 0,75 1,5mM
DNTPs 25 mM 0,2 0,2mM
Tag polimerase 50 mM 0,2 1 U/uL
DNA 15 60 ng
Total 25

2.6.4. AMPLIFICACAO DO DNA

Na reacao de amplificacdo das amostras com os primers Np6 e Np21 o
termociclador (Applied Biosystem 2720 Thermal Cycler®) foi programado para
realizar uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94° C, 32 ciclos de 35
segundos a 94°C para a desnaturacdo do DNA, 30 segundos a 54° C para

anelamento dos primers ao DNA, 30 segundos a 74° C para extensdo do DNA
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a partir dos primers, pela Taqg polimerase. No final foi programado 1 ciclo de 5
minutos a 72° C para extensdo final e posterior manutencdo a 4°C até a

retirada das amostras.

Para a amplificagdo das amostras com os primers TOX4 e TOXS5, o
termociclador foi programado para realizar uma desnhaturacao inicial de 5
minutos a 94°C, 32 ciclos de 35 segundos a 94°C para desnaturacao do DNA,
30 segundos a 65°C para anelamento dos primers ao DNA, 30 segundos a
74°C para extensao do DNA a partir dos primers, pela Taqg polimerase. No final
foi programado 1 ciclo de 5 minutos a 72°C para a extensao final e posterior

manutencao a 4°C até a retirada das amostras.
2.7. IDENTIFICAGAO DOS PRODUTOS DA PCR

Apbs o processo de amplificacdo os produtos da PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,4%, utilizando fonte Thermo Scientific® a
95 volts. Na eletroforese foi utilizado o marcador 1Kb Plus DNA Ladder -
Invitrogen® 250ug (1,0 pg/n), um padrdo contendo fragmentos de DNA de
tamanhos conhecidos, de 10 a 10.000 pares de bases. A eletroforese dos
produtos da PCR forneceu o0s resultados da amplificacdo e a sua
especificidade conforme a presenca dos fragmentos de DNA de tamanho
esperado sob a forma de bandas. Os géis foram observados no transiluminador
de ultravioleta (Loccus Biotecnologia® LTB-20X20ST) e fotografados com
magquina SONY® Cyber-shot DSC-W200.

2.8.PCR daregiao ITS 1

Para a regido ITS1, foi realizada a PCR com os primers ITS5
5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3’ e ITS2
5GCTGCGTTCTTCATCGATGC3 (WHITE et al.,, 1990). Os diferentes
organismos pertencentes a sub-familia Toxoplasmatinae possuem sequéncias
de nucleotideos diferentes na regido codificadora do ITS1, de forma que a
analise deste l6cus permite distinguir estes organismos. Os componentes da
solucdo de amplificacdo utilizada para a regido ITS1 foram os mesmos das

reacoes utilizando os primers Np6/Np21 e TOX4/TOX5. A reacao de
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amplificacdo com os primers ITS5/ITS2 foi realizada no termociclador Applied
Biosystem 2720 Thermal Cycler® programado conforme descrito no Anexo 6.
Para o sequenciamento foi realizado a PCR de quatro amostras (leite cru e
isolados de leite de duas vacas soropositivas para T.gondii) com o0s primers
ITS5/ITS2 para obter a regido ITS (“internal transcribed spacer”) que esta
localizada entre os genes 18S rDNA e 28S rDNA e pode ser amplificada por
oligonucleotideos iniciadores especificos (HILLIS & DIXON, 1991). A anélise da
sequéncia de nucleotideos da regido ITS1 constitui uma importante ferramenta
para definicdo de isolados de um determinado organismo e diferenciacao entre
parasitos estreitamente relacionados (MARSH et al., 1998; DUBEY et al., 2001,
GONDIM et al., 2004).

2.9 Produtos amplificados obtidos da regido ITS1 submetidos ao
sequenciamento para confirmar a identidade de T. gondii e/ou N.

caninum

Os produtos obtidos da regido ITS1 foram submetidos a purificacdo para
remocdo de dNTPs, primers ndo incorporados na reacdo e o DNA da amostra
gue nao foi amplificado, através de acetato de amonio, etanol absoluto e etanol
70%. Foi realizada eletroforese em gel de agarose (Anexo 7) apés a purificacao
dos produtos amplificados para confirmar a existéncia de apenas um fragmento
amplificado em cada amostra. Os produtos obtidos foram enviados para a
empresa de sequenciamento ACTGene Ludwig Biotec, localizada em
Alvorada/RS. As sequéncias nucleotidicas obtidas pela amplificacdo e
sequenciamento foram alinhadas e comparadas aos dados presentes no
“‘GeneBank”. Para comparacbes das sequéncias obtidas foi utilizado o
programa “BLAST” disponivel no site da NCBI (National Center for
Biotechnology Information).
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3. RESULTADOS

3.1. PESQUISA DE ANTICORPOS NO SORO E LEITE

Das 12 vacas, dez foram soropositivas para Neospora caninum durante
todo o monitoramento e a titulacdo variou de 1:50 a 1:400. As vacas (11 e 12)
foram soronegativas para N. caninum e soropositivas para T. gondii. A vaca 11
foi soropositiva em quatro coletas e a vaca 12 em trés coletas, todas com titulo
1:50.

Do total das coletas de leite de vacas soropositivas para N. caninum,
4,5% (6/132) foram negativas para pesquisa de anticorpos anti-N.caninum no
leite, e estas apresentavam titulagdo 1:50. Nas 22 amostras de leite, das duas
vacas soropositivas para T.gondii, a vaca 11 foi positiva em guatro amostras e

a vaca 12 em duas amostras de leite.

3.2. ISOLAMENTO IN VITRO

Nos frascos de cultivo inoculados de amostras de leite da vaca 11, foram
observados pequenos protozoarios no tapete de células e efeito citopatico.

A presenca dos parasitos foi verificada inicialmente em areas de
rompimento do tapete celular, aparecendo pequenos espagos ha monocamada
e restos celulares no meio de cultivo. Os protozoarios também foram
observados soltos no meio extracelular, em pequena quantidade e de forma
esférica. A multiplicacdo dos parasitos nas células Vero ocorreu de maneira
lenta produzindo efeitos citopaticos de destruicdo gradativa na monocamada
(Figura 1).

Cistos e oocistos ndo foram identificados durante o cultivo dos
protozoarios. Foram observados os estagios de taquizoitas em forma esférica e
de multiplicagdo lenta e com motilidade. Os protozoarios foram observados
isolados e em duplas, mas durante a manutencgao verificou-se nimero pequeno
de protozoarios. Uma amostra foi observada crescimento de protozoarios de
maior tamanho e em maior quantidade, em formato de meia lua.

O critério para a realizacdo das passagens dos parasitos para novos

frascos Roux contendo tapete de célula Vero integro foi a infec¢ao e destruicéo
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de aproximadamente 70% do tapete celular. O periodo de estabelecimento do
cultivo dos isolados foi variavel, compreendeu desde a primeira observagéo
das estruturas compativeis com protozodrios até a transferéncia periodica para
novos frascos, devido ao crescimento lento dos protozoarios.

Nos frascos de controle negativo contendo a monocamada de células
Vero ndo foram observados protozoarios durante o periodo de isolamento.

Os parasitas foram obtidos das garrafas de cultivo para posterior

extracdo do DNA.

FIGURA 1 — Monocamada de célula vero infectada com o isolado de T.gondii (RH).
presenca de efeito citopatico com areas de rompimento celular. Microscépio invertido
(200x).

3.3REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA — PCR

A PCR foi realizada do leite cru e do isolado das 12 vacas, em trés coletas
de leite para pesquisa de N.caninum (em dez vacas soropositivas para N.
caninum) e para T. gondii (duas vacas soropositivas para T.gondii), totalizando
36 amostras. As concentracdes de DNA extraidas estdo na tabela 4. Os
produtos de amplificacdo ndo foram obtidos com as amostras de DNA das
células Vero e da agua como controle negativo.

Nas amostras de leite integro e no isolado de todas as vacas soropositivas
para Neospora caninum, foram negativas na PCR. A amostra de leite da vaca

11, soropositiva para T. gondii, foi positiva (Figura 2) para deteccdo do DNA
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para T. gondii (tabela 5). O isolado obtido dessa amostra foi confirmado como
T.gondii, na PCR.

Tabela 4 — Quantidade de DNA obtido de amostras de leite integro de 12 vacas

AMOSTRAS DNA AMOSTRAS DNA
(ng/ul) (ng/ul)

LEITE 1 9,4 LEITE 19 3,9
LEITE 2 5,7 LEITE 20 9,6
LEITE 3 3,1 LEITE 21 3,1
LEITE 4 5 LEITE 22 2,5
LEITES 4,9 LEITE 23 5
LEITE6 2,9 LEITE 24 2
LEITE 7 5,9 LEITE 25 8,7
LEITE 8 8,3 LEITE 26 5,7
LEITE9 2,4 LEITE 27 5,5
LEITE 10 2,9 LEITE 28 6,3
LEITE 11 2,6 LEITE 29 2,9
LEITE 12 2,2 LEITE 30 4,2
LEITE 13 4,2 LEITE 31 3,9
LEITE 14 4,5 LEITE 32 2
LEITE 15 2,8 LEITE 33 6,4
LEITE 16 53,9 LEITE 34 7,1
LEITE 17 3,5 LEITE 35 3,3

LEITE 18 7,6 LEITE 36 4,1
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Tabela 5 — Resultados sorolégicos para Neospora caninum e Toxoplasma gondii (titulo
na RIFI) e da PCR em amostras de leite integro de vacas e sedimento dos isolados
obtidos em cultivo de célula Vero.

VACAS SOROLOGIA SOROLOGIA PCR PCR
N.caninum T.gondii leite integro isolado

1 Positivo (1:100) Negativo Negativo Negativo
2 Positivo (1:50)  Negativo Negativo Negativo
3 Positivo (1:400) Negativo Negativo Negativo
4 Positivo (1:400) Negativo Negativo Negativo
5 Positivo (1:400) Negativo Negativo Negativo
6 Positivo (1:50)  Negativo Negativo Negativo
7 Positivo (1:100) Negativo Negativo Negativo
8 Positivo (1:100) Negativo Negativo Negativo
9 Positivo (1:100) Negativo Negativo Negativo
10 Positivo (1:50)  Negativo Negativo Negativo
11 Negativo Positivo (1:50)  Positivo Positivo
12 Negativo Positivo (1:50)  Negativo Negativo

Figura 2 — Figura representativa dos produtos de PCR separados em gel de agarose e
corado com safer®, indicando a presenga do DNA de T. gondii (primers TOX4/TOX5)
amplificado de amostras e de isolados do leite cru de vacas
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1 — cepa referéncia RH de T. gondii; 2 — H20 (controle negativo); 3 — leite integro (vaca
1); 4- T. gondii (leite integro vaca 11) 5 — T.gondii (isolado leite vaca 11) ; 6 — leite
integro vaca 2; 7 —isolado leite vaca 2; 8 — leite integro vaca 3; 9 — leite isolado vaca 3;
10 — leite integro vaca 4; 11 —isolado leite vaca 4; 12 — leite integro vaca 5;

3.4 Andlise das sequéncias nucleotidicas da regidao ITS1

Foi obtido duas sequéncias do produto de amplificacdo da regido ITS1
da amostra do protozoario isolado do leite integro e do isolado de uma vaca,
demonstrando 99% de identidade com Toxoplasma gondii

Sequéncia obtida do produto de amplificacdo da regidao ITS1 com o
primer ITS2:

GGGCAGTCATGGCTGGAATTTAAATAACATTATAGTTTAGGAAGCAATCTG
AAAGCACATCGAGAGAGATGCAGAAAGATACAATCTTTCACTCTCTCTCAA
ATGTTCCTCAGATTTGTTGTTTGAAATAACGGTGTGGGAAAAAAGAATGCA
CACTGAAGAAACTCCTGGAAATCAGTATCCCAACAGAGACACGAATTTCCA
GAAATTGAGCCCCTTCGCTGTGCACCCCCGGATACCTGCACTGGCTTCCA
ATATTGGAAGCAGCGCAGGATATCCAACATGAAGAAGGCAATAATACCTTT
CGATACTATCACGCTTCTTGAATGCAAATCTCTCCAATGGAGAGAGATGCA
AACTCATGTTTTGCTTGGGATTCAAAGGTTGATGGTTAATAAAGAATAAGGA
CGTGTGAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTT
TTTACTTCCCAA

Sequéncia obtida do produto de amplificacédo da regiao ITS1 com

o primer ITS5:
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TTTGGAAGGACCTGCGGAGGATCATTCACACGTCCTTATTCTTTATTAACC
ATCAACCTTTGAATCCCAAGCAAAACATGAGTTTGCATCTCTCTCCATTGGA
GAGATTTGCATTCAAGAAGCGTGATAGTATCGAAAGGTATTATTGCCTTCTT
CATGTTGGATATCCTGCGCTGCTTCCAATATTGGAAGCCAGTGCAGGTATC
CGGGGGTGCACAGCGAAGGGGCTCAATTTCTGGAAATTCGTGTCTCTGTT
GGGATACTGATTTCCAGGAGTTTCTTCAGTGTGCATTCTTTTTTCCCACACC
GTTATTTCAAACAACAAATCTGAGGAACATTTGAGAGAGAGTGAAAGATTG
TATCTTTCTGCATCTCTCTCGATGTGCTTTCAGATTGCTTCCTAAACTATAA
TGTTATTTTAAATTTTCAGCAATGGATGTCTTGGCTCGCGCATCGATGAAGA
AACGCAACAA

4. DISCUSSAO

A soroprevaléncia de anticorpos anti-T.gondii no presente estudo
utilizando a RIFI foi baixa (16,6%) comparando com estudos realizados no
Parana, que obtiveram 26% (OGAWA et al, 2005) e 41,4% (DAGUER et al,
2004), provavelmente devido a menor quantidade de bovinos. A concordancia
nos resultados entre a deteccdo de anticorpos nas amostras de leite e de soro
sanguineo na RIFI foram similares com aqueles obtidos por CAMILLO et al
(2011) em que amostras de soro sanguineo com titulacdo igual ou acima de
1:100 obtiveram 100% de concordancia entre as amostras simultaneas.

O estagio dos parasitos visualizados pelo microscoépio invertido durante
o isolamento em cultivo de células Vero demostram ser taquizoitas devido as
formas (esféricas e em arco) observadas. O tempo de isolamento do T.gondii
no presente estudo foi de 10 dias, mas outros trabalhos que isolaram o
protozoario de outros tecidos relataram que o aparecimento de estruturas no
cultivo variou de 2 a 32 dias (WAAP et al.,, 2006; MILLER et al., 2000). O
isolamento de T.gondii em cultivo de células Vero demonstrou a viabilidade dos
protozoarios. Pode haver uma grande variagdo no numero de parasitas
presentes no leite, tanto entre vacas como em diferentes fases de lactagédo
(MOSKWA et al., 2007).

O DNA do N. caninum foi detectado no leite de vacas soropositivas
(MOSWKA., et al 2003) e em oito amostras de colostro de vacas soropositivas
(MOSKWA., et al 2007), porém no presente estudo nenhuma amostra de leite

foi passivel de deteccdo na PCR. Isto demostra que a eliminagéo do parasita €
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esporadica e, neste caso, a quantidade de DNA extraida das amostras de leite
foram pequenas.

PITUCO et al. (2005) analisaram 1.124 partidas de sémen de touros
soropositivos para N. caninum e nenhuma amostra demonstrou a presenga de
DNA do parasita com a PCR convencional, somente com a nested-PCR. Esta
técnica demonstra maior sensibilidade, de 1 a 10 parasitos/mL de sémen.
Porém, SHARIFZADEH et al. (2012) detectaram a presenca de DNA de N.
caninum em 30 das 175 amostras de sémen bovinos no Ird, analisadas através
da técnica de PCR convencional. ORTEGA-MORA et al. (2003) comprovaram
gue N. caninum pode ser eliminado esporadicamente no sémen fresco e
industrializado de touros sororeagentes pela técnica de nested-PCR. A
eliminacdo do protozoario ocorre no leite devido a resposta imune baixa, uma
vez que vacas com titulacdo alta o protozoario encista-se, como uma forma de
defesa do organismo (DUBEY et al., 2011). Outra questdo é que a quantidade
de DNA extraida em amostras de leite foi baixa na PCR convencional, e
técnicas que demostram maior sensibilidade devem ser testadas. Também nao
deve ser descartada a possibilidade da presenca do parasito, assim como cita
ORTEGA-MOURA et al (2003), quando o estudo € com o sémen, de ser ter a
maior incidéncia de DNA de N. caninum no material de isolamento em cultivo
celular quando h& baixa quantidade do parasito no leite.

O Toxoplasma gondii ja foi encontrado em diferentes espécies animais,
incluindo os humanos (RIEMANN H.P et al, 1975; SKINNER et al, 1990). Isso
faz com que a presenca dos taquizoitas no leite ndo pasteurizado possa ser
uma fonte de infecgdo, levantando a possibilidade da transmisséo lactogénica
da doenca. A ocorréncia dos sintomas clinicos que o parasita provoca ja foi
associada ao consumo de leite ndo pasteurizado, em humanos (SACKS et al,
1982; SKINNET et al, 1990). Porém, os taquizoitas ndo sdo considerados uma
real fonte de infeccdo pois eles sdo sensiveis quando estdo fora do leite
(RIEMANN H.P ,et al, 1975), e sédo destruidos rapidamente pelo suco gastrico
(DUBEY et al, 1998).

A presenca de taquizoitas de T.gondii foi relatada no leite de ovelhas
(BAHRIENI M et al, 2008, TAVASSOLI et al, 2013) cabras (RAGOZO et al,
2010), vacas (MACEDO et al, 2012) e camundongos (BEZERRA et al, 2013).
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No presente estudo, a prevaléncia foi baixa na deteccdo do T.gondii na
PCR, devido a baixa quantidade de vacas soropositivas para T.gondii e
também devido a baixa quantidade de DNA extraido, podendo ser testadas
técnicas mais sensiveis.

Mancianti et al. (2013), na Itdlia, detectaram DNA de T. gondii (nested
PCR) em 13% (10/77) das amostras de leite de cabras soropositivas,
naturalmente infectadas, de uma populacao total estudada de 127 animais dos
quais 60,6% foram positivas (MAT, 21:20). No Cairo, Egito, em animais
utilizados para trabalho, Haridy et al. (2010) revelaram T. gondii (metodologia
nao descrita) no leite de sete (46,3%) de 15 jumentas prenhas. Mancianti et al.
(2014), detectaram DNA do parasito em leite de trés jumentas (Equus asinus),
saudaveis, naturalmente infectadas, na regido da Toscana, Italia. Os autores
concluiram que a presenca de DNA do T. gondii no leite sugere que a ingestao
de leite cru de animais soropositivos pode ser uma potencial via de transmisséo
para o ser humano quando o consumo de leite “in natura” de jumenta é
indicado, por razdes nutricionais e terapéuticas. No Ird, Dehkordi et al. (2013)
isolaram e/ou detectaram T. gondii do leite de cabras, ovelhas, bufalas, vacas e
camelas, pelos métodos de cultivo celular, bioensaio em gatos e técnicas de
PCR e relataram que 51 de 889 amostras de leite (5,73%) continham o parasito
(tanto no cultivo celular quanto no bioensaio em gatos). Pela PCR, os
resultados revelaram indice ligeiramente inferior: 46 amostras positivas
(5,17%). A espécie caprina foi a que apresentou maior taxa de contaminagao
(10%). OSSANI (2014) encontraram o DNA de T. gondii em amostras de leite
de 13 ovelhas somente em uma das trés coletas de leite avaliadas ao longo do
periodo (45, 90 e 120 dias de lactacdo) ndo caracterizando intermiténcia. Ha
escassez de informacdes sobre a deteccdo do DNA do T.gondii no leite de
vacas naturalmente infectadas.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que T. gondii pode ser
eliminado no leite de vacas naturalmente infectadas (com titulo baixo de
anticorpos), representando uma possivel fonte de infec¢éo para o ser humano,
por meio do consumo do leite “in natura” e/ou derivados, além da possibilidade

de transmissao via lactogénica para bezerros.
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5. CONCLUSAO

N&o foi detectado o DNA de N. caninum de amostras de leite integro e no
isolado das amostras de leite, de vacas positivas na RIFI.

T. gondii pode ser eliminado no leite de vacas naturalmente infectadas e
com titulo baixo de anticorpos; o parasita foi isolado in vitro e o DNA do

protozodério foi detectado no leite.
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ANEXOS

ANEXO 1
Reacdo da Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de anticorpos contra

Neospora caninum e Toxoplasma gondii.

Material: laminas para imunofluorescéncia com 10 orificios cada, sensibilizadas
com taquizoitas de N. caninum e T. gondii. Conservacéo: - 20°C.

Em cada lamina além dos soros testes foram incluidos os soros controles
positivo e negativo.

Técnica: Identificar as laminas na parte polida e anotar as amostras em
protocolo controle; Diluir as amostras de soro com PBS pH 7,2; Retirar as
laminas do congelador e secar sob ventilacdo por 10 minutos; Colocar 25 ul de
cada amostra de soro diluido nos orificios (pocos) da lamina; Incubar as
laminas por 30 minutos a 37°C em camara Umida; Lavar com PBS por 10
minutos nas cubas; Lavar com agua destilada; Secar; Colocar o conjugado
especifico (25ul/poco) — utilizado conjugado anti-IgG Sigma™;

Incubar as laminas por 30 minutos a 37°C em camara Umida,

Lavar com PBS por 10 minutos nas cubas;

Lavar com agua destilada por 5 minutos; Secar;

Colocar a glicerina 90% (tamponada com PBS) entre as duas fileiras de
orificios e colocar uma laminula;

Examinar as laminas no microscépio de imunofluorescéncia.

Anexo 2

*Meio de manutencédo Eagle:

Meio Eagle (Meio Essencial Minimo de Eagle — MEM) suplementado
com 2% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina G potassica, 100ug/ml de
sulfato de estreptomicina e 1,25ug/ml de anfotericina B. O meio Eagle em po6
mantido na geladeira foi preparado periodicamente na quantidade de 2 litros
sendo esterilizado em seguida (filtro 0,22um). A suplementagdo do meio foi
realizada adicionando os suplementos assepticamente em 250 a 500 ml de

meio estéril.
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Anexo 3

Isolamento de Neospora caninum e T.gondii de amostras de leite bovino.

1. Coleta de leite cru (pool) em tubos estéreis;

2. Colocar aproximadamente 1 mL de leite em garrafa de cultivo celular
com monocamada de células Vero de 24 horas;
Incubar na estufa de CO2 na temperatura de 37° C por 3 horas;

4. Remover a suspensao e fazer a troca do meio, acrescentando 5 mlde
meio de manutencéo Eagle 2% SFB,;

5. Examinar o cultivo diariamente no microscopio invertido para observar

os efeitos citopaticos na monocamada e 0s parasitos;

Anexo 4

Reacao da Polimerase em Cadeia — (PCR)

Na PCR foi preparado um mix de acordo com a Tabela 2 e 3. O volume
da reacdao foi de 25pl.
Técnica da PCR:

1. Prepara o mix em fluxo laminar de acordo com o nimero de
amostras de DNA, considerando o tubo branco;

2. Adicionar os componentes da reagdo em microtubos na
sequéncia apresentada até a Taq polimerase. Manter o0s
reagentes do mix no gelo e adicionar por ultimo a enzima Taq
polimerase. Preparar um tubo branco;

Homogeneizar o mix no microtubo em vortex (30 segundos);

4. Distribuir as aliquotas determinadas do mix nos microtubos para
PCR;

5. Acrescentar as amostras de DNA
Homogeneizar cada tubo em vortex (2 segundos) apds colocar a
amostras;

7. Incubar as amostras no termociclador;
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A amplificacdo no termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal

Cycler® foi realizada com o seguinte programa:

Primers Np6/Np21

94 °C 5 minutos 1 ciclo

94 °C 35 segundos

54 °C 30 segundos 32 ciclos

72 °C 30 segundos

72 °C 5 minutos 1 ciclo
4 Cx
Primers TOX4/TOX5
94°C 5 minutos 1 ciclo

94°C 35 segundos
32 ciclos
65°C 30 segundos

72°C 30 segundos

72°C 5 minutos 1 ciclo
4°C =

Primers ITS5/ITS2
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94°C 5 minutos 1 ciclo

94°C 35 segundos —

57°C 30 segundos L__ 30 ciclos
72°C 30 segundos )

72°C 5 minutos 1 ciclo
4°C

Apods a amplificacdo os produtos foram analisados por eletroforese (Anexo
7).

Anexo 5
Técnica para obtencdo de parasitos para extracdo de DNA, visando a
reacdo da polimerase em cadeia (PCR), do Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria da UFPR.

1. Apoés ainfeccdo de 90 a 100% da monocamada de células Vero,
retirar os parasitos com haste e/ou tripsina;

2. Transferir a suspenséao para tubos de Falcon estéreis de 50 ml;
Centrifugar a 1.100 g por 10 minutos a 4°C;
Retirar o sobrenadante e lavar o sedimento com solugéo de cloreto
de sédio a 0,9%;

5. Centrifugar novamente a 1.100 g por 10 minutos a 4°C;

6. Desprezar o sobrenadante e recuperar o sedimento transferido para
microtubos estéreis;

7. Armazenar no freezer a -20°C.

Anexo 6

Extracdo com PureLink® Genomic DNA Kit da Invitrogen™
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Adcionar 200ul de PBS, ressuspendendo as células;

Adicionar 20ul de proteinase K;

Adicionar 20ul de RNAse A, misturar rapidamente utilizando o vortex
e incubar em temperatura ambiente por 2 minutos;

Adicionnar 200ul de PureLink® Genomic Lysis e misturar em vortex

para obter uma solugdo homogénea;

Incubar a 55° C durante 10 minutos para promover a digestdo das
proteinas;
Adicionar 200ul de etanol 96-100% e misturar bem com vértex

durante 5 segundos para obter uma solugcdo homogénea;

Colocar o material (aproximadamente 640ul) na coluna de rotacao
(Purelink® Spin Column);

Centrifugar a coluna a 9.800 g por 1 minuto;

Descartar o tubo coletor contendo o liquido filtrado pela coluna e
rotacdo e colocar a coluna em novo tubo de coleta para as proximas
2 lavagnes;

Adicionar 500ul de tampé&o de lavagem 1 previamente preparado com
etanol;

Centrifugar a coluna a temperatura ambiente a 9.800 g por 1 minuto;
Descartar o tubo de coleta novamente e colocar a coluna de rotacéo
em um tubo de coleta novo;

Adicionar 500ul tampéo de lavagem n. 2 previamente preparado com
etanol;

Centrifugar a coluna a temperatura ambiente a 9.800 g por 3 minutos;
Descartar o tubo de coleta novamente;

Colocar a coluna de rotacdo em microtubo estéril e identificado;
Adicionar 25-200pl de tampéo de eluicdo gendmica PureLink® na
coluna de rotagéo; (utilizado 100p 1)

Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar a coluna a
9.800 g por 1 minuto a temperatura ambiente; (neste tubo contém
DNA gendmico purificado)

Para recuperar mais DNA pode realizar um segundo passo do item
17, fazendo nova centrifugacdo com o tampao de eluicdo genémica
PureLink®;
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Anexo 7

Eletroforese em gel de agarose 1,4%

. Preparar o gel de agarose (UltraPure™ Agarose - Invitrogen®) a

1,4% em tampéao TAE 1X;

Colocar a agarose n cuba com o pente. Apés solidificar, retiraro
pente com cuidado;

Acrescentar o tampdo TAE 1X (800ml) na cuba com o gel
solidificado;

Distribuir aliquotas de 1,5 ul do corante Safer Dye Kasvi® sobre
um parafilme em nimero igual ao das amostras;

Misturar 5ul de cada amostra ao Safer Dye Kasvi® e depositar
nos pocos do gel, iniciando com o marcador de pares de bases
(1Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen 250ug) ( 1,0u g/ul)

Conectar os cabos da fonte de eletroforese na cuba DIGEL® JY-
SPCT, proceder a eletroforese a 95V utilizando a fonte Thermo
Scientific® EC300XL, migrando do polo negativo (preto) para o
positivo (vermelho);

Desligar apés migracao de 2/3 da cuba,;

Retirar o gel da cuba e fazer leitura em transiluminador de
ultravioleta (Loccus biotecnologia® LTB — 20x20ST).

*Tampé&o TAE — Tris acetato na solugéo concentrada 50X

Tris base 242 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA 0,5 M (Ph 8,0) 100ml

g.s.p

1.000 ml
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Manter na geladeira e no momento do uso diluir para 1X com agua
destilada. A solucao de uso apresenta as concentragdes 0,04 M de Tris acetato
e 0,001 M de EDTA.
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