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DESENVOLVIMENTO DE TESTE DE HEMAGLUTINACAO INDIRETA PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI — Neospora caninum EM
BOVINOS

Autor: Luciana dos Santos Freitas

Orientador: Alexandre Moraes Pinheiro

RESUMO: A neosporose € uma doenca parasitaria responsavel por gerar perdas
econdmicas em todo o mundo. Um diagnéstico precoce ajuda a reduzir o impacto
causado por essa enfermidade. A deteccdo de anticorpos IgG circulantes anti-
N. caninum constitui uma ferramenta importante para o diagndstico da
neosporose. O presente estudo objetivou padronizar o teste de hemaglutinacao
indireta para a deteccéo de anticorpos IgG anti — Neospora caninum. Utilizou-se
hemacias de galinha sob 4 diferentes tratamentos, observou-se o tempo de
precipitacdo, quantidade de hemacia, e durabilidade da estocagem. Apos a
padronizacao das heméacias foi feita a conjugagcédo com taquizoitos. Amostras de
dez soro controle positivos comprovada pela reacdo imunofluréscéncia indireta
(RIFI) foram utilizadas para a padronizacéo do teste de hemaglutinacéo indireta
(HAI). Para validacdo do mesmo foram coletados sangue de 78 vacas de leite,
de diferentes, propriedades que foram submetidas a RIFI com um ponto de corte
1:100 e 1:200 e a HAI (1:16). A RIFI (1:200) detectou 61,3% de animais positivos
enquanto a HAI detectou 67%. A sensibilidade e a especificidade obtidos pelo
teste desenvolvidos foi 64,8% e 41% respectivamente. Entretanto, ao comparar
a HAI com a RIFI(1:100) os valores observados foram de 71% e 66,6% para
sensibilidade e especificidade respectivamente. A HAI desenvolvida apresentou
uma alta correlacéo (p < 0,001) quando comparada com a RIFI(1:100). O teste
utilizado como padrao ouro, o ponto de corte e a natureza do antigeno utilizado
sdo fatores que podem contribuir com este resultado. A hemaglutinacao
desenvolvida é um teste ideal para triagem podendo ser utilizado em condi¢cdes
de campo.

Palavras-chave: Diagnostico, Hemaglutinagédo, Imunoflurescéncia



DEVELOPMENT TEST INDIRECT HEMAGGLUTINATION DETECTION OF
IgG ANTIBODIES ANTI - Neospora caninum IN CATTLE

Autor: Luciana dos Santos Freitas
Orientador: Alexandre Moraes Pinheiro

ABSTRACT: The parasitic disease neosporosis is responsible for generating
economic losses worldwide. An early diagnosis helps to reduce the impact
caused by this disease. Detection of circulating IgG antibodies anti — N. caninum
is an important tool for neosporosis diagnosis. The aim of this study was to
standardize the indirect hemagglutination assay for IgG antibodies - Neospora
caninum detection. We used chicken RBCs under four different treatments,
precipitation time was observed as well as RBC amount, and storage durability.
After RBCs standardization, the conjunction with tachyzoites was made.
Seropositivity control serum samples verified by indirect immunofluorescence
reaction (RIFI) were used for indirect hemagglutination assay standardization
(IHA). Seventy eight cattle blood with different properties were collected for this
assay validation, and were subjected to RIFI with a 1: 100 and 1: 200 cut-off and
to (IHA 1:16). The RIFI (1. 200) detected 61,3% positivity while IHA detected
67%. The sensitivity and specificity obtained by the developed assay was 64,8%
and 41 % respectively. However, when comparing IHA with RIFI (1: 100), the
values were 71% and 66,6% for sensitivity and specificity, respectively. IHA
designed showed a high correlation (p <0.001) compared to IFA (1: 100. The
gold standard test used as the cut-off point and the nature of the antigen used
are factors that may be contributing to this result. The hemagglutination

developed is an ideal screening test.

Key-words: Diagnosis, Hemagglutination, immunofluorescence
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1. INTRODUCAO

A neosporose € uma doenca amplamente distribuida em todos os continentes
e estima-se que seja responsavel por causar grandes impactos econdémicos na
pecuéria. No Brasil, diversos estudos epidemioldgicos, demonstram ocorréncia do
protozoario em todas as regides. A enfermidade é causada pelo protozoario
intracelular obrigatorio Neospora caninum, o qual apresenta um ciclo de vida
semelhante ao Toxoplasma gondii. A infecgdo com o N. caninum pode ocorrer
através da ingestdo de tecidos infectados, ingestdo de &gua e alimentos
contaminados com oocisto esporulado, e ainda pode ocorrer pela transmissao
através da via transplacentaria, aquela da méae para o feto.

Esse protozoario apresenta, at¢é o momento, alguns canideos como
hospedeiros definitivos e diversas espécies de mamiferos e aves como hospedeiros
intermediarios. Nos cades a infec¢cdo pelo N. caninum pode causar alteracfes
neuromusculares e em caso de imunodepressao pode levar o animal a morte. Os
canideos tém um papel fundamental na epidemiologia da doen¢ca uma vez que
eliminam oocisto do parasito no ambiente. A importancia econémica dessa doenca
€ devido ao fato de ser responsavel por causar problemas reprodutivos, entre ele o
aborto, em espécies de interesse produtivo.

O diagnostico da doenca pode ser feita de forma direta, pela deteccéao
parasitaria, ou indireta por exames soroldgicos. O sorodiagnostico é importante
para avaliar a exposicao e o risco de infeccédo por N. caninum de um rebanho. No
entanto, o custo do diagnéstico soroldgico no Brasil ainda hoje é um fator limitante
para uma melhor avaliacdo e manejo adequado dessa enfermidade. Diante disso,
existe a necessidade de elaboracdo de um teste soroldgico rapido e simples para
o diagnostico da neosporose. A hemaglutinagéo indireta € um exame utilizado para
o diagndstico de varias doencas parasitarias, no entanto, ainda ndo foi proposto
para a deteccdo do N. caninum. Esse teste apresenta caracteristicas que
favorecem uma deteccéo imediata da exposicdo do animal ao protozoario. Diante
disso, objetivou-se com esse trabalho a padronizacdo do teste de hemaglutinacao
indireta para a detec¢éo de anticorpos IgG anti-Neospora caninum em bovinos.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Em 1984, na Noruega, Bjerkas et al.(1984) identificaram um protozodrio
associado a encefalites e miosites em cdes. Este protozoario possuia
caracteristicas biolégicas comportamentais e morfoldégicas semelhantes ao
Toxoplasma gondii acredita-se que por muito tempo essas duas espécies foram
confundidas. No entanto, mais tarde, perceberam que o parasito em questao
diferiam nas caracteristicas antigénicas e ultra-estruturais (Dubey et al., 1988a).

Outros pesquisadores (Otoole e Jeffrey, 1987; Parish et al., 1987) também
suspeitaram que o parasito em questao se tratava de uma nova espécie. Em 1988
Dubey e colaboradores, reavaliando tecidos de caes que tinham morrido com
sintomas de toxoplasmose, pela microoscopia eletrbnica, perceberam que em
alguns destes casos o parasito envolvido era estruturalmente diferente do T. gondii,
além disso, ndo apresentavam reatividade a anticorpos anti-T. gondii (Rosa, 2010).
Entdo, foi proposta a criagdo do novo genéro Neospora e de uma nova espécie
Neospora caninum (Dubey et al., 1988a). Em 1988 o parasito foi isolado em cultivo
celular e em comudongos a partir de tecidos de cédes que apresentavam paresia
dos membros posteriores. Foi elaborado um teste de imunofluréncia indireta para
o diagnostico sorologico viabilizando a realizagcdo de estudos epidemiolégicos
(Dubey et al., 1988Db).

No ano de 1993 houve o primeiro relato de isolamento do N. caninum em fetos
bovino abortados (Conrad et al., 1993). Payne et al. (1996) obtiveram a primeira
amplificacdo do DNA de N. caninum pela tecnica de PCR. Entretanto, somente em
1998 Mcallister et al. (1998) identificaram o cdo como hospedeiro definitivo desse
protozoario. No Brasil a primeira deteccdo do parasito foi feita por Gondim et al.

(1999) pela tecnica de imunoshistoquimica realizada em tecidos de um feto
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abortado. Posteriormente Gondim et al. (2001) obtiveram o primeiro isolado de N.

caninum no Brasil, a cepa NC Babhia.

2.2 OCORRENCIA DA NEOSPOROSE

Desde da sua descricdo o parasito ja foi detectado em varias espécies de
animais vertebrados domeésticos e silvestres como em raposas (Vulpes vulpes)
(ALMERIA et al., 2002), veados de cauda branca (Odocoileus) (Vianna et. al.,
2005), galinhas (Gallus domesticus) (Costa et al., 2008), pardais (Passer
domesticus) (Gondim et al., 2010), entre outros. Essas espécies podem ter um
papel importante na epidemiologia uma vez que a presenca desses animais podem
afetara prevaléncia da doenca em propriedades rurais (Almeria et al., 2013).

Apesar de infectar diversas espécies, N. Caninum, assume grande relevancia
nos bovinos e em caninos. A importancia em bovinos esté relacionada ao fato de
ser uma das principais causas de abortamentos esporadicos, endémicos e
epidémicos (Canada et al., 2002). J& nos canideos esta relacionada ao seu papel
na epidemiologia da doenca.

O primeiro caso de neospororose bovina foi relatado em 1989 pelos
pesquisadores Thilsted e Dubey. A partir deste relato a neoporose tem sido descrita
como a principal causa de abortamento em bovinos (Dubey, 1999). Ha registro de
ocorréncia no México ( Garcia-Vazquez et al., 2009), Tailandia (Inpankaew et al.,
2014), Roménia (Enachescu et al.,, 2014), Ird (Nematollahi et al., 2011), Italia
(Otranto et al., 2003).

A presenca de N. caninum foi descrita na Argentina, Brasil, Chile, Paraguai,
Peru, Uruguai e Venezuela (Moore, 2005). Furtado et al., (2011) verificaram que
28,8% dos animais analisados, em uma propriedade leiteira no Uruguai,
apresentaram soropositivadade para neosporose. No Brasil a primeira deteccao
sorologica em bovinos foi no Mato Grosso do Sul em 1996 (Brautigham et al., 1996).
Corbellini et al. (2000), em um estudo realizado no Rio Grande do Sul, observaram
através de tecnicas histélogicas que 20% dos fetos abortados contiam lesGes
compativeis com as causadas pelo N. caninum. Gondim et al.,(2007) observaram
que 35,9% dos bufalos analisados, criados no Estado da Bahia, possuiam

anticorpos especificos para o parasito em questdo. Em um estudo no sudoeste do
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Parand, a ocorréncia de anticorpos anti- N. caninum foi de 24, 2% (Camilo et al.,
2010). Amaral et al.(2012), em estudo realizado em dois estados da regido nordeste
do Brasil, verificaram através da tecnica de PCR que 26,6 % dos fetos abortados
foram positivos para N. caninum concluindo que o agente esta presente e € causa
de abortamento nessa regidao do Pais

Alguns trabalhos descrevem a frequéncia de anticorpos anti-N. caninum em

diferentes locais no Brasil, esses trablahos podem ser observado na Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncias de anticorpos anti — N. caninum em bovinos de diferentes
estados do Brasil.

Referéncias Local N° de Animais Freq. Positivos Teste
Amaral et al. (2012) Pernabuco / Alagoas 306 12,6% RIFI
Camillo et al. (2010) Parana 1778 24,2% RIFI

Galvéo et al.2011 Bahia 755 13% RIFI
Vogel et al., 2011 Rio Grande do Sul 781 11,4% ELISA
Martins et al., 2011 Tocantis 192 25% RIFI
Guedes et al., 2008 Minas Gerais 575 97,2% RIFI

2.3 BIOLOGIA DO N.caninum

O N. caninum é um protozoario intracelular obrigatério do filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae. Este possui
caracteristicas morfolégicas semelhantes a outros protozoarios do grupo
Apicomplexa de importancia veterinaria como: T. gondii, Hammondia heydorni,
Isospera spp e Sarcocystis spp (Dubey et al., 2002), porém diferem em
ultraestrutura, imunogenicidade e patogenicidade (Dubey et al., 1988a).

O ciclo de vida do parasito é heteroxéno envolvendo hospedeiros definitivos
e hospedeiros intermediarios. McAllister et al. (1998) identificaram o cao (Canis
familiaris), Gondim et al. (2004) o coiote (Canis latrans), King et. al.(2010) o dingo
(Canis lupus dingo) e Dubey et al. (2011) o lobo cinza (CanisLapus) como
hospedeiros definitivos do N. caninum. Tem como hospedeiro intermédiario uma
ampla variedade de espécie de aves e mamiferos incluindo os ruminante (Dubey e
Lindsay, 1996).
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No ciclo biolégico de N. caninum, sao identificadas trés fases parasitarias: os
taquizoitos, cistos teciduais contendo bradizoitos e 0s oocistos contendo
esporozoitos (Dubey, 1999). Os taquizoitos e bradizoitos sédo estagios de
reproducdo assexuada do parasito que ocorrem nos hospedeiros intermediarios
enguanto que os oocistos resultam da reproducéao sexuada que ocorre no intestino
do hospedeiro definitivo.

Os taquizoitos, fase de multiplicacdo rapida do parasito, a depender do
estagio de desenvolvimento, podem apresentar morfologia ovoéide, circulares ou de
meia lua e medem 3-7 x 1-5um (Teixeira, 2010). Estudos ja identificaram a
presenca de taquizoitos em varios tecidos e células (Hemphill et al., 1999),
incluindo células neurais, macrofagos, fibroblastos, células vasculares endoteliais,
midcitos, células endoteliais dos tubulos renais e hepatoécitos (Dubey e Lindsay,
1993; Locatelli-Dittrich, 2002). Os taquizoitos sado o principal estagio que causa
infeccdo aguda no hospedeiro intermediario (Dong et al., 2012).

Os taquizoitos invadem a células do hospedeiro apds 5 minutos de contato
(Figura 1), no citoplasma da célula infectada, multiplicam-se por endodiogenia
formando vacuolos parasitoforos (Hemphill et al., 1996). Caso ndo ocorra resposta
imunoldgica efetiva do hospedeiro a multiplicacdo continua levando a destruicao
celular e em casos mais graves a morte do hospedeiro. Quando existe uma
resposta imune humoral do hospedeiro o0s taquizoitas diferenciam-se em
bradizoitos, estes por sua vez sdo envoltos por uma membrana formando o cisto
tecidual do N. caninum (Oliveira, 2004). Os bradizoitos podem persistir durante a
vida do hospedeiro intermediario, sem causar manifestacdes clinicas significativas
(Dubey e Lindsay, 1996).

Os cistos teciduais sédo considerados como forma de resisténcia do parasito,
e possuem formato oval ou arredondado medindo até 107 ym (Dubey e Lindsay,
1996). Séao encontrados em tecidos do sistema nervoso central e tecidos extra-
neurais (Dubey et al., 2006).

Os oocistos sdo compreendidos como forma de resisténcia ambiental do N.
caninum, e sédo eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos na forma nao
esporulada (Gondim et al., 2004). Os oocistos nao esporulados possuem formato
esférico, medem de 10 a 11 uym, e nao sao infectivos. Apods trés dias, dependendo
das condi¢cées do ambiente, os oocistos esporulam e tornam-se infectantes no

ambiente (Mcallister et al.,1998). Os oocistos esporulados apresentam dois
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esporocistos com quatro esporozoitos cada (Dubey et al., 2002) e causam infecgéo
pela via oral. No intestino delgado os esporozoitos penetram nas células epiteliais
intestinais se diferenciam em taquizoitos que se multiplicam rompendo as células e

disseminando a infec¢do (Lindsay, 1999).

Figura 1. Microscopia de varredura do processo de

invasdo das células Vero pelos taquizoitos de

Neospora caninum (Hemphill et al., 2006).

2.4 TRANSMISSAO

A transmissao de N. caninum pode ocorrer através de duas principais vias:
a horizontal e a vertical (Figura 2). A ingestdo de agua e alimentos contaminados
com oocistos esporulados e ingestdo de tecidos infectados por cistos teciduais
representam a via de transmissao horizontal (Dubey et al., 2007). Segundo Dubey
et al. (2007) dificilmente ocorrera infeccdo pela ingestdo de tecidos contendo
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taquizoitos, mas essa pode também representar uma via de infec¢do. Entretanto,
Modry et al. (2001) discutem a possibilidade de transmissdo de N.caninum pelo
consumo de placenta infectada.

A transmissdo transplacentaria, representa a via vertical. Esse tipo de
transmissdo pode resultar em animais cronicamente infectados e clinicamente
normais ou com distarbios neuroldgicos, fraqueza, dificuldade de ganho de peso e
crescimento, podendo ainda levar até mesmo a morte do feto com possibilidade de
reabsorcdo, mumificacdo ou autolise (Dubey, 1999). Em bovinos, hospedeiros
intermediarios, a transmissdo vertical é a mais freqlente e mais importante,
contribuindo consideravelmente para permanéncia do N. caninum no rebanho, ou
seja, para a propagacédo da infeccéo por geragcdes sucessivas (Wouda, et al. 1998).
A transmisséo transplacentaria pode ocorrer durante consecutivas gestacdes, pois
a fémea infectada com o parasito ndo adquire resisténcia imunol6gica e pode
transmitir o parasito aos seus descendentes em gestacbes subsequentes
(Anderson et al., 2000). Essa via de transmissédo pode ocorrer apos infeccdo pos-
natal de forma exdgena através da ingestdo de oocistos durante a gravidez ou de
forma enddgena consequéncia da infeccéo persistente da mde com passagem do
parasito para o feto (Williams et al., 2009).

Existe histérico de outras fontes de infeccdo. Um deles é relatado por Negréo
(2006), que verificou a transmissdo experimental pela via lactogénica em bezerros
e camundongos. Pituco et al. (2005) verificaram a ocorréncia de eliminacdo do
protozoario através do sémen em baixas concentracdes porém nao se sabe o papel
epidemioldgico dessa via de eliminacdo e ainda hoje ndo existe evidéncias

conclusivas para a transmissao venérea.
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Figura 2. Ciclo biologico do protozoario N. caninum, com representacao das

duas vias de transmissao. (Adaptado de Stephen et al., 2013)

2.5 SINAIS CLINICOS E PATOGENIA DA NEOSPOROSE

Na maioria dos casos de neosporose ndo ha sintomatologia clinica. A
patogenia varia de acordo com a espécie e a capacidade de resposta do sistema
imunologico do hospedeiro. Os processos patogénicos associados a doenca em
caes sao danos neuromusculares, polirradiculoneurite e meningoencefalomielite
disseminada. Esses em conjunto determinam a ocorréncia de paralisia ascendente
e progressiva, convulsdes e até a morte do animal (Trupell, 2009). A enfermidade
pode ser localizada ou generalizada, com todos os 6rgéos envolvidos inclusive a
pele, com severa dermatite (Junior e Romanelli, 2006). Esses sinais clinicos estao

associado a imunossupresséo do hospedeiro (Patitucci et al.,1997). Cadelas com
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infeccdo subclinica podem transmitir verticalmente N. caninum aos seus fetos
(Magalhaes et al., 2009).

Os bovinos sdo 0s mais susceptiveis a neosporose, nessa espécie a doenca
estd associada a problemas reprodutivos. Ma formacdo fetal, danos
neuromusculares, aborto, reabsorcdo e a mumificagéo fetal podem ser resultados
da infecgdo pelo parasito. Estudos comprovam que bovinos infectados pela
primeira vez durante a gestacao podem ter sete vezes mais chances de abortar do
que agueles nao infectados (Bartley et al., 2013). N. caninum invadem as células
do utero bovino, se multiplicam e causam a destrui¢do focal das por¢gées materno-
fetal da placenta, desencadeando uma resposta inflamatéria. (Barr et al., 1994;
Otter et al., 1995). Bezerros neonatos infectados podem apresentar os membros
flexionados ou hiperestendidos, ataxia, diminuicdo do reflexo patelar, perda de
consciéncia, exoftalmia, assimetria ocular e deformidades associadas com lesdes
de células nervosas, na fase embrionéaria (Junior e Romanelli, 2006). Existe grande
possibilidade que a maioria dos bezerros com neosporose clinica morram dentro
das primeiras quatro semanas de vida, entretanto os bezerros cronicamente
infectados apresentam aspecto clinico normal (Dubey e Lindsay, 1996).

Alguns pesquisadores ja relataram alteracfes clinicas em equinos que
podem ser decorrentes da neosporose. Lindsay et al. (1996) observaram cegueira
bilateral em uma fémea neonata com neosporose. Gray et al. (1996) verificaram a
presenca de taquizoitos nas lesdes no intestino delgado e nos linfonodos
mesentéricos, de uma égua de 10 anos de idade. Lesdes no sistema nervoso

central (SNC) também ja foram encontradas por outros autores (Gray et al., 1996).

2.6 RESPOSTA IMUNOLOGICA A INFECCAO

A resposta imune do hospedeiro exerce um papel no combate da infeccéo
pelo N. caninum, na auséncia desta o animal pode vir a 6bito (Nishikawa et al.,
2003). A resposta imunoldgica do hospedeiro frente a infeccdo do parasito é
mediada pela resposta celular e humoral, ambas ja foram observadas em animais
naturalmente e experimentalmente infectados (Adrianavarino et al., 2005). Pelo fato

do N. caninum ser um parasito intracelular obrigatério espera-se que a resposta
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imune mediada por células tenha maior importancia como resposta protetora
(Oliveira, 2004). A imunidade mediada por células exerce um papel fundamental no
controle da infeccéo, principalmente em funcdo da acéo sinérgica entre linfocitos T
CD4 * e TCD8*, macrofagos e células natural killer (NK) (HEMPHILL, 1999).

A resposta inata € o primeiro mecanismo de defesa ativado pelo hospedeiro
ao detectar a infeccdo pelo N. caninum. Esta envolve a liberacdo de quimiocinas e
ativacdo de leucocitos que estdo envolvidos no processo inflamatorio (Taubert et
al., 2006). Estudos indicam que a resisténcia aos protozoarios intracelulares, como
N. caninum, € dependente de respostas imunes mediadas por citocinas pro-
inflamatérias, IFN-y (interferon-gama), a IL-12, (interleucina-12), TNF-a (fator de
necrose tumoral a), produzidas por linfocitos T CD4+ (Th1) e ativacéo de leucécitos.
Durante a infeccdo aguda, IL-12 é produzida por células fagociticas infectadas,
diferenciando linfécitos T CD4* e T CD8* em subpopula¢des produtoras de
citocinas pro-inflamatérias. Além disso estimula células NK a produzirem IFN-y
ativando macrofagos e eliminando células infectadas pelo parasito, através de
mecanismos mediados por Oxido nitrico (Boysen et al., 2006; Williams; Trees,
2006). Ensaios experimentais, em camundongos, demonstraram que IFN- y inibe o
crescimento de taquizoitos.

Em vacas cronicamente infectadas, nos primeiros trés meses da gestacao,
a resposta imunolégica € mediada através da producdo de células Th-1 com
producao de IFN- vy, IL-12, e TNF-a (Pescador, 2005). A liberacdo dessas citocinas
age no controle da infeccdo do protozoério, no entanto pode induzir o aborto e/ ou
a reabsorcéo fetal, devido, a liberacao de oxido nitrico. A partir do quinto més de
gestacdo ha um aumento na producao de progesterona e em consequéncia uma
producdo de células Th-2 que séo responsaveis pela imunidade humoral, e um
aumento das citocinas IL-4, IL-5, IL-10 (Quinn et al., 2002). Essas citocinas, apesar
de permitir o desenvolvimento do feto, sédo pouco eficazes no controle da infeccao
parasitaria aumentando o risco de uma transmissao congénita.

No terceiro trimestre de gestagéo o risco de abortamento é baixo enquanto a
transmissao congénita € alta. Os resultados obtidos por Bartly et al., (2013),
mostraram que a fase de gestacéo é importante para a evolucdo da doenca. Com
a crescente maturidade imunologica do feto a gravidade clinica da infeccéo € menor

em comparagao com infec¢des que ocorrem no inicio da gestacdo. As infecgdes no
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final da gestacao podem gerar bezerros cronicamente infectados, mas clinicamente
normais (Bartley et al., 2013).

As células TCD4+ exercem papel importante na producédo de anticorpos
especificos anti-N. caninum em estagios tardios de infec¢éo, induzindo a outros
mecanismos de protecao (Tanaka et al., 2000). A participacao efetiva das diferentes
classes de imunoglobulinas na resisténcia a infeccdo por N. caninum é incerta.
Especula-se que os anticorpos tenham um papel auxiliar no controle da infecgéo,
participando da neutralizacdo e destruicao de taquizoitos extracelulares, podendo,
assim, reduzir a disseminacgéo do agente (Innes et al., 2002). A origem de anticorpo
em resposta a infeccdo pode ser demonstrada por meio de diferentes testes de
diagnéstico indicado que um animal permanece ou foi infectado com o parasito
(Bjorkman e Uggla 1999).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagndstico da neosporose com os resultados nos resultados dos testes
sorologicos associados aos sinais clinicos decorrentes da enfermidade. Os
métodos de diagndsticos podem ser classificados em diretos ou indiretos. Os
diretos sdo aqueles que se baseiam na busca do parasito, ja os indiretos sdo os
que visam a pesquisa de anticorpos especificos no soro do animal indicando a
exposicao do animal ao parasito. A deteccdo de anticorpos e de parasito post-
mortem, por histopatologia, inoculagcdo em animais de laboratério e imuno-
histoquimica, séo técnicas utilizadas para o diagnéstico da neosporose (Hemphill
et al., 2000).

Os testes diretos sao utilizados para estabelecer um diagnéstico definitivo da
doenca, através da presenca de vestigios do parasito em lesfes caracteristica da
doenca (Richtzenhain, 2005). Exames histopatologicos, assim como a técnica de
imunohistoquimica, utilizam amostras de tecidos para diagndéstico definitivo. Esses
exames devem levar em consideragdo o estado de autolise do feto, a presenca do
protozoario, as lesdes inflamatérias e ainda a excluséo de outras possiveis causas
do aborto (Anderson, 2007). A analise histopatoldégica nem sempre € possivel

devido a fatores como: auséncia de parasitos em animais congenitamente
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infectados e 0 numero reduzido de N. caninum em seccdes de tecidos. Essas
caracteristicas tornam dificil o reconhecimento do taquizoitos nos cortes
histolégicos corados com hematoxilina-eosina (Dubey e Schares, 2006).

A presenca e a caracterizacdo do parasito, por meio da imunoshistoquimica
associado ou ndo a lesdes € uma técnica de diagnostico amplamente utilizada para
a deteccdo de N. caninum (Pescador et al., 2007). Por ser uma técnica especifica,
a imunohistoquimica, é frequentemente utilizada para estabelecer um diagnéstico
diferencial entre a neosporose e a toxoplasmose (Dubey et al., 2002). Esta analise
apresenta uma especificidade elevada, porém em fetos autolisados a sensibilidade
da técnica é considerada baixa (Ortega-Mora et al., 2006).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica molecular
frequentemente utilizada para a deteccdo do DNA do parasito, todavia o seu
resultado ira depender das condi¢des do laboratério que efetuara a técnica, do
estagio de autolise do material e da manipulacdo da amostra (Dubey, 2003).

Os testes indiretos, os sorolégicos, indicam a ocorréncia de complexo
antigeno anticorpo através do desenvolvimento de um sinal de natureza variavel
(Richtzenhain, 2005). Uma ampla variedade de testes soroldgicos ja foram
desenvolvidos para detectar anticorpos anti-Neospora caninum, entre eles, a
reacdo de imunofluréncencia indireta (RIFI), Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
suas modificacBes, Aglutinacdo Direta (DAT), Dot-ELISA (Pinheiro, et al 2005) e
immunoblotting (Bjoérkman e Uggla, 1999).

A reacao de imunoflurescéncia indireta utiliza antiimunoglobulinas marcada
com flurocromo para a deteccao da reacdo antigeno-anticorpo (Roitt et al, 2003).
Nesta reacéo, o conjugado, quando ligado ao anticorpo especifico e exposto a luz
ultravioleta é excitado e emite uma luz visivel indicando a positividade. A RIFI para
neosporose foi adaptada por Dubey et al., em 1988b, dentre todos os testes
sorologicos existentes a RIFI é o teste utilizado como referéncia para o diagnostico
da neosporose por apresentar uma elevada sensibilidade e especificidade. A
interpretacdo dos resultados dessa técnica exige que seja executada por
profissionais bem treinados a fim de prevenir ocorréncia dos falsos resultados.

No teste de ELISA a reacdo antigeno anticorpos € detectada por meio da
conjugagcao de um dos componentes com uma enzima, de maneira que essa
enzima que age sobre substrato produzindo uma coloragao. O teste apresenta uma

sensibilidade de 89% e uma especificidade de 97% quando utiliza o antigeno total
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(Venkastein e Wakeli, 1993), e quando utiliza antigenos recombinantes a
sensibilidade e a especificidade pode ser de até 98% e 100% respectivamente
(Schares et al., 1998), quando comparado com a RIFI. Alvarez-Garcia et al. (2013)
avaliaram o desempenho de dez testes de ELISA comercializados atualmente e
todos mostraram-se perto de um perfeito acordo. Apesar da eficiéncia comprovada
esses testes apresentam algumas caracteristicas limitantes como a requisi¢do de
anticorpos especificos para cada espécie, frequentes reacdes cruzadas, e a
necessidade de equipamentos de leitura para sua realizacao.

O método de immunoblotting consiste em uma técnica molecular utilizada
para a imunodeteccdo de proteinas apds a separacao destas por eletroforese em
gel e transferéncia para a membrana adsorvente (Kurien e Scofield, 2006). Através
desta técnica € possivel detectar, caracterizar e quantificar multiplas proteinas,
mesmo que estejam em baixa quantidade na amostra (Kurien e Scofield, 2006).
Esse método é considerado altamente sensivel e especifico sendo o método eleito
para o diagndéstico de inumeras doencas dos animais (Cooley et al., 2001). Staubli
et al. (2006) verificaram que o immunoblotting possui uma elevada sensibilidade
(98%) e especificidade (100%) quando comparado com o ELISA convencional, e
ainda, de acordo com esses mesmos autores a técnica de imunnoblotting € um
instrumento apropriado para complementar o ELISA convencional para o
diagnéstico sorolégico da neosporose bovina. No entanto, o uso ha rotina
diagndstica ainda € insipiente, por se tratar de uma técnica que necessita mao-de—
obra qualificada e por apresentar custo relativamente superior quando comparado
a métodos convencionais e métodos alicercados em base da biologia molecular
(Miguel et al., 2012).

Reacdes de aglutinacdo sdo empregadas para o diagnostico laboratorial de
doencas causadas por virus, bactérias, protozoarios e fungos (FERREIRA e AVILA,
1996). O teste de aglutinacao direta modificado para N. caninum foi desenvolvido
a partir do teste de aglutinacao direta para toxoplasmose por Packham et al. (1998)
e demonstrou-se um teste de execucdo rapida, de facil utilizagdo e com
sensibilidade (100%) e especificidade (97%) elevada quando comparado com o
ELISA.

A hemaglutinacédo € uma reacdo de aglutinacdo que utiliza eritrocitos como
suporte para a conjugacdo do antigeno. Nessa técnica, quando o anticorpo

especifico estiver presente no soro analisado, reconhecem o0s antigenos
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conjugados na superficie dos eritrécitos, causando a aglutinacéo (Figura 3). Esta
reacdo é utilizada para deteccdo de anticorpos especificos de diversas doencas
parasitarias entre elas a toxoplasmose e doenca de chagas. E considerado um
excelente método de diagndstico, devido a sua alta sensibilidade e simplicidade de
execucao (Fialho e Araujo, 2002). Camargo et al (1989), destacam a leitura dos
resultados, através de uma observacdo visual direta sem a necessidade de
equipamentos dispendiosos, como uma caracteristica vantajosa da técnica. Na
reacao de hemaglutinacao indireta as hemacias sdo suportes para antigenos que
sdo adsorvidos a sua superficie, funcionando como um sistema indicador sensivel
na deteccdo de anticorpos. Em geral, antigenos polissacarideos ndo muito
purificados se fixam sem a necessidade de um pré-tratamento. JA os antigenos
proteicos necessitam de um tratamento prévio das hemacias para sua aderéncia
na superficie. Segundo Ferreira e Avila (1996) as hemacias estéo entre os melhores
suportes de antigenos para os testes de aglutinacdo. As hemacias possuem uma
superficie complexa, o que facilita a ligacdo de muitos antigenos e ainda podem ser
fixadas em formaldeido ou glutaraldeido, o que soluciona o problema da fragilidade

e da estocagem por longos periodos de tempo (Ferreira e Avila, 2001).

Hémacia antigeno hemacias sensibilizada

YA

Hémacias sensibilizada  anticorpo aglutinacao

Figura 3: Reacéo positiva de hemaglutinagéo indireta.
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Trabalhos utilizando hemécias de diferentes espécies para a detecgcdo de
infec¢des virais, bacterianas e por protozodrios constatam que a hemaglutinacéo
indireta pode ser utilizada para a deteccédo de anticorpos de diversas parasitoses.
Sanchez-Ruiz et al. (1985) utilizaram hemacia de camundongos para o diagnostico
da malaria e obtiveram uma sensibilidade igual a reacdo de imunoflurescéncia
indireta havendo uma elevada concordancia entre esses testes. Sasaki et al. (1996)
padronizaram o teste de hemaglutinacdo empregando eritrécitos de ganso e
também obtiveram resultados satisfatérios. No diagnostico da sifilis, doenca
bacteriana, a reacdo apresenta uma sensibilidade de 100% e especificidade de
99,7% (Wama, 2012).

2.8 TRATAMENTO E CONTROLE DA NEOSPOROSE

Ainda hoje, ndo existe nenhum método eficaz de tratamento da neosporose.
Os medicamentos existentes para essa enfermidade consistem na combinacao do
trimetoprim, pirimetamina, sulfonadaminas e clindamicina. No entanto o grau de
eficiéncia dessas drogas geralmente € baixo (Neves et al., 2010).

As medidas de controles tém sido discutidas para a redugéo da infecg&o por
N. caninum. O acompanhamento do status sorolégico dos animais pode ser
utiizado como ferramenta de previsdo para identificar animais infectados e
consequentemente qual o risco de aborto (Almeria et al., 2013). A vacinacao é uma
medida importante para o controle de doencgas, no entanto apesar de diversos
testes com vacinas para imunizacgao, contra o protozoario nenhuma obteve grande
sucesso. As vacinas comerciais existentes no mercado aumentam a resposta
imune celular e a producao de IFNy, contudo ndo conseguem impedir a transmissao
transplacentaria do parasito (Rodrigues et al., 2009). Um dos desafios para a
producdo da vacina € obter a imunizacdo protetora de animais que ja foram
sensibilizados pelo parasito (Bielsa et al., 2004). Recentemente uma vacina foi
retirada do mercado por produzir resultados ambiguos e por ter uma eficacia
relativamente baixa (Monney e Hemphill, 2014). A vacina composta por taquizoitos
inativados de N. caninum mostrou ter uma eficacia razoavel reduzindo 46,2% dos

abortamentos bovinos (Bielsa et al., 2004).
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As estratégias atuais de controle da neosporose envolvem gestao agricola e
técnicas de biosseguranca (Bartley et al., 2013). Bruhn et al., (2012) observaram
gue medidas sanitarias ruins estao diretamente relacionadas com as maiores taxas
de soropositividade em bovinos. Tentar limitar o ciclo de vida do parasito, através
do controle dos hospedeiros definitivos e intermediarios nas propriedades de
criacdo e a substituicdo paulatina de matrizes infectadas sao alternativas que
minimizam a presenca do protozoario na propriedade. Em fazendas com
abortamentos endémicos aconselha-se identificar os animais infectados e envia-los
para o abate ou cria-los seletivamente. J& em fazendas com abortomentos
epidémicos deve-se evitar o contato entre o rebanho e o hospedeiro definitivo
(Dubey et al, 2007). A inseminacéo artificial e a transferéncia de embrides também

sdo medidas importantes para o controle da neosporose.

2.9 IMPACTOS ECONOMICOS

Acredita-se que a neosporose causa um grande impacto na economia
agropecuéria mundial. Apesar de nao ter relatos precisos do prejuizo em escala
global estima-se que seja de milhdes de dolares. As perdas séo dificeis de serem
avaliadas por ndo haver sinais clinicos em bovinos adultos, ndo havendo avaliacdes
precisas (Dubey e Schares, 2011). Os gastos estéo relacionados tanto aos valores
dos fetos abortados, quantos aos gastos indiretos como: a necessidade de auxilio
de um profissional, reducédo da vida reprodutiva e gastos com diagnosticos (Reichel
et al, 2013)

Em uma pesquisa sobre o0s prejuizos econdmicos decorrente da neosporose,
Reichel et al. (2013), verificaram que as perdas médias globais anuais séo
estimadas em mais de um bilhdo de dolares, sendo que a América do Norte &

responsavel por 65,75% do total, seguida da América do Sul.
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE TESTE DE HEMAGLUTINACAO INDIRETA PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI — Neospora caninum EM BOVINOS
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DESENVOLVIMENTO DE TESTE DE HEMAGLUTINACAO INDIRETA PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS IgG ANTI — Neospora caninum EM BOVINOS

Autor: Luciana dos Santos Freitas
Orientador: Alexandre Moraes Pinheiro

RESUMO: A neosporose € uma doenca parasitaria responsavel por gerar perdas
econdmicas em todo o mundo. Um diagndstico precoce ajuda a reduzir o impacto
causado por essa enfermidade. A deteccdo de anticorpos IgG circulantes anti- N.
caninum constitui uma ferramenta importante para o diagndstico da neosporose.
O presente estudo objetivou padronizar o teste de hemaglutinacdo indireta para a
deteccdo de anticorpos IgG anti — Neospora caninum. Utilizou-se heméacias de
galinha sob 4 diferentes tratamentos, observou-se o tempo de precipitacéo,
guantidade de hemacia, e durabilidade da estocagem. Apés a padronizacdo das
hemacias foi feita a conjugacdo com taquizoitos. Amostras de dez soro controle
positivos comprovada pela reacdo imunofluréscéncia indireta (RIFI) foram
utilizadas para a padronizacdo do teste de hemaglutinacdo indireta (HAI). Para
validacdo do mesmo foram coletados sangue de 78 vacas de leite, de diferentes,
propriedades que foram submetidas a RIFI com um ponto de corte 1:100 e 1:200 e
a HAI (1:16). A RIFI (1:200) detectou 61,3% de animais positivos enquanto a HAI
detectou 67%. A sensibilidade e a especificidade obtidos pelo teste desenvolvidos
foi 64,8% e 41% respectivamente. Entretanto, ao comparar a HAI com a RIFI(1:100)
os valores observados foram de 71% e 66,6% para sensibilidade e especificidade
respectivamente. A HAI desenvolvida apresentou uma alta correlacdo (p < 0,001)
guando comparada com a RIFI(1:100). O teste utilizado como padréao ouro, o ponto
de corte e a natureza do antigeno utilizado sao fatores que podem contribuir com
este resultado. A hemaglutinacdo desenvolvida € um teste ideal para triagem

podendo ser utilizado em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Diagnostico, Hemaglutinacéo, Imunoflurescéncia



DEVELOPMENT TEST INDIRECT HEMAGGLUTINATION DETECTION OF IgG
ANTIBODIES ANTI - Neospora caninum IN CATTLE

Autor: Luciana dos Santos Freitas
Orientador: Alexandre Moraes Pinheiro

ABSTRACT: The parasitic disease neosporosis is responsible for generating
economic losses worldwide. An early diagnosis helps to reduce the impact caused
by this disease. Detection of circulating IgG antibodies anti — N. caninum is an
important tool for neosporosis diagnosis. The aim of this study was to standardize
the indirect hemagglutination assay for IgG antibodies - Neospora caninum
detection. We used chicken RBCs under four different treatments, precipitation time
was observed as well as RBC amount, and storage durability. After RBCs
standardization the conjunction with tachyzoites was made. Seropositivity control
serum samples verified by indirect immunofluorescence reaction (RIFI) were used
for indirect hemagglutination assay standardization (IHA). Seventy eight cattle blood
with different properties were collected for this assay validation, and were subjected
to RIFI with a 1: 100 and 1: 200 cut-off and to (IHA 1:16). The RIFI (1: 200) detected
61,3% positivity while IHA detected 67%. The sensitivity and specificity obtained by
the developed assay was 64,8% and 41 % respectively. However, when comparing
IHA with RIFI (1: 100), the values were 71% and 66,6% for sensitivity and specificity,
respectively. IHA designed showed a high correlation (p <0.001) compared to IFA
(1: 100. The gold standard test used as the cut-off point and the nature of the
antigen used are factors that may be contributing to this result. The
hemagaglutination developed is an ideal screening test.

Key-words: Diagnosis, Hemagglutination, immunofluorescence
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1. INTRODUCAO

A neosporose € uma doenca parasitaria mundialmente conhecida por causar
alteracdes neuromusculares em cées e induzir abortamentos em bovinos e, em
uma menor escala, em ovinos e caprinos, gerando grandes perdas econdémicas na
indUstria pecuaria (Dubey e Schares, 2011). Estudos quantitativos apontam que as
perdas econémicas, relacionadas com a infec¢do do hospedeiro intermediario pelo
protozoario N. caninum, chegam a mais de um bilh&o de ddlares por ano (Reichel
et al., 2013). A deteccdao inicial da neosporose é feita através técnicas de rastreio.
O diagnéstico soroldgico constitui um instrumento importante na epidemiologia da
doenca, podendo ser utilizado como ferramenta de previsao para identificar animais
infectados e consequentemente qual o risco de abortamento (Almeria et.al., 2013).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para a deteccao de anticorpos anti-
N. caninum no soro animal. Entre essas técnicas destacam-se 0 ensaio
imunoezimatico (ELISA) e suas variacoes, a reacao de imunoflurescéncia indireta
(RIFI), o PCR e o immunoblot. Esses exames, apesar de ter a eficiéncia
comprovada, apresentam limitagbes. Sendo assim existe a necessidade do
desenvolvimento de testes de diagndstico que sejam de baixo custo, elevada
eficacia e que possa ser utilizados em campo para a deteccdo de imunoglobulinas
especificas.

A hemaglutinagdo indireta é um exame sorolégico utilizado para o
diagnéstico de varias doencas. Trata-se de um teste rapido, de facil execucdo que
nao exige espécie especifica de conjugado podendo ser utilizado em varias
espécies animais sem necessidade de modificacbes e, além disso, possui baixo
custo. A técnica pode ser realizada a campo e, ndo h& necessidade de um
profissional treinado para sua execucdo. Diante disso objetivou-se com esse
trabalho desenvolver um teste diagnostico de hemaglutinagdo indireta, para a
deteccdo de anticorpos IgG anti- N. caninum a fim de constituir um diagndstico

eficaz rapido e mais acessivel ao setor produtivo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Processamento antigénico

Taquizoitos da cepa NC-Bahia (Gondim et al., 2001) foram cultivados em
monocamada de células Vero e mantido com trocas regulares, a cada 48h, de meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 5mg/L gentamicina e
5ml/L de anfotericina B em estufa a 37°C com atmosfera imida com 5% de CO..
Os taquizoitos foram purificados quando a monocamada de célula apresentou um
efeito citopatico de aproximadamente 90%. Com o uso do scraper foi feita a
raspagem da monocamada de célula, o conteudo depositado em tubo falcon e
centrifugado a 15009 por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 3 ml da solucao tampao fosfato salino (PBS 7,2 pH). A suspensao
foi recuperada com auxilio de seringa com agulha de 22G para romper as células
intactas e liberar os parasitos. O conteudo foi filtrado através de um filtro de seringa
de 5um (Millex Gv, Brasil). A solucéo foi centrifugada a 1500g durante 10min, e o
precipitado ressuspenso em 3ml de formalina tamponada a 10% quando os

taquizoitos foram contados com o auxilio de hemacitémetro.

2.2 Obtencéo das hemacias

Para obtencdo das hemacias foi feita a coleta do sangue de frango com
idade entre 10 a 20 dias, este estava mantido no aviario da Universidade Federal
do RecoOncavo da Bahia. O material coletado foi centrifugado a 1500g por 10 min,
o plasma descartado e adicionado cloreto de sodio (NaCl) 0,9%, no volume duas
vezes maior do que o pelet das hemacias e novamente centrifugada a 15009 por
10 min. As heméacias foram lavadas por mais duas vezes utilizando-se esse mesmo
procedimento e entdo ressuspensas em NaCl 0,9% para uma concentracao final

de 0,1% e 1%. As hemaécia foram contadas utilizando-se um hemacitdmetro.
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2.3 Padronizagéo da hemaglutinagao

2.3.1 Preparo da solucédo de hemacias

Apés a contagem, a solucdo de hemacia foi submetida a 4 diferentes
tratamentos: no tratamento 1 as hemécias foram ressuspensas em 1ml de PBS;
tratamento 2 foram ressuspensas em solucédo de formalina tamponada 2,8%; no
tratamento 3, em solucdo de PBS suplementado com 0,5% de soro fetal bovino
(SFB) e no 4, em solucédo de formalina tamponada a 2,8% e suplementado com
0,5% de SFB. Em uma placa de microtitulagdo com 96 pogos fundo “V” foi
adicionado 25 pl de cada tratamento e 25 ul de PBS (em triplicata), mantida em
temperatura ambiente e observadas a cada 30 minutos até duas horas. Os
tratamentos que obtiveram uma boa precipitacdo e que ndo apresentaram hemdlise

dos eritrocitos foram testados semanalmente durante dois meses.

2.3.2 Conjugacao das hemacias com taquizoitos de N. caninum

A conjugacao ocorreu ap6és a purificacao dos taquizoitos e das lavagens das
hemacias como descrito acima. Os taquizoitos foram ressuspensos em 1ml de
PBS, as hemécias tratadas foram centrifugadas a 1500g por 10 min e
ressuspendidas nessa solugéo de taquizoitos sendo, em seguida, utilizadas para a
reacdo. A solucdo de hemécias foi conjugada com o antigeno de N.caninum

purificados em uma proporcao de 1:4 (hemacia:taquizoitos).

2.4 Reacdo de Hemaglutinacéo

Apés a conjugacao foram feitos testes com amostras de dez soros de bovinos
infectados experimentalmente e com sorologia positivos pela RIFI cedidos pelo
Laboratério de Diagnéstico das Parasitoses dos Animais da Universidade Federal
da Bahia. Além disso, foram colhidas 78 amostras de sangue de vacas leiteiras
provenientes de seis propriedades distribuidas em trés municipios da Bahia.

O teste foi realizado em placas de microtitulagdo em poliestireno, com fundo
“V”. Para realizagao da hemaglutinacdo os soros foram diluidos a 1:16 e 25ul de
cada diluicao distribuidas em diferentes poc¢os. Posteriormente foram adicionados
25 pl da solucdo de hemacia com taquizoito. A placa agitada suavemente e
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incubada a temperatura ambiente. A reagéo foi observada a cada trinta minutos até
o total de duas horas. A opacidade difusa no didmetro do poco foi considerada
representativa de uma reacdo positiva. Enquanto que a reacdo negativa foi
considerada aquela representada através da formacédo de um botdo compacto de
hemécias no fundo da placa (Figura 1). Os soros positivos no ponto de corte foram
submetidos a diluicBes seriadas e testados até ndo apresentarem mais reatividade.

O titulo foi determinado pela ultima diluicdo positiva.
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Figura 1. Reacdo de hemaglutinacéo para a deteccdo de anticorpos

IgG anti- N. caninum A - Reac¢do negativa e B — Reacao positiva.

2.5 Reacao de Imunoflurescéncia Indireta (RIFI)

Para a realizacdo da RIFI, cada poco das laminas de imunofluorescéncia foi
sensibilizado com 10ul de solucdo de taquizoito em uma concentracao de 500 a
700 tag/pL. Em seguida as laminas foram colocadas em estufa a temperatura de
37°C, apbs a secagem as laminas foram submersas em metanol, enroladas com
papel aluminio e mantidas a uma temperatura de -20°C até o uso. Para a realizacao
dos testes as laminas foram descongeladas a temperatura ambiente e lavadas em
solucdo de PBS por 5 minutos, apés a lavagem foram colocadas para secar. Os
soros bovino foram diluidos em PBS (7,2 pH) a uma diluicdo de 1:100 e 1:200.
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Foram adicionados 10ul em cada poc¢o da lamina sensibilizada e as laminas foram
acondicionadas em camera umida a 37°C por 40 minutos. Em seguida, lavadas
duas vezes em PBS por cinco minutos sob agitacdo e secas a temperatura
ambiente. Posteriormente foram adicionados 10 pl do conjugado anti-IgG bovino
marcado com fluoresceina (anti-lgG bovino conjugado com fluoresceina (FITC)-
Sigma, EUA), diluido em PBS (1:300) e azul de Evans numa concentracao final de
0,005%. As mesmas foram incubadas mais uma vez em camera umida a 37°C por
40 minutos e lavadas duas vezes em PBS. ApOs a secagem foram montadas com
glicerina tamponada a 80% e levadas ao microscopio de epifluorescéncia. Foram
considerados positivas as reacdes que apresentaram fluorescéncia total na
superficie dos taquizoitos em mais de 50% do poco. Estas foram testadas em

diluicdo seriada na razdo dois até ndo apresentarem mais fluorescéncia.

2.6 Sorologia para Toxoplasmose

Foi feita analise de reatividade para Toxoplasma gondii, das amostras

coletadas, utilizando o kit comercial Imuno - HAI (WAMA Diagnostica).

2.6 Analise estatistica

Com finalidade de avaliar o teste desenvolvido foram analisados a
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo. Foi calculado
também o qui-quadrado, com objetivo de avaliar a correlacdo entre o teste de
hemaglutinacéo desenvolvido e a RIFI.

2.6 Declaracgéo de Etica

Todos os protocolos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais — Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, protocolo
23007.014815/2013-34.



146

147

148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168

169

170
171
172
173
174

175

176

5. Resultados
5.1 Padronizacao da hemaglutinacdo

A solucédo de hemacias a 1% demonstrou-se a mais adequada para o teste.
Partindo-se de solugbes menos concentradas, o resultado do teste se torna
duvidoso, devido & escassez da mesma. Em concomitdncia uma solugdo mais
concentrada exige uma quantidade muito maior de taquizoitos o que dificulta a
conjugacéao das heméacias devido ao grande numero de parasitos necessarios. Em
relacdo aos tratamentos utilizados para proporcionar uma maior estabilidade as
hemécias, a solugdo contendo formalina tamponada a 2,8% e soro fetal bovino
0,5% foi a que conferiu um melhor resultado com sedimentacdo bastante visivel e
uma durabilidade de 60 dias. No tratamento 1 algumas células hemolisaram e a
sedimentacdo foi pouco visivel. No tratamento 2 o rompimento foi bastante
evidente, ndo ocorrendo nenhuma sedimentacdo. O tratamento 3 apresentou
hemosedimentacdo, entretanto o tempo de durabilidade foi bem menor quando
comparado com o tratamento 4. As heméacias tratadas apenas com PBS e SFB
também demonstraram um bom desempenho pouca durabilidade. O tempo
escolhido para a realizagao das leituras dos resultados foi o de duas horas

5.2 Sorologia para Toxoplasmose

Das 78 amostras analisadas uma foi positiva T. gondii. Esta foi negativa na

RIFI e positiva na HAI para N. caninum.

5.2 RIFI x HAI

Anticorpos 1gG anti — N. caninum foram detectados em 61,3% (54/88) das
amostras de soro pela RIFI (1:200). Das 54 amostras 35 também apresentaram
positividade na HAI. A reacdo desenvolvida neste trabalho apresentou 19 amostras
negativa a mais que a RIFI (1:200) (Tabela 1), alcangcando uma sensibilidade de
64,8% e especifidade de 41%. Os valores preditivo positivo e negativos

encontrados foram 63% e 42% respectivamente.
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Tabela 1: Comparacdo da reatividade de anticorpos IgG anti- N. caninum

detectados na HAI (1:16) e RIFI (1:200)

RIFI 1:200 Total
+
HAI 1:16 + 35 20 55
- 19 14 33
Total 54 34 88

Quando a RIFI foi realizada utilizando-se um ponto de corte de 1:100

observou-se uma soropositividade de 76,1% (67/88) destas 46 foram positivas para
a HAI (Tabela 2). A sensibilidade e a especificidade foram de 71% e 66,6%. Com

valor preditivo positivo de 87,2% e negativo de 42%. A Tabela 3 mostra a

comparacao dos resultados. O qui-quadrado revelou diferencas entre o testes de

HAI e a RIFI (1:200), porém quando comparado com a HAI com a RIFI (1:100)

revelou uma alta correlacdo (p < 0,001).

Tabela 2: Comparacdo da reatividade de anticorpos IgG anti- N. caninum

detectados na HAI (1:16) e RIFI (1:100)

RIFI 1:100 Total
n -
HAI 1:16 + 48 7 55
- 19 14 33
Total 67 21 88
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Tabela 3: Valores de sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) obtidos pela comparacao da HAI com RIFI
(1:100) e (1:200)

S E VPP VPN
(1:200) 64,8% 41% 63% 42%
(1:100) 71% 66,6% 87,2% 42%

6. Discussao

O presente trabalho desenvolveu um teste de hemaglutinag&o indireta para
a deteccdo de anticorpos IgG anti - Neospora caninum, para isso foram
determinadas diferentes condicbes para obtencdo de um teste sensivel e
especifico.

No que se refere a padronizacdo das hemacias uma concentracédo de 1% foi
a mais adequada para produzir o ensaio, devido a facilidade de leitura e uma maior
confiabilidade do resultado. Noah et al. (2009) também obtiveram uma precipitacao
e aglutinacdo adequada para leitura no teste de hemaglutinagéo indireta adapatado
para o diagndstico de uma determinada gripe. Sanchez-Ruiz et al. (1985), utilizaram
uma solucdo de hemacias com concentracdo proxima a 1% e encontraram
resultados satisfatorio no teste de hemaglutinacdo padronizado para o diagndstico
da malaria. O tratamento com formalina tamponada 2,8% e soro fetal bovino 0,5%
proporcionou uma maior estabilidade as hemacias j& que as mesmas nao
apresentaram hemdlise nesse espaco de tempo estudado.

A hemaglutinacdo padronizada neste estudo apresentou uma sensibilidade
e a especificidade baixa quando comparada com a RIFI no ponto de corte 1:200.
Entretanto, ao fazer a RIFI num ponto de corte de 1:100 observa-se uma mudanca
nesses valores, fazendo com que a sensibilidade e especificidade do HAI proposto
sejam elevadas. O valor preditivo positivo aumentou de 63% (RIFI 1:200) para
87,2%( RIFI 1:100) esses valores refletem diretamente na probabilidade de
resultado falso positivo, uma vez que quanto maior o VPP menor sera a chance de
encontrar amostras positivas sem que o animal apresente anticorpos especificos.

O ponto de corte utilizado na RIFI influencia diretamente nos valores obtidos. A
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reducdo na diluicdo resultou em um maior nimero de amostras positivas na RIFI,
estas amostras ja tinham apresentado positividade para IgG anti-Neospora
caninum na HAI. A diminui¢cdo no ponto de corte aumentou o nimero de animais
positivos e em consequéncia o testes passaram a ter uma alta correlacdo. As
diluicdes do soro variam de acordo com o estudo. Camillo et al. (2010) utilizam uma
diluic&o inicial de 1:100 para bovinos ja Guedes et al. (2008) e Martins et al. (2011)
utilizam diluicdo de 1:200. Em bovinos adultos os niveis de anticorpos especificos
variam de acordo com a idade do animal e do estado de gravidez (Davison et al.,
1999). Segundo Alvarez-Garcia et al. (2003) a RIFI como padrdo ouro nao é
suficientemente precisa em um estudo de validacdo, uma vez que ainda ha
algumas incertezas a respeito do ponto corte padrdo. Pinheiro et al (2005)
verificaram que ao diminuir a o ponto de corte da RIFI de 1:50 para 1:25, ao propor
um Dot-ELISA para cées os valores da sensibilidade e especificidade foram
alterados, permitindo afirmar que os resultados pelo obtidos pode esta diretamente
relacionado ao ponto de corte utilizado na RIFI. Por ser um teste altamente sensivel
e especifico capaz de deteccdo pequenas fracdes proteicas do agente, sugere a
utilizacdo do immunoblloting como técnica complementar para a confirmacao dos
teste soroldgicos (Canada et al., 2004; Ghalmi et al, 2014). Staubli et al. (2006)
utilizaram o immunoblloting para complementar o ELISA tradicional e verificaram
gue a reatividade do anticorpos era detectados mais cedo do que no ELISA.

E importante ressaltar que RIFI, apesar de ser utilizado como padrdo ouro
para a deteccdo de anticorpos IgG anti — N. caninum, € um teste que emprega um
namero maior de passos que a reacdo de hemaglutinacdo, assim como, mais
reagentes, aumentando as possibilidades de erros técnicos. A leitura é dificil,
necessitando que o observador tenha pratica na realizacdo desse teste. Dessa
forma, ha necessidade de que o equipamento esteja bem ajustado e o técnico bem
treinado (Ferreira e Avila, 2001). Em contraste a hemaglutinaco indireta que
possui uma facil interpretagdo evitando um resultado falso positivo e negativo. Os
testes de aglutinacdo tem sido utilizado na detecgéo de algumas parasitoses devido
a sua praticidade

Além disso, outros aspectos também podem ter influenciado o resultado.
Sabe-se que a natureza do antigeno utilizado e a possivel ocorréncia de reagdes
cruzadas com outros coccideos podem interferir no resultado. A ocorréncia de uma

amostra positiva para T. gondii, sendo esta negativa da RIFI e positiva na HAI, pode
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ser indicativo de reacdo cruzada entre N. caninum e T. gondii. Apesar dos
antigenos totais se aderirem bem a superficie das hemacias sem um tratamento
prévio, uma sensibilidade maior pode ser alcancada ao se utilizar antigenos
proteicos ou recombinados (Ferreira e Avila, 2001). Sasaki et al., 1996 encontrou
uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 98% ao utilizar um extrato
proteico na padronizagédo da reacao de hemaglutinacdo para doenca de Chagas.
Ghalmi et al. (2014) utilizando antigeno recombinado de N. caninum mostraram que
a aglutinacdo em latex ndo apresentou diferenca significativa da RIFI. Dong et al.
(2012) e He et al. (2013) também desenvolveram testes sorologico sensivel e
especifico utilizando recombinantes.

Em geral o método desenvolvido neste trabalho é um teste rapido, de facil
execucao e baixo custo sendo ideal como um teste de triagem podendo ser utilizado

para grandes quantidades de amostras a campo, nas condi¢des apresentadas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O teste soroldgico para deteccdo de anticorpos IgG anti-N.caninum foi
padronizado conseguindo uma sensibilidade e especificidade de 64,8% e 41%
quando comparado com a RIFI (1:200) e 71% e 66,6 % RIFI (1:100). A HAI
desenvolvida ndo apresentou diferencas significativas com a RIFI (1:100). Diante
dos resultados obtidos, essa técnica pode ser utilizada, nas condicGes
apresentadas, como teste de rastreiro de anticorpos IgG anti-N. caninum, se houver
a necessidade de comparacao com a RIFI sugere a utilizacdo do ponto de corte de

1:100.



