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Resumo

Neospora caninum € um protozoario parasita que infecta um grande espectro de animais
domeéstico e silvestres, sendo um importante causador de abortamento em bovinos, além de
provocar alteragées neuromusculares em outros animais. Cées e coiotes sao hospedeiros
definitivos de N. caninum, os quais podem excretar oocistos do parasito nas fezes. Neospora
hughesi é um protozoério associado com mieloencefalite em equinos, cujo hospedeiro definitivo
ainda € desconhecido. O objetivo deste estudo foi investigar se soros de animais infectados
experimentalmente com N. caninum exibem reatividade cruzada quando testados com
antigenos de N. caninum e N. hughesi em testes de immunofluoréncia indireta (IFIl). Noventa e
guato amostras (47 pré-infeccédo e 47 pés-infeccdo com N. caninum) de caes, bezerros e vacas
foram testadas pela IFl. Todas as 47 amostras pré-infeccdo para N. caninum, incluindo 10 soros
caninos, 20 soros de bezerros e 17 soros de vacas, foram negativas para N. caninum e N.
hughesi. Todas as 47 amostras pos-infeccéo, foram positivas para N. caninum e N. hughesi,
embora as reacdes para N. hughesi apresentaram normalmente positividades em uma menor
diluicdo (p < 0.02). Portanto, inquéritos soroldgicos para a detec¢do de animais infectados com
N. hughesi podem gerar resultados incorretos devido a reac¢des cruzadas com N. caninum.

INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario que acomete uma grande variedade de espécies
animais domésticas e silvestres (Anderson et al., 1991; Woods et al., 1994; Barber and Trees,
1996; Gondim et al., 2004a; Huang et al., 2004), estando comumente associado com
abortamentos em bovinos (Dubey, 2003). O parasito foi classificado em 1988 como a primeira
espécie do género Neospora, classificacao esta baseada em caracteristicas morfoldgicas e
antigénicas de estagios assexuados do protozoario (taquizoitos e bradizoitos encistados) em
cées infectados. Dez anos apdés sua classificacdo, descobriu-se que caes eram hospedeiros
definitivos do parasito (McAllister et al., 1998). Posteriormente, coiotes (Canis latrans) também
foram identificados como hospedeiros definitivos de N. caninum (Gondim et al., 2004c).

Um organismo semelhante a N. caninum, isolado de um equino com mieloencefalite
(Marsh et al., 1996), foi classificado como uma nova espécie, Neospora hughesi, baseado em
caracteristicas moleculares, antigénicas e estruturais, quando comparado com N. caninum
(Marsh et al., 1998). Em relatos posteriores, importantes antigenos de N. caninum e N. hughesi,
SAG1, SRS2, GRA6, and GRA7 foram comparados e confirmados como sendo diferentes
(Marsh et al., 1999; Dubey et al., 2001; Walsh et al., 2001). Camundongos, equinos e coelhos,
apresentaram reatividade soroldgica cruzada com N. caninum (Dubey et al. 2001; Marsh et al.
1998; Packham et al. 2002; Hoane et al. 2005), e um coelho infectado com N. caninum mostrou
reactividade cruzada com N. hughesi (Packham et al, 2002).



Estudos soroldgicos para a detec¢do de animais infectados com Neospora spp. tém sido
relatados por varios autores (Cheadle et al., 1999; Vardeleon et al., 2001; Gupta et al., 2002;
Packham et al., 2002; Dubey et al., 2003; Pitel et al., 2003). Nesses estudos ndo € possivel a
determinacgdo do nimero exato de animais infectados com N. hughesi ou N. caninum. ELISAs
recombinantes baseados nos antigenos de superficie de 29-KDa de N. caninum (rNc-SAG1)
(Howe et al., 2002) e de N. hughesi (rNh-SAG1) (Hoane et al., 2005) tém sido desenvolvidos.
Esses ELISAs exibiram elevadas especificidades e sensibilidades, contudo observouse
reatividade cruzada entre N. caninum e N. hughesi (Hoane et al., 2005).

O objetivo do estudo corrente foi investigar se caes, bezerros e vacas infectados
experimentalmente com N. caninum, exibem diferengas significativas quando examinados por
meio de testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) com antigenos de N. caninum e N. hughesi.

MATERIAIS E METODOS
Amostras de soro

Foram obtidas amostras de soro de bezerros, vacas e cédes, 0s quais haviam sido
infectados experimentalmente com N. caninum entre os anos de 2000 e 2004 na Universidade
de lllinois em Urbana-Champaign. Quarenta amostras de soro, incluindo 20 amostras pré-
infeccdo e 20 pos-infeccao, foram obtidas de bezerros recém-nascidos, infectados por via
endovenosa com taquizoitos, ou inoculados oralmente com oocistos esporulados de N.
caninum (Gondim et al., 2002; Gondim et al., 2004c). Vinte amostras de soros de caes (10 pré-
infeccdo e 10 pds-infecdo) foram obtidas de animais que consumiram tecidos infectados com N.
caninum (Gondim et al., 2002; Gondim et al., 2005). Trinta e quatro soros de vacas, consistindo
de 17 pré-infeccdo e 17 pés-infeccdo, foram obtidos de vacas inoculadas oralmente com
oocistos esporulados de N. caninum (Gondim et al., 2004b).
Parasitos

Taquizoitos de N. caninum (cepa NC-beef) (McAllister et al., 2000) e N. hughesi (Nh-Al
strain) (Walsh et al., 2001) foram cultivados em células Vero com RPMI contendo L -Glutamine,
suplementada com 5% se soro equino, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina.
Ostaquizoitos eram removidos quando cerca de 80% das monocamadas com células estavam
infectadas. As suspensdes de células infectadas eram passadas em seringas com agulhas de
26G, suspendidas em PBS e purificadas em filtros de 5 um. O filtrado era lavado trés vezes por
centrifugacdes (1200 g por 10 min) em PBS e o sedimento era suspendido para uma
concentracao final de 500 a 1000 taquizoitos/ul. Os taquizoitos purificados eram distribuidos em
laminas de 12 pocos revestidas com, secadas em temperatura ambiente e fixadas por 5 min em
metanol. As [aminas com antigeno eram estocadas a-20°C até a realizacao dos testes.
Imunofluorescénciaindireta

As amostras de soro foram testadas simultaneamente paraN. caninum e N. hughesi,
empregando-se laminas com antigeno estocadas a —20°C por 1 a 5 semanas. Soros de caes e
bezerros foram triados a 1:50 em PBS e 0s soros de vacas foram te stados em 1:200. Os titulos
para ambos os parasitos foram determinados em todas as amostras positivas, por meio de
dilui¢cdes séricas dobradas. Anticorpos anti-IgG bovino e anti-lgG canino conjugados ao
isotiocianato de fluoresceina (Bethyl, Montgomery, Texas) foram utilizados como conjugados
para 0s soros bovinos e caninos respectivamente.
Estatistica

O teste de Wilcoxinfoi empregado para a comparacao dos titulos dos soros entre as
amostras de caes, bezerros e vacas, utilizando-se um intervalo de confianca de 95%.



RESULTADOS

Foram utilizadas nesse estudo 94 amostras de soros de caes, bezerros e vacas,
incluindo 47 amostras pré-infeccao, e 47 amostras pos-infec¢éo, colhidas apos exposicao a N.
caninum (taquizoitos, bradizoitos ou oocistos). As 47 amostras pré-infeccdo para N. caninum,
incluindo 10 soros de cées, 20 de bezerros e 17 de vacas, testaram negativas para N. caninum
e N. hughesi. Todos os soros de animais infectados com N. caninum resultaram em positivos na
IFI com antigeno de N. hughesi; contudo, os titulos séricos para N. caninum foram
significativamente maiores (P < 0.02; normalmente 1 diluicdo diferente) do que os titulos para N.
hughesi nos cées, bezerros e vacas (Tabela 1). Os titulos séricos para bezerros, vacas e caes
variaram de 100-25600, 400-6400 e 100-1600, respectivamente, ao passo que os titulos obtidos
empregando-se na IFl antigeno de N. hughesi variaram de 50-12800, 200-3200 e 50-800 para
bezerros, vacas e cées respectivamente (Tabela ).

Table . Restividade cruzada de soros de animais infectados com Neospora caninum, avaliada por meio de testes de

imunofluorescénciaindireta.

Soros
Pré-infeccéo com Pds-infeccao com
N. caninum N. caninum
Dog cdf Cow Dog cdf Cow
NUmero de animais 10 20 17 10 2 17
Animais soropositivos para N. 0 0 0 10 20 17
caninum
Animais seropositivos para N. 0 0 0 10 20 17
hughesi
Animais com titulos de N. - - - 8* 17 12*
caninummaioresque N. hughes
Animais com titulos de N. - - - 0 0 0

hughesi maiores que N. caninum

* P<0.02

Table Il. Titulos de anticorpos de bezerros, vacas e caes infectados experimentalmente com Neospora
caninum, determinados por meio de testes de imunofluorescéncia indireta empregando- se antigenos de N.

caninum e N. hughesi

Imunofluorescent Antibody Tests

Antibody titers For N. caninum For N. hughesi
Caves Cows Dogs Caves Cows  Dogs
50 0 * 0 1 * 1
100 1 * 1 1 * 1
200 0 0 2 2 3 4



400 3 5 1 2 5 0
800 2 4 3 2 5 4
1600 2 4 3 2 1 0
3200 3 3 0 5 3 0
6400 5 1 0 4 0 0
12800 2 0 0 1 0 0
25600 2 0 0 0 0 0

* N&o testados nas referidas diluicoes

DISCUSSAO

O presente estudo refor¢a o porencial de ocorréncia de reatividade cruzada entre N.
caninum e N. hughesi nos testes soroldgicos, que gera confusao na interpretacéo e confianca
nos resultados quando um dos parasitos € investigado individualmente. Essa € a primeira vez
gue soros de cées ou bovinos, experimentalmente infectados com N. caninum, séo testados
empregando-se N. caninum e N. hughesi como antigenos. Sorologia para o protozoario
Hammondia heydorni ndo foi incluida neste experimento, pois ndo ha teste soroldgico
disponivel para a detec¢éo de anticorpos contra este parasito.

Este estudo também evidencia que soros obtidos ap0s a infecgdo com N. caninum em
bovinos e caes, testados simultaneamente na IFl para N. caninum e N. hughesi, exibiram titulos
mais elevados quando N. caninum foi empregado como antigeno. Embora os titulos de
anticorpos séricos tenham sido maiores empregando-se antigeno de N. caninum (P < 0.02),
houve ao mesmo tempo, reatividade cruzada significativa com N. hughesi (P < 0.001).
Portanto, confirma-se aqui que inquéritos soroldgicos para N. hughesi podem ser confundidos
caso 0s animais estudados tenham anticorpos anti-N. caninum. Embora n&o tenha sido testado
0 oposto (titulos para N. caninum em animais infectados com N. hughesi), parece ser provavel
que existe a mesma possibilidade de reatividade cruzada nos testes, o que potencialmente gera
resultados falso-positivos na sorologia paraN. caninum.

Packham et al. (2002) compararam diferentes técnicas sorologicas (IFl, ELISA e DAT)
empregando-se soros de equinos infectados experimentalmente com N. hughesi e concluiram
gue a IFI foi o Unico teste, entre os estudados, que permitiu uma discriminacao entre equinos
infectados e néo infectados. Recentemente foi desenvolvido um ELISA para N. hughesi a partir
do antigeno SAG1 recombinante (Hoane et al., 2005); este teste apresentou maior
especificidade do que os anteriores, contudo, falhou em discriminar entre animais infectados
com N. caninum e N. hughesi.

Infeccdo natural com N. hughesi ndo tem sido confirmada em outras espécies animais
além de equinos. Esse fato ndo exclui a possibilidade que N. hughesi infecte diferentes
espécies animais domésticas e silvestres. E também esperado que o hospedeiro definitivo de N.
hughesi, o qual até hoje é desconhecido, seja alguma espécie animal carnivora largamente
distribuida. E razoavel especular que numerosos estudos soroldgicos para a identificacdo de
animais infectados com N. caninum tenha sido confundido com N. hughesi. Um outro fator de
confuséo é a ocorréncia de infeccdes pelo protozoario Hammondia heydorni, o qual € muito
proximo filogeneticamente de Neospora sp (Ellis et al., 1999), e ainda ndo pode ser investigado
sorologicamente devido a inexisténcia de teste soroldgico para essa espécie. Portanto, até o
momento, ndo € possivel a diferenciacdo soroldgica entre infecgdes causadas N. hughesi, N.
caninum e H. heydorni. A diferenciac&o entre os trés parasitos é possivel quando DNA dos
mesmos é obtido (Marsh et al., 1998; Ellis et al., 1999; Slapeta et al., 2002). Estudos adicionais



sd0 necessarios para a elaboragéo de técnicas sorolégicas capazes de diferenciar infecgdes
causadas por N. hughesi, N. caninum e H. heydorni.
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