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RESUMO GERAL

Nesta dissertacao serdo abordados os tépicos referentes ao Neospora
caninum, sua biologia, sinais clinicos, uma revisdo de literatura sobre o diagndstico
da neosporose bovina, uma demonstracdo de dados de prevaléncia da raiva dos
bovinos no Estado do Parana no mesmo periodo e percentual de amostras positivas
e negativas para este diagnostico o que desencadeou a realizacdo desta pesquisa, e
a investigacao da neosporose em encéfalos de bovinos, pela técnica de reagao em
cadeia da polimerase - PCR, com quadro de encefalopatia e diagndstico negativo

para raiva, no Estado do Parana, seguidos pelas consideragdes finais.



RESUMO

Neospora caninum é um protozodrio parasita que causa aborto e mortalidade
neonatal, principalmente em bovinos, e doengas neuromusculares em caes. Este
estudo objetivou determinar a presenca do DNA do parasita em encéfalos de
bovinos com sinais neurolégicos. Foram avaliadas 253 amostras de encéfalos,
sendo 161 de animais adultos e 92 de bezerros, procedentes de todas as regides do
Parana e com diagndstico negativo para raiva, pelas técnicas de imunofluorescéncia
direta e prova biolégica. As amostras coletadas continham fragmentos de medula
oblonga, cerebelo e cortex (principalmente da regido posterior do cérebro). Para o
diagnéstico da neosporose, os encéfalos foram submetidos a técnica da reagéo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se os iniciadores Np6 e Np21. Foram
detectadas 28 amostras positivas, representando uma prevaléncia de 11,07%.
Neospora caninum foi detectado nos bovinos de corte e de leite, de todas as faixas
etarias, e procedentes de todas as regides do Parana. Os resultados indicaram a
presenga do parasita nos bovinos adultos com sinais neurolégicos, sugerindo que o
diagndstico da neosporose deva ser incluido nos casos de doengas neuroldgicas.

Palavra-chave: Neospora caninum, bovinos com sinais neurolégicos, PCR.



ABSTRACT

Neospora caninum is a parasite protozoa that causes abortion and neonatal
mortality, especially in cattle, and neuromuscular disease in dogs. The aim of this
study was to determine the presence of the parasite’s DNA in the encephalon of
bovines with neurological signs. A total of 253 encephalon samples, 161 from adult
animals and 92 from calf were evaluated. The samples, from all regions of Parana
state, were negative for rabies with both the direct fluorescent antibody test and
biological technique. The analyzed samples contained parts of the medulla
oblongata, cerebellum and cortex (mainly from the posterior region of the brain). The
samples were analyzes with the Polymerase Chain Reaction (PCR) using the primers
Np6 and Np21 to diagnose neosporosis. A prevalence of 11,07% (28 samples) was
found and Neospora caninum was identified in dairy and beef cattle, adults and
calves, from all regions of Parana state. The results showed the presence of the
parasite in adult cattle with neurological signs indicating the importance of including
neosporosis in the differential diagnosis in cases of neurological diseases.

Key-words: Neospora caninum, bovine with neurological signs, PCR.
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1. INTRODUGAO

Ha& algum tempo vimos observando que muitos materiais que entravam para o
diagnéstico de Raiva no Centro de Diagndsticos ‘Marcos Enrietti’ — CDME ficavam
sem uma conclusdo definitiva com relacdo a sua ‘causa mortis’; em sua maioria
apresentavam histéricos com sinais neuroldgicos. Esta duvida persistia e dessa
maneira realizou-se esta pesquisa com amostras que uma vez negativas para raiva
foram arquivadas em freezer 80°C negativos; e posteriormente foi desenvolvido o
diagnostico para neosporose bovina, através da técnica de PCR.

A neosporose € uma doenca que acomete bovinos entre outras espécies,
causando abortamentos em bovinos de leite e de corte, infertilidade, nascimento de
bezerros natimortos ou doentes (THURMOND & HIETALA, 1995). Também causa
ma-formagéo congénita em feto e em bezerro, como microcefalia, hidrocefalia,
hipoplasia cerebelar, anormalidades do sistema nervoso central (PARE et al., 1996).

A elevada soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum observada
em rebanhos bovinos com histérico de abortamento endémico, o isolamento do
parasita de fetos bovinos e de bezerros com sinais neurolégicos e a presenca de
infeccao congénita em bezerros clinicamente sadios, indicam que o diagndstico da
neosporose deveria ser incluido em rebanhos com histérico de abortamentos
repetidos e de doencas neurolégicas em bezerros (TREES et al., 1999; ANDERSON
et al., 2000; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2004).

A doenca estd amplamente disseminada nos diferentes continentes, na

Europa, Africa do Sul, Asia, Australia e nas Américas (ANDREOTTI et al., 2003).
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No Brasil, foi identificado pela primeira vez na Bahia (GONDIM et al., 1999), e
desde entao tem sido notificado em diferentes Estados, indicando que a neosporose
esta difundida no pais. Porém, ndo existem estudos determinando a prevaléncia do
parasita em animais adultos e bezerros com sintomatologia nervosa.

A PCR é uma das técnicas mais importantes da biologia molecular e
representa um grande avango no diagnostico de varias doengas, pela amplificagao
de segmentos especificos do DNA. O método utilizado para detectar o DNA de
diversos patdégenos, e durante os ultimos anos vem se destacando como
metodologia para pesquisa e diagnostico de protozoarios como Toxoplasma e
Neospora (PITEL et al., 2001); a utilizagdo de diferentes técnicas de diagnéstico,
como a PCR, aumenta a chance de detectar a infeccdo por Neospora caninum nos
fetos (SAGER et al., 2001).

A avaliagao da neosporose como causa de doenga neurolégica em bovinos &
fundamental para o conhecimento das demais consequéncias da doenca no
rebanho.

Os objetivos especificos desta pesquisa foram:

e Cultivar o Neospora caninum (NC-1) para produgdo de taquizoitas como
controle positivo na PCR;

e Investigar a presenga de Neospora caninum nos cérebros de bovinos com
quadro de encefalopatia, pela técnica de PCR,;

e Estabelecer o diagndstico como diferencial da Raiva e outras encefalopatias;

e Realizar uma avaliagdo epidemiolégica do Neospora caninum no Estado do

Parana; e
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o Divulgar os resultados para que os médicos veterinarios de campo possam
incluir a neosporose como mais uma doenga de importante controle nas

propriedades.

1.1 HISTORICO E CLASSIFICACAO

Em 1984, na Noruega, BJERKAS et al., observaram um protozoario
semelhante ao Toxoplasma gondii (T. gondii) em tecidos de caes. Porém, os animais
ndo apresentaram anticorpos contra T. gondii na pesquisa sorolégica. Os
pesquisadores levantaram a hipétese de que um parasita imunologicamente distinto
de T. gondii teria causado a morte dos céaes (BJERKAS et al., 1991).

DUBEY et al., em 1988, revisaram os casos clinicos e os cortes histolégicos
de 23 cdes com diagnéstico ou suspeita de toxoplasmose, examinados em um
hospital veterinario em Boston, nos Estados Unidos, através de microscopia
eletrébnica de transmissao e técnicas imunohistoquimicas. Em treze destes caes foi
identificado T. gondii, e em dez caes foi encontrado um novo parasita identificado
entdo, como do género Neospora e a espécie caninum. Foi reconhecido como
protozoario distinto de T. gondii, pois apresentava algumas diferencas estruturais e
nao reagia com o soro anti-T. gondii no teste de imunoperoxidase.

Em 1991, BJERKAS e DUBEY identificaram como Neospora caninum o
parasita observado em tecidos de caes por BJERKAS et al. em 1984. Em 1988, a
infeccao por N. caninum em céaes foi diagnosticada e isolou-se o protozoario em
cultivo celular, camundongos e em cdaes inoculados com tecidos dos cées

sabidamente infectados. As principais lesbes observadas nos caes foram
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meningoencefalomielite, miosite, poliradiculoneurite e encefalomielite (DUBEY et al.,
1988).

E morfologicamente similar a outros protozoarios do filo Apicomplexa de
importancia em medicina veterinaria como Toxoplasma gondii e Sarcocystis sp.

(ANDERSON et al., 2000; DUBEY, 2003).

1.2 BIOLOGIA DO Neospora caninum

O protozoario Neospora caninum € um parasita intracelular obrigatério que foi
isolado pela primeira vez de filhotes de cdes com encefalomielite (DUBEY et al.,
1988). O parasita é reconhecido como a principal causa de abortamentos em
bovinos, em todos os continentes, assim como de doeng¢a neuromuscular em caes
(DUBEY, 2003).

Ele permanece nos bovinos durante varias geragdes, como uma infecgéo
cronica, sendo transmitida via transplacentaria ao feto (BARR et al., 1994;
SCHARES et al., 1998). A introdugdo do parasita no rebanho permaneceu sem
explicacbes até a identificagdo dos oocistos nas fezes do cdo e a descoberta do
ciclo do protozoario (McALLISTER et al., 1998). Na transmissdo horizontal, os
bovinos se infectam ingerindo o estagio de oocistos, eliminados nas fezes dos
hospedeiros definitivos (McALLISTER, 1999).

O Neospora caninum é um parasita que pertence ao filo Apicomplexa, a
classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e familia Sarcocistidae. Duas espécies sao
descritas no género Neospora, o Neospora caninum (DUBEY, 1988), isolado de
cérebro de cado, e Neospora hughesi (MARSH et al., 1998), isolado de cérebro e

medula espinhal de equino.
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Os hospedeiros intermediarios de Neospora caninum s&o 0s caes, 0S
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, bufalos, cervos, ratos silvestres (Rattus
norvegicus) e as raposas (Vulpes vulpes) (ANDERSON et al., 2000; ALMERIA et al.,
2002; HUANG et al., 2004; RODRIGUES et al., 2004). Os hospedeiros definitivos
sado os caes e os coiotes (McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004); séo os
identificados até o momento, mas suspeita-se que outros canideos silvestres
possam também servir como hospedeiros definitivos e eliminar oocistos nas fezes
(GONDIM et al., 2004).

Os hospedeiros definitivos, quando ingerem os cistos de Neospora caninum,
eliminam os oocistos ndo esporulados nas fezes. Os oocistos nao esporulados
apresentam um esporonte central e ndo sao infectivos. No meio ambiente ocorre a
esporulacao, formando-se dois esporocistos, cada qual com quatro esporozoitas. Os
oocistos de Neospora caninum sdo morfologicamente similares aos oocistos de
Hammondia heydorni encontrados nas fezes de caes, e Toxoplasma gondii e
Hammondia hammondi encontrados nas fezes de gatos (SCHARES et al., 2002;
DUBEY, 2003). A identificagdo dos oocistos de Neospora caninum nas fezes do céo,
hospedeiro definitivo, e a descoberta do ciclo do protozoario (figura 1) permitiram
descrever a via horizontal de transmissao do parasita (McALLISTER, 1999).

As formas identificadas do ciclo de vida do Neospora caninum sao o0s
taquizoitas (organismos proliferativos), os cistos com os bradizoitas (organismos de
multiplicacéo lenta) e os oocistos (DUBEY et al.,, 1988; McALLISTER et al., 1999),
eliminados nas fezes do cdo ou coiote, hospedeiros definitivos do parasita
(McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004).

Os taquizoitas sao ovoides, redondos ou em forma de meia-lua, com o nucleo

em posigao central ou terminal. Nos animais infectados os taquizoitas de Neospora
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caninum foram observados em células nervosas, macréfagos, fibroblastos, células
endoteliais, midcitos, células epiteliais dos tubulos renais e hepatdcitos (DUBEY et
al., 1988). Nos bovinos, os taquizoitas foram observados no cérebro, coragao, figado
e pulmdes de fetos; na placenta e na medula espinhal de bezerros (DUBEY, 1999).
Os parasitas destroem as células nervosas do sistema nervoso central e dos nervos
periféricos, alterando a condutividade das células afetadas. (DUBEY & LINDSAY,
1993).

Figura 1 - Ciclo de vida do Neospora caninum descrito por SCHARES, 2003.
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Os bradizoitas localizam-se em grande numero dentro do cisto tecidual
(DUBEY et al., 1988). O inicio da resposta imune do hospedeiro e a presenca de
outros fatores fisiolégicos provavelmente induzam a entrada dos taquizoitas nas
células e a diferenciacdo em bradizoitas, estabelecendo a infecgéo pela presenca
dos cistos (PETERS et al., 2001).

Os cistos estdo localizados principalmente no sistema nervoso central e
retina, sendo também observados no musculo esquelético de caes e bezerros. Os
cistos podem persistir no hospedeiro infectado por varios anos, sem causar
nenhuma manifestagéo clinica (PETERS et al., 2001).

No Brasil, o protozoario Neospora caninum foi isolado de cdo na Bahia
(GONDIM et al., 2001); de feto bovino e de bezerro com cegueira congénita no
Parana (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; 2004); de bufalo em Sao Paulo

(RODRIGUES et al., 2004) e de ovino em Sao Paulo (PENA et al., 2007).

1.3 MECANISMOS DE INFECCAO E PATOGENIA

Nos bovinos, como esta demonstrado na figura 1, os dois mecanismos de
infeccao por Neospora caninum sao a transferéncia do parasita da méae para o feto
(transmissao vertical ou infeccdo congénita) e a ingestdao de oocistos esporulados
(transmissao horizontal ou infecgédo pés-natal) (McALLISTER & LATHAM, 2002).

Até a descoberta dos oocistos nas fezes de céaes, a introducao do parasita no
rebanho permanecia sem explicagao (McALLISTER & LATHAM, 2002).

O Neospora caninum encista-se no tecido nervoso (cérebro, medula espinhal,
cerebelo, nervos), na retina e no musculo esquelético. Em fetos bovinos, os cistos sao

encontrados principalmente no cérebro. Nos bezerros com neosporose congénita, os
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cistos localizam-se no cérebro e na medula espinhal. Os bradizoitas dos cistos sao
resistentes a solucido de pepsina acida e sao infectantes por via oral para
camundongos, gatos e cées, indicando que o habito dos carnivoros é uma via de

infeccao de Neospora caninum (LINDSAY & DUBEY, 1990).

1.4 SINAIS CLINICOS

A neosporose causa abortamento em bovinos de leite e de corte, infertilidade,
nascimento de bezerros natimortos ou doentes. As vacas de todas as idades podem
abortar, dos trés meses de gestacdo até a termo, porém, a maioria dos
abortamentos ocorre entre o quinto e sexto més de gestagdo. Os fetos podem
morrer no utero, serem reabsorvidos, mumificados, autolisados, nascerem mortos,
nascerem vivos com sinais clinicos, nascerem vivos e clinicamente normais, mas
infectados (THURMOND et al., 1995). A probabilidade de abortamento € maior nas
vacas com anticorpos anti Neospora caninum, do que nas vacas soronegativas
(THURMOND e HIETALA, 1997; MOEN et al., 1998).

Uma elevada porcentagem, de 80 a 90%, dos bezerros que nascem de vacas
soropositivas foi infectada via congénita, baseada no diagnéstico soroldgico, e
mantém a infeccdo no rebanho. Os animais que nascem sem sinais clinicos sao
portadores do parasita e reservatérios potenciais no rebanho (LINDSAY & DUBEY,
1990).

Os abortamentos devido a neosporose podem ser endémicos ou epidémicos.
Nos rebanhos bovinos com abortamentos endémicos atribuidos a neosporose,
geralmente hd uma associagédo positiva entre o estado sorolégico da mée e das

filhas, ou seja, existem evidéncias que a principal via de transmissdo nestes
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rebanhos é a vertical (THURMOND & HIETALA, 1997; SCHARES et al., 2002). A
recrudescéncia de uma infec¢ao latente durante a gestagdo pode aumentar o risco
de abortamento (GUY et al, 2001). Nos casos de abortamentos epidémicos
causados por Neospora caninum, provavelmente as vacas se infectaram via
horizontal, por ingestdo de agua ou alimento contaminados por oocistos (SCHARES
et al., 2002; SAGER et al., 2005).

Os outros sinais clinicos, além dos abortamentos, foram relatados em
bezerros com menos de quatro meses de idade. A infeccdo fetal por Neospora
caninum pode causar anormalidades no sistema nervoso dos bezerros,
caracterizando a neosporose clinica (VIANNA, 2004). Nos bezerros infectados via
congénita e nascidos vivos, a doenga afeta principalmente o sistema nervoso central
(SNC), e os sinais clinicos aparecem geralmente dentro de trés a cinco dias, ou até
duas semanas apos o nascimento (WOUDA, 2000). Os sinais neurolégicos podem
ser deformacgcbes nos membros, como flexdo, ou hiperextensdo dos membros
toracicos e/ou pélvicos, ataxia, diminuicdo dos reflexos patelares, perda da
consciéncia proprio-receptiva dos membros, paralisia, opistotono e incoordenagéo,
exoftalmia ou aparéncia assimétrica dos olhos, cegueira, deformacdes associadas
com lesdes das células nervosas embrionarias (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003;
De MEERSCHMAN et al., 2005).

O Neospora caninum também causa ma-formagao congénita em feto e em
bezerro, como microencefalia, hidroencefalia, hipoplasia cerebelar, anormalidades
do sistema nervoso central (PARE et al., 1996). A encefalomielite ¢ a lesdo
predominante na neosporose clinica e a degeneragdo muscular causando miosite e
deformagbes nos membros. As anormalidades clinicas podem regredir,

permanecerem estaticas ou mesmo progredir. Os bezerros podem nascer com o
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peso abaixo do normal, com diminuicdo da massa muscular, fracos, com dispnéia, e

incapacidade de se levantar (WOUDA, 2000).

1.5 JUSTIFICATIVA

No Parana, existe um grande numero de casos de 6bitos em bovinos com

sinais neurolégicos, sem um diagnostico definitivo e/ou conclusivo, descrito no

capitulo 4 desta dissertacdo. A neosporose ainda ndo é incluida como uma das

possiveis causas de doenga neurolégica, como um diagnéstico diferencial, sendo

até o momento realizados apenas:

Pesquisa para identificagdo de Encefalite Espongiforme dos Bovinos (BSE
— Vaca Louca) que faz parte de um Programa Nacional, coordenado pelo
Ministério da Agricultura, em que animais com mais de 24 meses de idade
com sinais neuroldgicos ou importados tém obrigatoriedade de coleta de
material também em formol, que eram na regido sul até outubro de 2007,
encaminhados para a Universidade de Santa Maria (na pessoa do Professor
Doutor Claudio Barros) e realizado exame pela técnica de cortes histolégicos,
e ora serao enviados para o LANAGRO/PE em Recife; e abaixo de 24 meses
de idade é processado no CDME no laboratério de histopatologia;

Isolamento viral em cultivo celular sensivel para Herpesvirus realizado no
CDME;

Em alguns casos, isolamento e caracterizagdo para Listeriose, nos

camundongos utilizados para a técnica de inoculagao intracerebral (Prova bioldgica)

para raiva apresentam sinais evidentes desta doenca como cegueira unilateral e
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pélos arrepiados nos primeiros dias pds-inoculacdo sao encaminhados para a area
da bacteriologia no CDME.

Desta forma foi proposta esta pesquisa levando em consideracao a escassez
de informagdes sobre a neosporose como agente causador de doencga neuroldgica
em bovinos e a quantidade de material processado para exame de raiva com
resultado negativo, como descrito no item 4 desta dissertacdo, e que permanece
sem um diagnéstico conclusivo.

A perspectiva de resolucédo destes casos e a de suprir a lacuna com relagéo
ao diagnéstico para os médicos veterinarios e proprietarios de bovinos definindo-se
a causa do quadro neuroldgico, as caracteristicas operacionais do método de PCR
para neosporose, a metodologia e adequacao desta técnica de diagndstico foram

alguns dos objetivos deste estudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA - DIAGNOSTICO DA NEOSPOROSE BOVINA

RESUMO

A neosporose € causada pelo protozoario parasita Neospora caninum. A
doenca é considerada a principal causa de abortamentos em bovinos. Os relatos da
ocorréncia de neosporose aumentaram muito durante a ultima década em varios
paises, inclusive no Brasil. O diagndstico da neosporose associado aos casos de
abortamento e mortalidade neonatal é dificil. Esta revisdo aborda as diferentes
técnicas de diagndstico da neosporose bovina, descrevendo os métodos soroldgicos
e parasitologicos, suas aplicagdes e perspectivas.

Palavras-chave: Neospora caninum, Neosporose, diagnostico, bovinos.

ABSTRACT

The protozoan parasite Neospora caninum is a major cause of abortion in
cattle. Neosporosis has emerged as a serious disease in cattle worldwide, included
Brazil. The diagnosis of neosporosis - associated mortality and abortion is difficult.
This paper reviews information on clinical signs, and methods of diagnosis of bovine
neosporosis, relating serologic and parasitologic methods and their applications and
perspectives.

Key Words: Neospora caninum, Neosporosis, diagnosis, cattle.
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2.1 INTRODUGAO

O quadro clinico sugestivo de neosporose é a presenga de sinais
neurolégicos e de polimiosite em bovinos jovens. Em bovinos adultos, a ocorréncia
de abortos e 0 nascimento de bezerros natimortos sao sinais sugestivos de infecgao
por N. caninum. Os sinais clinicos devem ser considerados na suspeita clinica de
neosporose, porém, os exames laboratoriais sdo necessarios para a confirmacgao do
diagndéstico (ANDERSON et al., 2000).

No diagndstico da neosporose € importante demonstrar o Neospora caninum
nas lesdes e excluir outras causas de abortamento (WOUDA et al., 1997). Se as
lesdes no cérebro e coracdo forem muito severas, com a detecgao dos taquizoitas
do parasita, a causa provavel do abortamento € o Neospora caninum (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2005).

Nos casos em que o exame do feto ndo € realizado, as lesdes
histopatoldgicas no feto estdo ausentes ou sdo poucas, porém, existem evidéncias
da infecgao por sorologia materna/fetal ou por PCR positiva, € importante examinar
o problema do aborto dentro do grupo de animais com risco de abortamento
(THURMOND & HIETALA, 1999).

A encefalomielite é a principal lesdo observada nos bezerros nascidos vivos,
mas clinicamente afetados (ANDERSON et al., 2000).

As técnicas laboratoriais de diagnostico da neosporose bovina séo
fundamentais para a confirmacado da doenca e também para se realizar o controle
sanitario, direcionar e adequar as medidas de prevengao para o rebanho (PFALLER,

2001; JENKINS et al., 2002).



37

Esta revisdo aborda os métodos de diagndstico da doenga, soroldgicos,
histopatoldgico, imunoistoquimico e a técnica da reagdo em cadeia da polimerase

(PCR).

2.2 DIAGNOSTICO DA NEOSPOROSE BOVINA

No diagndéstico da neosporose é importante demonstrar o Neospora caninum
nas lesdes e excluir outras causas de abortamento (WOUDA et al., 1997). Se os
exames do soro materno, liquidos ou tecidos fetais resultarem positivos para
Neospora caninum, por sorologia ou PCR, o abortamento pode ser associado a
neosporose. Se as lesdes no cérebro e coragcdo forem muito severas, com a
deteccdo dos taquizoitas do parasita, a causa provavel do abortamento é o
Neospora caninum (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2005).

Nos casos em que o exame do feto ndo € realizado, as lesdes
histopatoldgicas no feto estdo ausentes ou sdo poucas, porém, existem evidéncias
da infecgao por sorologia materna/fetal ou por PCR positiva, € importante examinar
o problema do aborto dentro do grupo de animais com risco de abortamento
(THURMOND & HIETALA, 1995).

Os sinais clinicos devem ser considerados na suspeita clinica de neosporose,
porém, os exames laboratoriais sdo necessarios para a confirmacéo do diagndstico.
O quadro clinico sugestivo de neosporose é a presenca de sinais neurolégicos e de
polimiosite em bovinos jovens. Em bovinos adultos, a ocorréncia de abortos e o
nascimento de bezerros natimortos sdo sinais sugestivos de infecgdo por N.

caninum (ANDERSON et al., 2000).
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As lesdes causadas por N. caninum no cérebro e coracido dos fetos podem
ser severas o suficiente para matar o feto. A soroprevaléncia de Neospora caninum
pode ser de até 100% em alguns rebanhos leiteiros e a transmissdo do parasita da
mae para o feto € muito eficiente. Isto dificulta o diagndstico da neosporose como
causa do aborto, porque uma infecgao pelo parasita pode ser observada no feto ou
sua mae mesmo quando o protozoario nao causou o aborto (ANDERSON et al.,
2000).

Os métodos indiretos ou sorologicos e os diretos ou parasitoloégicos sao
utilizados para o diagndstico da neosporose bovina. O sorodiagnéstico € mais
indicado para avaliar a exposicao e o risco de infec¢cao pelo Neospora caninum em
um rebanho, do que para o diagnostico de abortamento. Os métodos sorolégicos
sédo o teste imunoenzimatico — ELISA (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay”) e a
reagao da imunofluorescéncia indireta (RIFI). Os métodos diretos sdo os exames
histopatoldgico, imunohistoquimico e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A
técnica de isolamento do parasita, in vivo ou in vitro, ndo é considerada um método
de diagnéstico de rotina, mas sera abordada nesta reviséo.

O diagnostico de abortamento associado a Neospora caninum é feito
geralmente pelos exames histopatolégico e imunohistoquimico dos tecidos fetais. A
utiizacdo de diferentes técnicas diagnosticas, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), aumenta a chance de detectar a infeccdo por Neospora caninum

(PEREIRA-BUENO et al., 2003).



39

2.2.1 Métodos de diagnéstico sorolégicos

Os métodos soroldgicos disponiveis no mercado, para detectar anticorpos
anti-Neospora caninum, utilizam como antigenos os taquizoitas (ANDERSON et al.,
2000). Os testes com antigenos de bradizoitas ou esporozoitas nao estao
disponiveis (DUBEY & SCHARES, 2006). A sorologia é utilizada como método
diagnadstico nos estudos epidemiolégicos de abortamentos por Neospora caninum e
para fornecer informacgbes sobre o estagio de infecgdo. Em bezerros ou bovinos
adultos, os anticorpos especificos IgM e IgG aparecem no sangue poucos dias apos
infeccao primaria. O pico maximo dos niveis de IgM ocorre duas semanas apos a
infeccdo e os niveis de IgG aumentam durante a primeira semana até trés a seis
meses apos a infecgao experimental primaria (WILLIAMS et al., 2000).

Todos os testes sorolégicos, no entanto, devem ser interpretados com
precaucao, porque o sistema imune nao é estatico e os niveis de anticorpos flutuam,
principalmente para os parasitas que formam cistos teciduais e podem recrudescer
com uma imunossupressao (WALDNER et al., 1998). Nos bovinos os niveis de
anticorpos anti Neospora caninum flutuam durante o periodo de gestacdo e em
alguns casos podem diminuir abaixo do limite de detecgao (CONRAD et al., 1993).

Apods a vacinagido dos bovinos com a vacina inativada de Neospora caninum,
a interpretagao dos resultados sorolégicos torna-se dificil. Os animais vacinados
produzem resposta por anticorpos similar aos bovinos com infeccao natural
(MOORE et al., 2005).

Varios testes estdo disponiveis para detectar anticorpos contra Neospora
caninum. No entanto, um problema com os testes soroldgicos para Neospora

caninum é que a maioria dos laboratérios de pesquisa e de diagndstico desenvolve
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seu proprio método e determinam os pontos de corte a serem utilizados para
interpretagao dos resultados. A comparagéao entre titulos ou valores de absorbancia
obtidos entre os diferentes laboratorios ndo € possivel (BJORKMAN & UGGLA,
1999).

O diagnostico de abortamento por Neospora caninum nao deve ser baseado
somente no método soroldgico (SAGER et al., 2001; PEREIRA-BUENO et al., 2003).
O resultado soroldgico positivo em um bovino com histérico de abortamento indica
somente que ocorreu exposicdo do animal ao parasita, sendo necessario
demonstrar o protozoario no feto e, se possivel, incluir as lesdes histopatolégicas

para confirmar o diagnostico (PEREIRA-BUENO et al., 2003).

2.2.1.1 Teste Imunoenzimatico — ELISA

Nos testes imunoenzimaticos (ELISA) os antigenos utilizados sao taquizoitas
inteiros ou lisados, extratos de taquizoitas soluveis em detergente ou em meio
aquoso, antigeno natural ou recombinante. O teste de ELISA com antigeno
recombinante ainda n&o estad disponivel no mercado, entretanto, podera ser
importante ferramenta de diagnostico no futuro. Os antigenos recombinantes
poderao ser produzidos em maior quantidade, com maior facilidade e de modo mais
padronizado, para a producao dos testes soroldgicos (ZINTL et al., 2006).

A maioria dos testes de ELISA para detectar anticorpos especificos de
Neospora caninum utiliza como antigenos os taquizoitas lisados. Os valores de
especificidade e sensibilidade variam de acordo com o kit comercial utilizado, devido
ao tipo de antigeno, a sua concentragdo, diluicdo do soro e do conjugado, e

especificidade do conjugado para um isotipo em particular, causando as diferengas
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dos pontos de cortes dos diversos ELISA do mercado (BJORKMAN & UGGLA, 1999;
DUBEY & SCHARES, 2006).

No Brasil, os testes de ELISA utilizados nos laboratérios de diagndstico tém
como problemas o custo elevado, a padronizagdo dos pontos de corte, de sua
metodologia de producdo e a falta no mercado interno devido a maioria ser
importado dos paises europeus. Essas dificuldades impedem a realizacdo desse
método de diagndstico de forma mais ampla; e ainda necessitam ser certificado pelo

Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.

2.2.1.2 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A RIFI foi o primeiro teste sorolégico utilizado para deteccédo de anticorpos
anti-Neospora caninum. E baseado no principio da fixagdo de taquizoitas do
protozodrio em laminas de microscopia (BJORKMAN & UGGLA, 1999). Como os
taquizoitas utilizados para antigeno na RIFI apresentam-se intactos, o teste detecta
principalmente anticorpos direcionados para antigenos presentes na superficie
celular do parasita (ANDRIANARIVO et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos em diversos hospedeiros tém demonstrado que a
RIFI, para Neospora caninum, apresenta uma baixa incidéncia de reag&o cruzada
com outros parasitas (TREES et al., 1999).

O maior problema em relagao a RIFI é a falta de padronizagcédo dos pontos de
corte para as amostras testadas, assim como entre os laboratorios de diagndstico.
Os pontos de corte mais utilizados sao: 1: 25, 1: 200 a 1: 640 em bovinos adultos;
para os fetos bovinos e recém-nascidos (amostras pré-colostrais), os valores de 1:

80 sao indicativos de infecgao; para novilhas que receberam o colostro, o ponto de
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corte é de 1: 5.120, dificultando a comparacgéao direta dos resultados (BARR et al.,
1995; NOORDEHUIZEN et al., 1997). A presenga de anticorpos em amostras
séricas pré-colostrais de bezerros, sem sinais clinicos, indica a infecgdo congénita
(LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001).

A técnica é muito utilizada nos laboratérios para o diagndstico de neosporose,
porém, o titulo de anticorpos (ponto de corte) depende da qualidade do microscépio
de imunofluorescéncia do laboratério. Conseqlientemente, cada laboratério deveria

estabelecer o seu proprio ponto de corte para o teste (DUBEY & SCHARES, 2006).

2.2.2 Diagnéstico parasitoldgico

2.2.2.1 Exame Histopatolégico

O método histopatolégico é importante no diagndstico da neosporose, com a
deteccdo de lesbes tipicas nos tecidos. As lesdes podem ser encontradas em varios
orgaos, sendo mais comuns no cérebro, coracéo e figado (WOUDA et al., 1997,
CORBELLINI et al., 2002).

Nos fetos bovinos as lesdes mais caracteristicas de neosporose sédo a
encefalite multifocal e miocardite ndo supurativa (WOUDA et al., 1997). Nos
cérebros dos fetos os focos de necrose com taquizoitas também podem ser
observados (CORBELLINI et al., 2002). A lesado caracteristica de neosporose no
sistema nervoso central é o foco de infiltracdo de células mononucleares ao redor de
uma area central de necrose. As lesdes no miocardio consistem de infiltragdo focal
de células mononucleares com necrose minima (WOUDA et al., 1997). A hepatite foi
observada principalmente nos fetos de abortamentos epidémicos, do que nos

abortamentos endémicos (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2005). As lesdes
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também estdo presentes na placenta, porém o parasita é dificil de ser encontrado
(BARR et al., 1991).

Nos cortes histolégicos dos 6rgaos de eleigdo, como cérebro, coragao, figado
e placenta (casos de abortamentos em bovinos), as lesées inflamatérias nao
supurativas que sugerem a infeccdo por Neospora sdo observadas pela técnica de
coloragao de hematoxilina e eosina (HE), sendo confirmadas por outras técnicas,
como a imunoistoquimica (CORBELLINI et al., 2000). O numero de taquizoitas de
Neospora caninum observados nos tecidos de bovinos é pequeno (WOUDA et al.,
1997).

A encefalomielite é a principal lesdo observada nos bezerros nascidos vivos,
mas clinicamente afetados (ANDERSON et al., 2000).

O exame histopatoldogico ndo é uma técnica definitiva para o diagndstico da
neosporose, mas € muito importante para detectar as lesdes sugestivas da infecgao

pelo parasita (CANADA et al., 2002).

2.2.2.2 Imunoistoquimica

O método imunoistoquimico identifica cistos e taquizoitas de Neospora
caninum em tecidos fetais e fetos mumificados, porém, a autélise diminui a eficiéncia
do diagnostico. A técnica apresenta maior confiabilidade para demonstrar e
confirmar o Neospora caninum nas lesdes, do que o exame histopatoldgico, que é
sugestivo da infeccao (BOGER & HATTEL, 2003). No método imunoistoquimico sao
utilizados os anticorpos monoclonais e os policlonais, especificos para Neospora
caninum (COLE et al., 1994). A reagdo cruzada dos anticorpos anti Neospora
caninum com 0s outros protozoarios, como Toxoplasma gondii e Sarcocystis spp.,

nao é considerada problema porque esses parasitas raramente causam abortos em
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bovinos (CANADA et al, 2002). No entanto, uma recente comparagao de protocolos
de imunoistoquimica interlaboratorial revelou reacdes falso-positivas para Neospora
caninum em cortes de tecidos de um animal infectado por Toxoplasma gondii (VAN
MAANEN et al., 2004).

Os taquizoitas de Neospora caninum, pela técnica da imunoistoquimica,
foram identificados em 85% dos cérebros, 14% dos coragdes e 26% dos figados de
80 fetos com neosporose confirmada sorologicamente (WOUDA et al., 1997). Em
fetos de abortamentos bovinos a técnica de imunoistoquimica € bem sucedida
devido as lesdes nos érgaos como cérebro, coracado e figado (MORALES et al,,

2001).

2.2.2.3 Isolamento de Neospora caninum

As tentativas de isolamento do parasita, na maioria das vezes, ndo tém
sucesso porque a maioria dos parasitas morre no feto quando ocorre a infecgao e o
abortamento (CONRAD et al., 1993).

O tempo de isolamento de Neospora caninum in vitro é de até 60 dias. O
método do isolamento € demorado e dificil para ser utilizado na rotina de diagndstico
da doenca. Entretanto, € importante e necessario para o estudo e caracterizacdo do
parasita (SAWADA et al., 2000).

No isolamento de Neospora caninum os tecidos infectados séo inoculados em
cultivo celular (isolamento in vitro) ou em camundongos e gerbis (isolamento in vivo).

O protozoario foi isolado de sete fetos bovinos, trés bezerros natimortos, nove
bezerros com idades entre 1 a 14 dias, um bezerro de 45 dias, uma bezerra cega de

trés meses, um bezerro assintomatico de oito meses e de duas vacas adultas
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assintomaticas. O parasita foi isolado na Australia, no Brasil, na Coréia, na Espanha,
nos Estados Unidos, na Inglaterra, na Italia, no Japdo, na Malasia, na Nova
Zelandia, em Portugal e na Suécia (CONRAD et al., 1993; BARR et al.,, 1994,
SAWADA et al., em 2000; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; DUBEY & SCHARES,
2006).

Varias linhagens celulares de mamiferos sao utilizadas para o cultivo de
Neospora caninum in vitro. A célula Vero € a mais utilizada, porém, ndo ha
preferéncia do parasita por determinada linhagem celular (LEI et al., 2005). O
cérebro e a medula espinhal de bovinos, dos fetos e bezerros, sdo as principais
amostras utilizadas para o isolamento de Neospora caninum em cultivo celular. Nao
existe um método padrdo para o isolamento do parasita in vitro. As amostras de
tecidos sdo homogeneizadas em solugdo salina para preparar uma suspensao.
Nessa suspensdo € adicionada a tripsina 0,5%, sendo incubada a 37°C por 30-60
minutos. Apos centrifugacdes e lavagens, o sedimento € inoculado com o meio de
cultivo em frascos contendo a monocamada de células estabelecida (CONRAD et al.
1993).

Os frascos sdo examinados diariamente em microscépio invertido para
monitorar o isolamento. A monocamada de células deve ser observada quanto a sua
integridade, a presenga e multiplicagdo dos parasitas e os efeitos citopaticos. Nos
cultivos celulares sao isolados os taquizoitas, que se multiplicam destruindo a
monocamada. As cepas de Neospora caninum isoladas de bovinos apresentam
crescimento lento, durante e apds o estabelecimento dos cultivos (LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2003).

O isolamento de Neospora caninum em camundongos imunodeprimidos é

mais eficiente do que o cultivo celular para obter parasitas viaveis. Os camundongos
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BALB/c sao melhores do que os Swiss-Webster, principalmente quando o material
ndo pode ser cultivado em células, devido a contaminacéo bacteriana (SAWADA et
al., 2000). Na imunossupressdo dos camundongos podem ser utilizados o acetato
de metilprednisolona ou o acetato de cortisona, via injetavel. A via oral é utilizada
adicionando-se dexametasona na agua (1 ug/ml) no dia da inoculagdo com
homogeneizado de tecido até o camundongo adoecer. Os camundongos morrem 2 a
4 semanas depois da inoculagao e os parasitas sdo encontrados no figado, pulmao
e coracdo. Cinco semanas apds a inoculagao os parasitas podem ser encontrados
no cérebro (VIANNA et al., 2005).

Os gerbis (Meriones unguiculatus) também sado susceptiveis a infecgdo por
Neospora caninum, mas os parasitas podem desaparecer espontaneamente dos

animais inoculados (GONDIM et al., 2001; DUBEY & LINDSAY, 2000).

2.2.2.4 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é utilizada para o diagndstico da infecgdo por Neospora caninum. A
maior parte dos protocolos de PCR sao utilizados para detectar o DNA de Neospora
caninum em amostras de tecidos de fetos ou de outros hospedeiros intermediarios
(PITEL et al., 2001; SAGER et al., 2001).

Na técnica da PCR séo realizadas: a extragdo do DNA das amostras, seguida
da amplificagdo com iniciadores especificos para Neospora caninum em
termociclador, e os produtos desta PCR s&o analisados por eletroforese em gel de
agarose, identificando-se as bandas conforme o numero de pares de bases para os

fragmentos de DNA. Recentemente foram desenvolvidos protocolos que além de
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detectarem o parasita, quantificam o DNA nas amostras (DUBEY & SCHARES,
2006).

Também estdo sendo utilizadas outras amostras na PCR para a pesquisa do
DNA de Neospora caninum, como liquido amniético (HO et al., 1997), liquido
cérebro-espinhal (SCHATZBERG et al., 2003) e fezes de cades ou coiotes
contaminadas com oocistos (BASSO et al., 2001; GONDIM et al., 2004).

O DNA de Neospora caninum foi detectado em amostras de sangue de
bovinos cronicamente infectados, em sémen de touro (FERRE et al., 2005) e no leite
(MOSKWA et al., 2003). As amostras para diagnostico da neosporose por PCR séo
feto, liquido amnidtico, placenta, leite, amostras de fezes e do ambiente, como a
agua (DUBEY & SCHARES, 2006).

Os genes alvos mais utilizados na técnica da PCR s&o as sequéncias de
rDNA (18S rDNA, 28S rDNA, ITS1) e o gene pNc5. Os iniciadores para as
sequiéncias do gene pNc5 sao o Np6 e Np21 (YAMAGE et al., 1996).

A técnica da PCR é importante para o diagnéstico da infecgdo por Neospora
caninum e apresenta maior sensibilidade em fetos do que a imunoistoquimica
(BASZLER et al., 1999).

A sensibilidade e a especificidade de uma PCR s&o influenciadas nao
somente pela selecdo do DNA alvo e pelos pares de iniciadores, mas também pelos
protocolos, pela coleta e conservagao da amostra, extracao e purificagcdo da amostra
de DNA, pelos reagentes apropriados, pelo programa no termociclador e analises

dos fragmentos amplificados (DUBEY & SCHARES, 2006).
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2.3 CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de diagndstico sorolégico para a neosporose bovina ainda nao
sdo padronizadas, dificultando as interpretacbes dos dados ou comparagdes. Os
pontos de corte sao diferentes entre os laboratérios de diagndstico e de pesquisa,
tanto para RIFI quanto para ELISA.

Nos métodos parasitologicos, deve-se ressaltar que apesar da grande
prevaléncia da neosporose bovina, nos varios continentes, ainda sdo relativamente
poucos os casos de isolamento in vitro ou in vivo do parasita, com sucesso. O
exame histopatolégico ndo € uma técnica conclusiva, devido as lesdes sugestivas de
determinado agente patoldgico, mas € importante para identificar as lesdes tipicas
do parasita nos tecidos.

As perspectivas para o método da PCR referem-se as pesquisas para
identificar a concentragao e a localizagao dos parasitas nos diferentes segmentos do
SNC (medula espinhal, cerebelo, cértex). No caso da Raiva sao conhecidos os
locais para coleta de amostras com maior sensibilidade no diagnéstico por IFD
(Tabela 6), sendo necessario este conhecimento também para a neosporose, com a
finalidade de se obter um diagndstico mais preciso e com sucesso, porque o cérebro
€ 0 orgao de maior indice de deteccdo do DNA de Neospora caninum (DUBEY &
SCHARES, 2006).

Na Uniao Européia (UE) estda em andamento a proposta de padronizagédo das
técnicas de diagnodstico para Neospora caninum, denominada de “Acao COST-854",
sob o titulo de "Protozoal Reproduction Losses in Farm Ruminants" (PEREIRA-
BUENO et al., 2003). A proposta tem como objetivos a normatizagéo das técnicas de
diagnostico e o desenvolvimento de novas metodologias para os casos de

abortamento por protozoarios nos ruminantes domésticos. Entre as atividades
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propostas estdo a realizacdo de estudos comparativos entre as técnicas de
diagnéstico realizadas nos laboratérios da UE, e a elaboragdo de um manual de
referéncia, "Guidelines for the Diagnosis of protozoal Abortifacients in Farm
Ruminants", com as técnicas e os critérios para o diagndstico dos abortamentos por
Neospora caninum e por outros protozoarios como Toxoplasma gondii, Sarcocystis
spp. e Trichomonnas foetus.

Existem perspectivas de estudos e aprimoramento nos exames de
diagndstico da neosporose, como: 1) validacdo e padronizagdo das provas
sorolégicas utilizadas rotineiramente (RIFI e ELISA) entre os diferentes laboratérios;
2) descrigdo dos antigenos especificos de N. caninum e 3) desenvolvimento de
provas de ELISA que permitam diferenciar infecgdes recentes de cronicas.

A inclusdo da técnica da PCR, como diagndstico de rotina da neosporose
bovina, nos casos com exame histopatoldgico sugestivo, também deve ser
considerada pelos laboratorios, para maior confiabilidade nos resultados.

Nos demais paises, incluindo o Brasil, que também apresentam problemas de
abortamento por protozoarios nos seus rebanhos, também deveriam realizar um

estudo para padronizar e desenvolver as técnicas de diagnéstico da neosporose.
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3. PREVALENCIA DA RAIVA EM BOVINOS NO ESTADO DO PARANA ENTRE

2004 E 2006

RESUMO

A raiva € uma doenca infecto-contagiosa, causada por um virus RNA, da
familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. A doenga € caracterizada por
sintomatologia nervosa e quase 100% dos casos sao fatais. No Brasil o morcego
hematofago, quase que exclusivamente a espécie Desmodus rotundus, é o principal
disseminador da doenca nas areas rurais. O objetivo deste artigo foi realizar um
estudo retrospectivo das amostras de bovinos enviados para diagndstico de raiva,
ao Centro de Diagnéstico ‘Marcos Enrietti’ (CDME), da Secretaria de Estado da
Agricultura e do Abastecimento do Parana (SEAB/PR), no periodo entre 2004-2006.
Foram analisadas, no total, 760 amostras de bovinos, sendo: 228 amostras em
2004; 185 amostras em 2005; e 347 amostras em 2006.

As técnicas utilizadas foram a Imunofluorescéncia direta (IFD) e a Prova
Bioldgica (inoculagao intracerebral em camundongos - PB) para este diagnéstico.

Em 2004, foram positivos para raiva 66/228 (28,8%) bovinos; em 2005, houve
uma diminuicdo do numero de amostras desta espécie; porém, a prevaléncia
aumentou; sendo que, 0 numero e porcentagem de animais positivos foram de
55/185, e 29,1% respectivamente. E em 2006, houve um aumento no numero de
amostras bovinas enviadas e na prevaléncia da raiva em relagcdo aos anos
anteriores. O numero e porcentagem de animais positivos para raiva em bovinos
foram, respectivamente, de 165/347 € 47,5%.

Analisando o total dos animais no periodo estudado, observou-se que dos

760 bovinos, 286 (37,6%) foram positivos; e que, portanto, 474 amostras foram
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negativas ficando em sua grande maioria sem diagndstico conclusivo definitivo.
Todos os materiais suspeitos de raiva e coletados pelos Médicos Veterinarios das
Unidades Veterinarias da SEAB/PR, sdo enviados para o Centro de Diagndstico
Marcos Enrietti, onde sado realizadas as provas de IFD e PB para confirmar a
presenca desta doenga na regido e consequente circulagdo do virus, o que contribui
para tomada de decisdes sobre a prevencao e controle desta enfermidade.

Palavras chaves: raiva, bovino, Parana.

Key words: rabies, bovine, Parana State.
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3.1 INTRODUGAO

A raiva € uma doencga causada por um RNA virus da familia Rhabdoviridae e
do género Lyssavirus (MURPHY et al.,1999). E uma enfermidade de notificagéo
obrigatdria, invariavelmente fatal, que se manifesta com sinais nervosos afetando
principalmente o sistema nervoso central (SNC) da maioria dos mamiferos
domeésticos e silvestres, inclusive os seres humanos (BARROS et al.,2006).

Na América Latina e no Brasil, podemos citar o Desmodus rotundus como o
principal disseminador da doenga (LIMA, 2001). Isso ndo descarta a possibilidade de
que morcegos frutiferos, como exemplo o Artibeus lituratus e morcegos insetivoros
como o Nyctinomops laticaudatus serem responsaveis pela transmissdo da raiva
(DEUS et al, 2003).

A transmissdo da doenca se da pela penetracao do virus presente na saliva
do animal raivoso, pela mordedura, arranhadura e lambedura de mucosas e/ou
peles com solu¢cdo de continuidade. A raiva pode apresentar trés ciclos: o urbano,
onde o principal disseminador € o cado seguido do gato. O rural, onde os animais
alvos sao os herbivoros (bovideos, eqlideos, ovinos e caprinos) no qual o principal
disseminador € o morcego. E o ciclo silvestre representado pelos carnivoros como a
raposa, guaxinins além de primatas ndo humanos (saguis) e morcegos (DEUS et al,
2003).

A doenca tem duas formas distintas de se manifestar. Uma em que os
animais apresentam-se agressivos podendo até atacar outros animais que seria a
raiva furiosa no sentido denotativo da palavra que ocorre principalmente no ciclo
urbano, mas pode ocorrer em herbivoros cuja forma da doenga que se manifesta é a
paralitica a mais predominante em bovinos no Brasil, 0 animal apresenta sinais de

depressédo, prostragéo, incoordenagao seguida de paralisia dos membros pélvicos,
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auséncia do reflexo anal, paralisia da cauda, tremores da cabeca, diminuicdo da
visao, opistétono, bruxismo, salivacao, fezes ressequidas ou escassas, retencéo ou
incontinéncia urinaria, mugidos e roncos (BARROS et al., 2006).

O exame laboratorial de imunofluorescéncia direta (IFD) € o mais usado na
rotina, por ser rapido e proporcionar resultados confiaveis em 90 a 99% dos casos
segundo a Officer Internacional Des Epizooties (OIE, 2007).

Os materiais suspeitos de raiva foram coletados pelos Médicos Veterinarios
das unidades veterinarias da SEAB no Parana, e enviados para o Centro de

Diagndstico Marcos Enrietti.

3.2 MATERIAL E METODOS

No periodo entre 2004 e 2006, o setor de Virologia do Centro de Diagndsticos
‘Marcos Enrietti’ — CDME recebeu 760 amostras de bovinos do Estado do Parana
para exame laboratorial de Raiva. As amostras de tecido encefalico (cerebelo,
medula oblonga e cértex cerebral) foram submetidas as técnicas de diagndstico de
Imunofluorescéncia direta (IFD), descrita por DEAN et al.,1996; com conjugado
produzido pelo LANAGRO/MAPA/MG com isotiocianato de fluoresceina, e
inoculacéao intracerebral ou prova bioldgica (PB) segundo a técnica de Koprowski.

Sendo que para a IFD utilizou-se o virus fixo ‘Challenge Virus Standard’
(CVS), amostra CVS-31/2, adaptada a cérebros de camundongos, apresentando
titulo de 10° DLICsy/0,03mL para a obtencdo da suspensdo de virus, para a
absorcédo do conjugado anti-rabico; e cérebros de camundongos de 21 dias para a
suspensdo contendo conjugado anti-rabico livre; todas as IFD de amostra sempre
foram acompanhadas de Iamina de VR (Virus referéncia) como controle positivo. As

ldminas sao preparadas com glicerina tamponada pH 8,5, e laminulas e em seguida
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a leitura realizada em microscépio de imunofluorescéncia marca Olympus
(CBA/Japan) com oculares de 10x e objetivas de 40x, sob fonte de excitagdo por
lAmpada de UV, com filtro verde e comprimento de onda aproximadamente entre
300 e 400nm.

Para a PB foi preparado um macerado em graal e areia estéril com pistilo de
porcelana de todos os materiais enviados (amostras coletadas) com os fragmentos
encefalicos utilizados para a impressao, das laminas de IFD, acrescidos de uma
solugdo para inoculos, constituida de solugdo buffer fosfatada (PBS) a 0,85%,
acrescida de 2% de soro equino isento de anticorpos anti-rabicos, pencilina G
potassica 100.000 UI/L, estreptomicina 200 pg/mL e anfotericina B 1,25 pg/mL
obtendo-se uma suspensao que fora mantida sob refrigeragdo por uma hora e
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos; em seguida foi realizada a inoculagao
intracerebral em camundongos de 0,03 mL do sobrenadante desta suspensdo, os
camundongos utilizados eram de 21 dias de idade, e peso entre 12 e 14 g, obtidos
do biotério do TECPAR (Instituto Tecnolégico do Parana). Foram utilizados grupos
de oito camundongos (individuos) para cada amostra recebida. Apds a inoculagao,
os animais foram observados diariamente durante 30 dias; sendo que para os casos
positivos os 6bitos ocorreram entre o 5° e 15° dias apds a inoculagédo (em média) e a
partir do 5° dia apds a inoculagao qualquer 6bito dos camundongos foi submetido a

prova de IFD, para confirmacéo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir referem aos obtidos nas duas técnicas

de diagndstico mencionadas no periodo entre 2004 e 2006. Sendo que em 2004,
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foram positivos para raiva 66 de 228 amostras processadas de bovinos (28,8%). Em
2005, houve uma diminuicdo do numero de amostras enviadas, porém a prevaléncia
aumentou para estes; obtendo-se 55 amostras positivas em 189 processadas. Em
2006, houve um aumento no numero de amostras enviadas e na prevaléncia da
raiva em relacdo aos anos anteriores; obtendo-se 165 amostras positivas em 347
amostras processadas (grafico 1).

Analisando-se o total de amostras processadas no periodo estudado,
observou-se que 286 foram positivas entre as 760 processadas, dando um
percentual de 37,6% de positividade, e apresentamos a sua distribuicdo geografica
nas figuras 2 e 3.

Neste periodo obtivemos um numero significativo de amostras negativas para
raiva que em numero absoluto é de 474 em 760 amostras processadas, 0 que em
percentagem se traduz num indice de 62,4%; levando ao questionamento inicial
desta pesquisa.

E pela observacdo dos numeros apresentados neste capitulo conclui-se que
um grande percentual (62,4%) das amostras que chegam para o diagndstico de
Raiva apresenta resultado negativo e devem ser pesquisadas quanto a outras
doencas para um diagnéstico diferencial.

Portanto, muitas das amostras que neste periodo obtiveram resultado
negativo para o diagnostico de Raiva foram processadas para neosporose através

da técnica de PCR que é o estudo desta dissertacao.
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Grafico 1 — Representa a distribuicdo de amostras processadas (amarelas) e

positivas (vermelhas) para diagnéstico de Raiva no periodo entre 2004 e 2006 para

a espécie bovina que foram enviadas para o CDME.
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Figuras 2 e 3 — Mapas do Estado do Parana que apresentam os municipios que

tras positivas
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4. INVESTIGAGAO DE NEOSPOROSE EM ENCEFALOS DE BOVINOS, PELA
TECNICA DE REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR), COM QUADRO DE
ENCEFALOPATIA E DIAGNOSTICO NEGATIVO PARA RAIVA, NO ESTADO DO

PARANA, BRASIL.

RESUMO

Neospora caninum € um protozoario parasita que causa aborto e mortalidade
neonatal, principalmente em bovinos, e doengas neuromusculares em céaes. Este
estudo objetivou determinar a presengca do DNA do parasita em encéfalos de
bovinos com sinais neuroldgicos. Foram avaliadas 253 amostras de encéfalos,
sendo 161 de animais adultos e 92 de bezerros, procedentes de todas as regides do
Parana e com diagndstico negativo para raiva, pelas técnicas de imunofluorescéncia
direta e prova biolégica. As amostras coletadas continham fragmentos de medula
oblonga, cerebelo e cortex (principalmente da regido posterior do cérebro). Para o
diagnéstico da neosporose, os encéfalos foram submetidos a técnica da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se os iniciadores Np6 e Np21. Foram
detectadas 28 amostras positivas, representando uma prevaléncia de 11,07%.
Neospora caninum foi detectado nos bovinos de corte e de leite, de todas as faixas
etarias, e procedentes de todas as regides do Parana. Os resultados indicaram a
presenca do parasita nos bovinos adultos com sinais neurolégicos, sugerindo que o
diagnostico da neosporose deva ser incluido nos casos de doengas neuroldgicas.

Palavra-chave: Neospora caninum, bovinos com sinais neurolégicos, PCR.
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ABSTRACT

Neospora caninum is a parasite protozoa that causes abortion and neonatal
mortality, especially in cattle, and neuromuscular disease in dogs. The aim of this
study was to determine the presence of the parasite’s DNA in the encephalon of
bovines with neurological signs. A total of 253 encephalon samples, 161 from adult
animals and 92 from calf were evaluated. The samples, from all regions of Parana
state, were negative for rabies with both the direct fluorescent antibody test and
biological technique. The analyzed samples contained parts of the medulla
oblongata, cerebellum and cortex (mainly from the posterior region of the brain). The
samples were analyzes with the Polymerase Chain Reaction (PCR) using the primers
Np6 and Np21 to diagnose neosporosis. A prevalence of 11,07% (28 samples) was
found and Neospora caninum was identified in dairy and beef cattle, adults and
calves, from all regions of Parana state. The results showed the presence of the
parasite in adult cattle with neurological signs indicating the importance of including
neosporosis in the differential diagnosis in cases of neurological diseases.

Key-words: Neospora caninum, bovine with neurological signs, PCR.
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4.1 INTRODUGCAO

Em bovinos, a importancia da neosporose até entdo esta relacionada com a
causa de abortamento, infertilidade, nascimento de bezerros natimortos ou doentes.

A infeccao fetal por Neospora caninum pode causar anormalidades no
sistema nervoso central, caracterizando a neosporose clinica. A doenca afeta
principalmente o sistema nervoso central, e os sinais neuroldgicos nestes animais
podem ser ataxia, diminuicdo dos reflexos patelares, paralisia, opistétono e
incoordenagao, exoftalmia ou aparéncia assimétrica dos olhos, cegueira,
deformacdes associadas com lesdes das células nervosas embrionarias. Os animais
que nascem sem sinais clinicos sao portadores do parasita e reservatorios
potenciais no rebanho (LINDSAY & DUBEY, 1990).

Este parasita encista-se em tecido nervoso (cérebro, medula espinhal,
cerebelo e nervos) na retina e no musculo 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 (LINDSAY &

Dubey, 1990).

4.2 MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos desta pesquisa foram desenvolvidas as seguintes
etapas:
A. Obtengdo e armazenamento de amostras de cérebro bovino;

B. Cultivo celular
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C. Cultivo de Neospora caninum para utilizagdo como controle positivo na técnica de
PCR;

D. Realizagdo da técnica da PCR, com as seguintes fases: extracdo do DNA,
amplificacao, eletroforese, captacdo de imagem dos géis processados;

E. Andlise e avaliacado dos dados obtidos.

A infraestrutura utilizada para a realizagcdo do projeto compreendeu os
laboratérios de Cultivo Celular e de Biologia Molecular do Centro de Diagndsticos
“Marcos Enrietti”, da Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento
(CDME/SEAB); e laboratorio de Patologia Clinica do Departamento de Medicina

Veterinaria da Universidade Federal do Parana (UFPR).

4.2.1 ANIMAIS E AMOSTRAS

As amostras de encéfalo bovino (fragmentos de medula oblonga, cerebelo e
coértex) foram procedentes de propriedades rurais encaminhadas para diagndstico de
raiva pela equipe de médicos veterinarios das unidades veterinarias da SEAB/PR,
eram de animais com idade entre dois meses até adultos, que apresentaram sinais
neurologicos e foram a o6bito espontaneamente (ndo eutanasiados), num periodo
retrospectivo compreendendo o final do segundo semestre de 2003 e o primeiro
semestre de 2006; somando um total de 253 amostras processadas.

Por se tratar de quadro neuroldgico suspeito de Raiva os animais nao foram
eutanasiados, em virtude da recomendagdo que existe, através de Instrugcio
normativa do Ministério da Agricultura, para que nestes casos se aguarde o 6bito

espontaneo, devido a Raiva ser uma zoonose de grande importancia e fatal; e que
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em caso de eutanasia pode levar a um resultado falso negativo na
Imunofluorescéncia direta.

Ao obter resultado negativo para aquele diagnéstico, nas duas técnicas
padrées Imunofluorescéncia direta - IFD e Prova biolégica - PB, as amostras foram
armazenadas em congelador com temperatura de 80 graus negativos, para serem
processadas pela técnica da PCR para deteccdo do DNA de Neospora caninum
posteriormente.

As amostras foram descongeladas em geladeira, maceradas, depois pesadas
e reservadas em tubos plasticos com capacidade para 2 mL em temperatura 80°C

negativos até o momento de serem processadas.

4.2.2 CULTIVO CELULAR

O Cultivo de células foi realizado com linhagem de células pré-estabelecidas,
denominadas Vero (células de rim de macaco verde africano) e com identificagao
CCL-81, no catalogo da “American Type Culture Collection — ATCC”, o qual foi
utilizado para manter as cepas dos protozoarios Neospora caninum (cepa NC-1).

Protocolo 1

A. Cultivar as células em garrafas de cultivo celular com Meio Essencial de
Eagle (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10% de caldo triptose
fosfato (TPB), 100 Ul/mL de penicilina G potassica, 100 ug/mL de sulfato de
estreptomicina e 1,25 pg/mL anfotericina B.

B. O MEM foi utilizado com o pH entre 7,4 e 7,6; para o cultivo celular, sendo
ajustado com bicarbonato de sédio a 7,5%. Apds o preparo, uma amostra do MEM

era inoculada no meio de enriquecimento para crescimento bacteriano, o caldo de
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cérebro-coracado — BHI, por 72 horas, a 37°C, para detectar possiveis contaminacoes
bacterianas.

C. As garrafas de cultivo celular devem ser mantidas em estufa com 5% de
CO,, em temperatura de 37°C e umidade.

D. Observar as garrafas em microscopio 6tico invertido para avaliagdao do
crescimento celular, bem como a adeséao das células e formagao de monocamada, e
para avaliacbes das etapas do cultivo e subcultivos.

E. Realizar subcultivos através da transferéncia de células de uma garrafa de
cultivo para outro(s).

F. Com a utilizagdo de tripsina até as células se isolarem, e serem
transferidas para novas garrafas de cultivo identificar o tipo de célula, numero de
sequéncia de passagens (relativos ao numero subcultivos).

G. Os subcultivos devem ser realizados de duas a trés vezes por semana, em
cabine de fluxo laminar, para ocorrer formagao da nova monocamada. As garrafas
de cultivo com monocamadas de 24 horas podem ser utilizadas para inocular a cepa

NC-1 de Neospora caninum (in vitro).

4.2.3 CULTIVO DOS TAQUIZOITAS DA CEPA NC-1 DE Neospora caninum em

CELULAS VERO (in vitro)

A cepa do protozoario foi cultivada e mantida em células Vero, sendo que os
cultivos foram monitorados através da leitura das garrafas em um microscépio 6tico
invertido, avaliando a multiplicacdo dos parasitas e os efeitos citopaticos causados

na monocamada.
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Protocolo 2

A. Apés inocular as garrafas de células com a cepa NC-1 manté-las em estufa
com 5% de CO,, em temperatura de 37°C e umidade.

B. Observar diariamente o cultivo das cepas do protozoario em um
microscopio invertido. Tendo o objetivo de avaliar a multiplicagdo dos parasitas in
vitro, e os efeitos citopaticos causados na monocamada, a presenga e O
comportamento das cepas nas células.

C. Transferir os parasitas para novas garrafas com monocamadas de células
pré-formadas (24 horas), e realizar novas passagens para a manutengao destes.

A finalidade do cultivo desta cepa era a obtencdo de sedimento parasitario
para a extracdo de seu DNA e realizar a PCR, para a utilizacdo como controle

positivo quando do processamento das amostras.

4.2.3.1 Descongelamento e producao de cepa NC-1 de Neospora caninum

Protocolo 3

A. Retirar a ampola do congelador 80°C negativos, procedendo entdo, um
choque térmico ao coloca-la em banho-maria 37°C até seu completo
descongelamento.

B. Centrifugar a 2.500 rpm por dez minutos;

C. Ressuspender em meio de crescimento MEM, acrescido de 1.000 Ul/mL
de penicilina G potassica e 100 ng/mL de sulfato de estreptomicina e 200 mg/mL de
anfotericina B) em cabine de fluxo laminar.

D. Inocular o sedimento em garrafas de células Vero com monocamada de 24
horas e mantido em estufa de CO, ; a temperatura de 37°C.

E. Observar diariamente os cultivos em microscopio 6tico invertido.
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F. Avaliar os efeitos citopaticos na monocamada e o desenvolvimento dos
protozoarios.

G. Realizar as passagens dos parasitas para garrafas com monocamadas
novas semanalmente.

H. Incubar a 37°C, durante periodo de 30 minutos a 1 hora, homogeneizar
suavemente duas a trés vezes neste periodo, até se isolarem ou se soltarem.

I. Centrifugar por 10 minutos a 2600 rpom a 6°C, desprezar o sobrenadante.

J. Ressuspender o sedimento com um a trés mL de meio de manutencao
MEM 25 mL de solugéo salina estéril (0,85% p/v) ou em PBS (Solugao tampao
fosfato ao pH 7,2), com 1.000 Ul/mL de penicilina G potassica e 100 pug/mL de
sulfato de estreptomicina em cabine de fluxo laminar.

K. Colocar de 0,5 a 1,0 mL da suspensdo em garrafa (25 cm?) de cultivo
celular, com monocamada de células Vero (células de linhagem) de 24 horas; e

incubar em estufa de CO,, a temperatura de 37°C.

4.2.3.2 Obtencéao de parasitas para extragao de DNA (controle positivo)

Os cultivos da cepa NC-1 referéncia para Neospora caninum foram
realizados, in vitro (em células Vero), para a obtengdo do sedimento parasitario. A
extracdo do DNA foi realizada no sedimento parasitario para obter o controle positivo
para a PCR.

Protocolo 4

A. Apods infeccao de 90 a 100% da monocamada de células Vero, retirar os
parasitas com tripsina a 0,25% durante 5 minutos, e coletar a suspensao para tubos

de centrifuga com capacidade de 50 mL estéreis.
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B. Centrifugar a 3.500 rpm durante 25 minutos a quatro graus Celsius.

C. Retirar o sobrenadante, e lavar o sedimento com solugao de cloreto de
sédio a 0,9% ou PBS (pH 7,2).

D. Centrifugar a 3.500 rpm durante 25 minutos a quatro graus Celsius.

E. Desprezar o sobrenadante, acrescentar 1,0 mL da solucdo A ao
sedimento; homogeneizar e transferir para os tubos cénicos com capacidade para 2
mL estéreis e previamente pesados.

F. Centrifugar a 10.000 rpm durante 25 minutos a quatro graus Celsius.

G. Retirar todo o sobrenadante, pesar o sedimento do tubo. E armazenar a

80°C negativos, até a etapa de extragdo do DNA.

4.2.4 Técnica de Biologia Molecular — Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Mullis
(1987), foi utilizada para a detecgdo de determinado fragmento do acido
desoxirribonucléico (DNA) de Neospora caninum nos encéfalos de bovinos.

Na técnica de PCR foram realizadas as etapas de extracdao, amplificacao e
eletroforese (itens 2, 3 e 4 nos Anexos, respectivamente).

A extragdo do DNA foi realizada nas amostras pelo método que utiliza
fenol/cloroférmio/etanol; e submetidas a amplificagao utilizando-se iniciadores (Np6
e Np 21, conforme tabela 1 — YAMAGE et al., 1996) especificos para o Neospora
caninum cepa NC-1. A amplificagao foi realizada em termociclador e os produtos da
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose. As imagens dos géis
foram capturadas utilizando um Sistema de fotodocumentacdo, composto de

transiluminador de ultravioleta e fotografada.
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Tabela 1 - Especificagbes dos iniciadores (senso e anti-senso) utilizados na reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para identificagcdo do Neospora caninum (YAMAGE
et al., 1996):

Iniciadores Sequéncia (5'-3’) Sentido Posicao*
Np6 CAG TCAACCTACGTCTTCT anti-senso 758-776
Np21 GTG CGT CCAATCCTGTAAC senso 449-467

C — citosina; T — timina; A — adenina; G — guanina. *Posigéo do primer na sequéncia do DNA

de Neospora caninum.

As medidas preventivas para evitar contaminacdo das amostras, dos
reagentes e equipamentos utilizados na técnica foram: armazenamento dos
reagentes em aliquotas, limpeza de fluxo laminar prévia com alcool 70% e cerca de
15 minutos de exposi¢cédo aos raios ultravioleta, utilizacdo de micropipetas separadas
para amplificagdo e para manipulagdo dos produtos; com ponteiras descartaveis, e
ponteiras com filtro; utilizagcdo de luvas de procedimento descartaveis e aventais;
manipulagcao em fluxo laminar distinto para cada etapa do processamento.

As solugdes, tampbes e os protocolos foram utilizados neste, estdo

apresentados no item 1 dos Anexos.

4.2.4.1 Extragdo do DNA das amostras de encéfalo e do sedimento parasitario

As amostras armazenadas apds o diagnéstico negativo para Raiva foram
pesadas (cerca de 100 a 110 mg) da amostra contendo fragmentos de cortex
cerebral, cerebelo e medula oblonga, homogeneizadas em placa de Petri com
laminas de bisturi n°11 e colocadas em tubos cénicos com capacidade para 2 mL e

reservadas no 80°C negativos até que todas as amostras passassem por esta etapa.
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A primeira etapa da extracdo foi uma preparacdo prévia com a tripsinizacao
das amostras pesadas, em temperatura de geladeira por 18 a 24 horas em agitador.

Na sequiéncia foi realizado o rompimento das membranas celulares, remogao
de RNA e solubilizacdo das membranas lipoprotéicas através do tampao de lise TE,
detergente, proteinase K e RNAse.

Na etapa seguinte foram realizadas as fases de desproteinizacdo do DNA em
trés extragdes com solventes orgéanicos, fenol, a mistura fenol/cloroférmio/etanol, e o
cloroférmio. Com a finalidade de desnaturar e dissolver as proteinas, e retirar os
contaminantes como os lipideos e outras macromoléculas. Apdés a adicao dos
solventes organicos, a suspenséo foi centrifugada para separar as fases orgénica e
aquosa. Os contaminantes ficaram retidos na fase organica inferior e o DNA na fase
aquosa superior, que foi recuperada em novos tubos plasticos cbnicos com
capacidade para 2 mL.

Nesta ultima etapa da extracdo foi realizada a precipitacdo do DNA com
etanol e o acetato de sodio, quando o DNA forma um suave precipitado. Apds varias
lavagens do DNA com etanol frio, o sedimento foi secado com os tubos invertidos
em papel toalha absorvente, por 15 minutos em estufa seca a 37°C. O sedimento foi
ressuspendido em TE 1X e RNAse na concentragcdo de 10ug/mL; e mantidos sob
refrigeragdo por uma hora, depois congelados a 80°C negativos até a etapa da

amplificagdo em termociclador.

A. Das amostras
As amostras extraidas e armazenadas a 80°C negativos foram retiradas do
congelador permanecendo em geladeira até serem descongeladas lentamente e

manipuladas em fluxo laminar previamente preparado.
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B. Parasitas da cepa NC-1
Os sedimentos parasitarios obtidos nos cultivos foram mantidos congelados,
sendo processados pelo mesmo protocolo de extracdo utilizado para as amostras de

encéfalos.

4.2.4.2 Reacado em cadeia da polimerase — PCR

Este método foi utilizado para amplificar as seqtiéncias de DNA de Neospora
caninum cepa NC-1 e das amostras de encéfalos de bovinos, utilizando iniciadores
especificos para este agente. O método é uma sintese enzimatica in vitro das
sequéncias de DNA, onde se obtém ‘n’ copias do fragmento desejado (produtos da
amplificacdo) que foram detectados através da técnica da eletroforese em gel de
agarose. Os iniciadores utilizados na solugdo de amplificagdo (MIX) foram
desenvolvidos por YAMAGE et al. (1996), a partir de determinado fragmento
especifico de DNA que tem como regido alvo pNc5 através da utilizagdo de
iniciadores Np6 e Np21 para Neospora caninum como consta na tabela 1. A

kTM

sequiéncia de DNA encontra-se a disposicdo no Genbank'", sob numero de acesso

X84238.

A. Solugao de amplificagao (MIX)

Na PCR foi utilizada uma solugdo de amplificacdo (MIX) utilizando como
diluente agua ultrapura, tampao, um par de iniciadores especificos (senso e anti-
senso), mistura de nucleotideos (dNTPs), ions de magnésio (Cloreto de Magnésio),

a enzima Taq polimerase e o DNA extraido.
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Os reagentes utilizados no preparo do MIX de amplificagdo para PCR, suas
respectivas quantidades encontram-se na Tabela 2.

O DNA foi descongelado no momento de sua utilizagédo, ressuspendido em
agua ultrapura e mantido em geladeira (2 a 4°C) enquanto se realizava o preparo do
MIX de amplificagéo.

As solugdes de amplificagdo ou MIX foram elaboradas em fluxo laminar com
preparacao prévia. Esta solugao foi manipulada sempre em banho de gelo, sendo
adicionada de Taq polimerase somente apos adicdo das amostras de DNA diluidas
em agua ultrapura estéril. Esta solugdo foi amplificada em termociclador, com o
programa conforme YAMAGE et al., 1996 (Iltem 3.7 dos Anexos).

Apds a amplificacédo, os produtos foram mantidos em geladeira por 12 horas

até a realizacao da eletroforese em gel de agarose.

B. Amplificacdo do DNA

As amostras foram incubadas no termociclador, em trés temperaturas, para
ocorrer o processo de amplificacdo. Sendo que estas temperaturas foram a de
desnaturagcdo do DNA, de anelamento ou hibridizacdo, e a de extensdo. O
termociclador foi programado para realizar a operagdo conforme protocolo do Item

3.7 nos Anexos.
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Tabela 2 — Reagentes utilizados no preparo do MIX de amplificagdo para PCR de

fragmentos de DNA de Neospora caninum suas concentragcbes de trabalho,

concentragdes por reacido e seus respectivos volumes.

Reagente [ ] de trabalho [1porreacdo pL porreagao
PCR tampéo 10X 1X 3uL
MgCl, 50mM 1,5mM 0,9uL
DNTPs mix (4) 10mM 0,8mM 2,4uL
Iniciador Np6 10uM 0,5uM 1,5uL
Iniciador Np 21 10uM 0,5uM 1,5uL
Taq DNA polimerase 5U/uL 1U 0,2uL
Subtotal 9,5 uL
DNA extraido 3uL
Agua ultrapura estéril -- -- 17,5uL
Total - - 30

C. Eletroforese em gel de agarose

Apds o processo de amplificacdo os produtos da PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1,4% (protocolo do item 4 nos Anexos). Na

eletroforese foram utilizados os marcadores Invitrogen (600) e Promega (500) 100

pb-DNA Ladder. O gel foi corado com brometo de etidio e visualizado em

transiluminador, sob luz ultravioleta. As imagens dos géis foram capturadas e

arquivadas em computador.
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4.3 RESULTADOS

Das 253 amostras de encéfalos de bovinos com histérico de sinais
neurolégicos, e todas com resultado negativo para diagnéstico de Raiva pelas duas
técnicas (Imunofluorescéncia direta - IFD e Prova bioldgica - PB), 28 amostras foram
positivas para Neospora caninum pela técnica de PCR (como se pode observar na
Tabela 3 a distribuicdo das amostras processadas e positivas em cada ano que
foram coletadas as amostras; e na figura 5 que ilustra algumas das amostras
positivas e negativas processadas); representando uma prevaléncia de 11,07% das
amostras processadas (grafico 2), em vinte municipios de diversas regides no
Estado do Parana (figura 4). Sendo que nestas encontramos animais das diferentes
faixas etarias, diferentes racas, em varias regides geograficas do Estado do Parana,

conforme tabela 4 e gréficos 7 e 8 a seguir.

Tabela 3 — Numero de amostras processadas e positivas para Neospora caninum

em cada ano, em numero absoluto e porcentagem.

ANO 2003 2004 2005 2006

Total de amostras processadas 18 100% 44 100% 108 100% 83 100%

Total de amostras positivas 4 18% 0 0% 23 18% 1 1%
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Grafico 2 — Distribuicdo das amostras positivas e negativas para Neospora caninum

em relacéo ao total de amostras processadas entre os anos de 2003-2006.

Amo_s_tras . m 28
positivas

Amostras
negativas

0225

0 50 100 150 200 250

Graficos 3, 4, 5 e 6 - Distribuicdo das amostras processadas e positivas para

Neospora caninum em cada ano respectivamente, em porcentagem:

ANO 2003 ANO 2004
m18% m 0%
082% 3 100%
ANO 2005 ANO 2006
m18% m1%
082% et




83

Tabela 4 — Relacdo das amostras positivas para Neospora caninum com idade,

raga, municipio, nos anos de 2003-2006:

ANO IDADE (MESES) RAGA MUNICIPIO
2003 14 SRD RONDON
2003 3 SRD JACAREZINHO
2003 18 CANCHIM IBIPORA
2003 146 SIMENTAL GUARAPUAVA
2005 39 HPB CASTRO
2005 36 NELORE LONDRINA
2005 7 NELORE CONGONHINHAS
2005 72 MESTICA TOMAZINA
2005 48 JERSEY JAGUARIAIVA
2005 18 NELORE JOAQUIM TAVORA
2005 84 SRD MERCEDES
2005 145 NELORE CIDADE GAUCHA
2005 60 GIROLANDA RIBEIRAO CLARO
2005 168 PARDO SUIGO CASTRO
2005 156 PARDO SUIGCO CASTRO
2005 150 PARDO SUICO CASTRO
2005 140 PARDO SUIGCO CASTRO
2005 48 HOLANDESA TOLEDO
2005 7 MESTICA MAL. CDO. RONDON
2005 66 HOLANDESA ARAPOTI
2005 18 SRD JAGUARIAIVA
2005 168 SIMENTAL QUINTA DO SOL
2005 24 MESTIGA LAPA

2005 22 SRD RIO BRANCO DO SUL
2005 FETO HOLANDESA CASTRO
2005 4 MESTIGA LAPA

2005 40 SRD PATO BRAGADO
2006 36 HOLANDESA MARIA HELENA




84

Figura 4 — Mapas do Estado do Parana com a distribuicho das amostras
processadas (amarelas) e das amostras positivas (vermelhas) para Neospora
caninum (entre 2003-2006):
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ranniner O
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Figura 5 — Gel de agarose com produtos de PCR para Neospora caninum de
encéfalos de bovinos com sinais neuroldgicos, utilizando iniciadores Np6 e Np21

que produzem bandas aos 328 pares de base:

abcdefghijklmnop

500 pb
328 pb

Figura ilustrativa: onde - a, b, ¢, 0 e p - amostras negativas; d, e, f, g, k, | € m - amostras positivas; h
e n — Marcador molecular com intervalo de 100 pb; i — branco; e j — controle positivo para Neospora

caninum NC-1.

Tabela 5 — Numero de amostras positivas para Neospora caninum por ano e por

faixa etaria (meses):

ANO 2003 ANO 2004 ANO 2005 ANO 2006

IDADE AMOSTRAS IDADE AMOSTRAS IDADE AMOSTRAS IDADE AMOSTRAS

0A12 1 0A12 0 0A12 4 0A12 0
12 A 24 2 12A 24 0 12A24 4 12A24 0
24 A 36 0 24 A 36 0 24 A 36 1 24 A 36 1
> 36 1 > 36 0 > 36 14 > 36 0

TOTAL 4 TOTAL 0 TOTAL 23 TOTAL 1
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Grafico 7 — Distribuicio das amostras de encéfalo de bovino positivas para

Neospora caninum por ano e por faixa etaria:

N° DE CASOS

ANO 2003 ANO 2004 ANO 2005 ANO 2006

Grafico 8 — Distribuigado do total das amostras positivas para Neospora caninum por

faixa etaria:

AMOSTRAS POSITIVAS POR FAIXA ETARIA:
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4.4 - DISCUSSAO

O Neospora caninum foi encontrado nos encéfalos de bovinos, demonstrando
que o parasita circula nos rebanhos paranaenses em varias regides do Estado, nas
diferentes: faixas etarias, tipos de cultura (corte e/ou leite).

Nesse estudo observou-se que o Neospora caninum esta presente nos
animais adultos com sinais neurolégicos. A neosporose em sua forma classica
causa abortamento em bovinos de leite e de corte, infertilidade, nascimento de
bezerros natimortos ou doentes. As vacas de todas as idades podem abortar, dos
trés meses de gestagdo até a termo, porém, a maioria dos abortamentos ocorre
entre o quinto e sexto més de gestagdo. Os fetos podem morrer no utero, serem
reabsorvidos, mumificados, autolisados, nascerem mortos, nascerem vivos com
sinais clinicos, nascerem vivos e clinicamente normais, mas infectados
(THURMOND & HIETALA, 1995). A probabilidade de abortamento € maior nas
vacas com anticorpos anti-Neospora caninum, do que nas vacas soronegativas
(THURMOND & HIETALA, 1997; MOEN et al., 1998).

O parasita foi encontrado no cérebro de bovinos seu local de encistamento. O
Neospora caninum encista-se no tecido nervoso (cérebro, medula espinhal,
cerebelo, nervos), na retina e em musculo 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 (LINDSAY &
DUBEY, 1990). As lesbes microscopicas podem estar presentes em muitos 6rgaos,
mas sdo mais comuns no SNC, coragao, figado; lesdes neurais estdo presentes na
medula espinhal e no cérebro e consiste de encefalomielite ndo-supurativa. (DUBEY

& Schares, 2006). Considerando-se que o Neospora caninum foi encontrado em



88

cérebro de bovinos com sinais neuroldgicos sugere-se que animais nascidos vivos e
clinicamente normais, mas infectados poderiam em um estado imunoldgico
debilitado vir a apresentar um quadro neuroldgico na idade adulta.

Os outros sinais clinicos, além dos abortamentos, foram relatados em
bezerros com menos de quatro meses de idade. A infeccdo fetal por Neospora
caninum pode causar anormalidades no sistema nervoso dos bezerros,
caracterizando a neosporose clinica (VIANNA, 2004).

No Brasil, o protozoario Neospora caninum foi isolado de cdao na Bahia
(GONDIM et al., 2001); de feto bovino e de bezerro com cegueira congénita no
Parana (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; 2004); de bufalo em Sao Paulo
(RODRIGUES et al., 2004) e de ovino em Sao Paulo (PENA et al., 2007), no entanto
nao se tem relato de pesquisa em animais adultos.

Das 253 amostras processadas, 28 foram positivas para Neospora caninum, e
sendo quase na totalidade de bovinos adultos, uma prevaléncia de 11,07%. Existem
apenas dois estudos que verificaram a presenca de Neospora caninum em animais
adultos por isolamento (SAWADA et al., 2000; OKEOMA et al., 2004), no Japéao e
Nova Zelandia respectivamente.

No Brasil, o diagnéstico é feito principalmente em fetos, ndo considerando o
parasita como causa de doenca neurolégica em bovinos adultos.

Nesse estudo, os bovinos positivos para Neospora caninum foram
encontrados em diversos municipios dispersos por todas as regides geograficas do
Parana (figura 4). O primeiro isolado de bovino no Parana foi de feto e bezerro com
sinais neurolégicos de uma regido de gado de leite (LOCATELLI-DITTRICH et al.,

2003; 2004); observou-se nesse estudo que os casos positivos corroboram com 0s
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dados que o parasita predomina nestas regides, denominadas de bacias leiteiras do
Estado, possivelmente por uma maior concentracdo de animais.

Sobre a neosporose nos animais adultos, existe grande escassez de
informacdées e o Neospora caninum nao foi ainda identificado em seccdes
histolégicas de tecidos de bovinos com mais de dois meses de idade; porém, o
parasita foi isolado de bovino adulto por SAWADA et al., em 2000. O Neospora
caninum foi isolado no Japao, de uma vaca adulta de dois anos de idade, que havia
abortado fetos infectados por este agente em duas ocasibes, e que apresentou um
titulo pela técnica de imunofluorescéncia indireta de 1:1600 para Neospora caninum.
A vaca foi a 6bito vinte e quatro dias ap6s o segundo abortamento e o isolamento foi
realizado utilizando camundongos nude, e posteriormente em cultivo de células
Vero. Os taquizoitas purificados foram obtidos dos cultivos e foi processada a
técnica de PCR, amplificando a seqiiéncia especifica de DNA para Neospora
caninum (SAWADA et al., 2000).

O segundo caso de isolamento de Neospora caninum em vaca adulta, foi na
Nova Zelandia. Uma vaca, com mais de dois anos de idade, apresentou-se desde os
150 dias de gestacao até o final, com anticorpos persistentes. A vaca e seu bezerro,
com dois dias de idade, foram mortos e se obteve o isolamento de Neospora
caninum de ambos, inclusive a vaca apresentou anticorpos pré-colostrais, porém
ambos foram assintomaticos (OKEOMA et al., 2004).

Os dois casos de isolamento em animal adulto (SAWADA et al., 2000 e
OKEOMA et al., 2004) sao estudos que apresentam extrema importancia devido a

riqueza de informagdes e gerando novas pesquisas.
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4.5 - CONCLUSAO

A realizagdo do diagnostico de neosporose em bovinos com quadro
neurologico pela técnica de PCR indica a importancia de incluir a pesquisa da
presenca e suas consequéncias como agente patolégico nos encéfalos dos animais
para posterior indicagcdo como diagnostico diferencial de encefalopatias em bovinos.

Os animais que apresentarem sinais neuroldgicos com diagnéstico de raiva
negativo devem ser pesquisados para a presenca de Neospora caninum, que até
entdo, ndo era considerado de importancia nestes casos por ser um agente de
descoberta recente, com poucos relatos para animais acima de seis meses de idade

(bezerros) apresentando doenga neuroldgica.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Seguindo o objetivo desta dissertagdo encontramos muitas respostas e
também encontramos algumas questbes a serem pesquisadas. Os dados
encontrados neste estudo demonstram que o Neospora caninum esta presente em
encéfalos de bovinos que vao a 6bito com sinais neuroldgicos numa taxa de 11,07%

dos casos.

5.1 — PERSPECTIVAS

Estamos certos de que sdo necessarias novas e mais aprofundadas pesquisas
com relacao a este protozodrio e suas conseqliéncias.

Deve-se ressaltar a importdncia da realizacdo de pesquisas para se
estabelecer os locais de maior concentragdo dos cistos de Neospora caninum no
encéfalo bovino, para entdo se obter maior éxito nas técnicas de isolamento ou
deteccdo deste agente. Em outras doengas neuroldgicas, como exemplo a raiva, os
tecidos de maior concentragao do virus sdo conhecidos, conforme menciona a tabela
6 (Anexos).

A obtencdo das correlagdes entre: titulo alto, abortamentos, seguidos de
Obitos apresentando ou n&o quadro neuroldgico e a presenga de Neospora caninum
no encéfalo destes animais € outra questao a ser pesquisada.

Concluimos entdao, que o Neospora caninum tem sua importancia, em nosso
Estado, como possivel causa de 6bito entre os bovinos com sinal neuroldgico,
independente de sua faixa etaria, raga, e/ou localizagdo geografica. A sugestao é
que o parasita seja incluido como diagnostico diferencial para as doencgas

neuroldgicas.
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ANEXOS

1. SOLUGOES E TAMPOES

A agua utilizada nos procedimentos de biologia molecular para preparo de
solugbes e tampdes foi a Ultrapura (Milli Q), autoclavada e fracionada em
aliquotas de no maximo 1 mL.

Todas as etapas de preparo, fracionamento, solugdes, tampdes foram

realizadas em cabine de fluxo laminar.

1.1 Solucédo A
TRIS 10 mM
NaCl 150 mM

Ajustado o pH para 7,4 com HCI, filtrada em filtro 0,22 um e armazenada

em geladeira 2 a 8°C.

1.2 Tampao de lise (TE)
TRISHCL 10 mM
EDTA Na2 1 mM
pH 8,0

1.3 Preparo do Tris 2M (pH 7,4)
850mL H20 Milli Q
242,29 tris base
75mL de HCI (para 250mL de Tris — 28mL HCI fumigante)
Adicionado o HCI concentrado com agitagao suave até atingir pH 7,4, foi
adicionada agua para 1000mL, e aliquotado em frascos de 100mL e autoclavado.

E estocado em geladeira 2 a 8°C.

1.4 Preparado o Tris 2M (pH 8,0) - para elaborag¢ao do fenol saturado
850mL H,O Milli Q
242.29g Tris base
HCI (para 100mL — 4mL de HCI)



Adicionado o HCI concentrado com agitacao suave até atingir pH 8,2, e
adicionada a agua até 1000mL. Foi aliquotado em frascos de 100mL e

autoclavado.

1.5 Preparo EDTA 0.5M

Em um Becker com 300mL de agua ultrapura Milli Q acrescentado de
93.5g de EDTA-Na,.2H,0. Misturado até completa dissolugédo e adicionado
NaOH 10N para atingir pH 8,0, e acrescido ainda de 500mL de agua ultrapura.
Foi aliquotado em frascos de 50 a 100mL e autoclavado. Estocado em
geladeira 2 a 8°C.

1.6 Preparo do SDS (Sddio Dodecil Sulfato) 10%
100g de SDS
1000mL de agua ultrapura.
Homogeneizado com cuidado até a dissolucdo completa, e

armazenado em frasco estéril, e estocado em temperatura ambiente.

1.6 Preparo da Proteinase K

Concentragéo para extracao de DNA : 100mg/mL. Dissolvido o conteudo
do frasco em 1,0mL de agua ultrapura, foi aliquotado em tubos estéreis de 1.5mL

em aliquotas de 100uL e estocado em freezer a temperatura de 20°C negativos.

1.7 Preparo da Solugéo de Fenol Saturado (em capela de exaustéo)

Foi solubilizado o fenol, aguecendo o frasco em Banho Maria, a 62°C (+/-
2°C) e preenchido com TRIS 500mM (pH 8,0), sendo na propor¢cdo de uma
parte de TRIS (62,25 mL) e duas partes de fenol (125 mL). Foi misturado
durante quinze minutos esperando decantar em temperatura ambiente.
Esperou-se pela separacéo de fases, quando a solugao estivesse bifasica. Foi
retirado o sobrenadante, saturado novamente o fenol com Tris 100 mM (pH8)
até que o pH da fase fendlica (fase inferior), fosse igual ou superior a 7,6. Foi

entdo adicionado de 0.2% de Beta - mercapto - etanol (0,25 mL), e o volume
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final de fenol geralmente foi de 125 mL. Repousou por cerca de 16 horas a 4°C
e acondicionado em frasco ambar (abrigo da luz).

1.8 Preparo do tampao TE (TRIS-EDTA) 1X

Para um volume de 100mL usou-se o seguinte calculo TRIS 10mM pH 7,4;
equivalendo a 0,5 mL da solucao estoque, e EDTA 0,1mM pH 8,0; equivalendo a
20 pL da solugao estoque e acrescido de 99,3 mL de agua ultrapura.

1. 10 Preparo de Gel de Agarose Sédica 1,4%

Pesou-se 0,91g de agarose sddica em balanga analitica e adicionou-se de

70mL de tampdo TBE 1X, foi adicionada também de 30 yL de Brometo de

Etidio na diluicdo 1: 10.000, apés completa dissolu¢gao do agar em microondas.
1.11 Preparo do tampéo TBE (TRIS/ACIDO BORICO/EDTA) 20X

121,0g TRIS Base (1M)
6,79

7449
1000 mL

Acido Bérico (1 M)
EDTA — Nay 2H,0 (20mM)
Agua ultrapura (q.s.p.)

1.12 Preparo do tamp&o TBE (TRIS/ACIDO BORICO/EDTA) 1 X
50 mL de TBE 20X (solugéo estoque) mais q.s.p. 1000 ml de agua ultrapura.

Preparo do Corante B.P.B (Azul de Bromo fenol ou Bromo Phenol Blue) 10%

5 g de Azul de Bromo fenol

50 mL de agua ultrapura

1.14 Preparo de X.C. ( Xylene Cyanol / Xileno Cianol) 10%

5 g de Xileno Cianol
50 mL de H,O Milli Q.
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1.15..Preparo da Solugdao de Bromo Phenol Blue / Xileno Cianol
Aliquotada em partes iguais (v/v) em frasco estéril , 0 BPB + XC ( 10%).
1.16 Preparo do corante Brometo de Etidio (BE)
Foi preparado na concentragdo de 10mg/mL, manipulado sempre com luvas
de procedimento , em cabine de fluxo laminar , 0,2 g de Brometo de Etidio e 20
mL de H,O Milli Q. Misturado até completa dissolugdo e estocado em frasco

ambar a temperatura ambiente.

1.17 Tampao TAE — Tris acetato na solugéo concentrada 50x

Tris base 242 g

Acido acético glacial 57,1 mL
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 mL
g.s.p. 1000 mL

Mantido em geladeira e no momento do uso diluido para 1x, com agua
destilada. A solucao uso apresenta as concentragdes 0,04 M de Tris acetato e
0,001 M de EDTA.

2 Extracdo de DNA (Método Classico — fenol/Cloroférmio/Etanol)

2.1 De parasitas em cultivo celular

Com a finalidade da lise da parede celular, foi utilizado o sedimento de
parasitas em tubos com capacidade de 2 mL com capacidade para 2 mL, e para
um volume de 50 a 100 mg de sedimento de parasitas foram adicionados 400 uL
de tampéo de lise (TE), e adicionado o dodecil sulfato de sddio (SDS) a 1% (0,5%
no minimo) do volume final (solugdo mae de SDS foi preparada a 10%); quando
entdo, foram incubados durante 2 horas com RNAse (200 png/mL do volume final),

em banho-maria a temperatura de 37°C e adicionados de Proteinase K para uma



concentragao final de 200 ug/mL. Incubados por 2 horas ou durante a noite (cerca

de 16 horas) a 55°C, em banho-maria com agitador magnético.

2.2 Extracdo de DNA das amostras de encéfalo bovino

Para o preparo das amostras para a utilizacdo da tripsinizacdo dos
encéfalos, primeiramente foram pesados de 100 a 110 mg da amostra, e
adicionadas de 500uL de tripsina 0,25%, depois foram homogeneizadas em
agitador durante a noite (cerca de 16 horas) a 4°C (geladeira), e entdo congelados
a 70 ° negativos. Descongelados em geladeira e centrifugados a 3.000 rpm

durante 15minutos.

Depois foram ressuspendido o pellet (células/parasitas) conforme citado

abaixo:
TRIS 2 M (BASE) 10uL
EDTA 0,5M 10uL
SDS 10% 40uL
PROTEINASE K (10 mg/mL)  40uL
AGUA ULTRAPURA 800uL

E incubados com o tampéo de lise celular contido no tubo a 37°C durante a

noite (cerca de 16 a 24 horas), com agitador magnético.

Desproteinizagcao do DNA — em seguida fora realizada a extragdo de DNA
por método Classico: Fenol /Cloroférmio / Etanol. A suspenséo foi adicionada de
500uL de solugdo tamponada de fenol, homogeneizada em agitador de tubos
(vortex) por 5 a 10 segundos e centrifugada a 3.000 rpm durante 15 minutos, e
transferido o sobrenadante para um novo tubo plastico conicos com capacidade
para 2 mL e adicionando a suspensédo, 500uL de solugdo tamponada de fenol,
homogeneizada em agitador de tubos por 5 a 10 segundos e centrifugada a
3.000 rpm durante 15 minutos, novamente fora adicionado a suspenséao, 500uL
de solugdo tamponada de fenol, homogeneizada em agitador de tubos por 5 a

10 segundos e entao centrifugada a 13.000 rpm durante 10 minutos.
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Foi realizada esta etapa com solugéao fendlica, em capela de exaustao e
transferida a fase liquida superior (contendo o DNA) para um novo tubo de
plastico cénico com capacidade para 1,5mL, contendo de 1 a 2 volumes de
cloroférmio (previamente resfriado a cerca de 20°C negativos), homogeneizando
e apos foi centrifugado por cerca de 13.000 rpm durante10 minutos e transferida a
fase liquida (contendo o DNA) — fase superior para um novo tubo plastico cénico

com capacidade de 1,5mL.

Precipitacdo do DNA — foi adicionado cerca de 800 a 900uL de etanol
absoluto (previamente resfriado a cerca de 20°C negativos) e invertido o tubo com
cuidado para que o DNA precipitasse, mantendo o DNA a 20°C negativos durante
a noite (cerca de 16 a 24 horas), ou prosseguindo apos 4 horas a 20°C negativos,
centrifugando o tubo a 10.000 rpm durante 30 minutos; quando entdo foi
desprezado o alcool, e ressuspendido o precipitado de DNA com etanol 70% (0 a
2°C). Foi centrifugado novamente a 10.000 rpm por 15 minutos, e novamente
desprezado o alcool, deixando o tubo invertido sobre o papel filtro para que o
precipitado de DNA ficasse seco. (fazendo duas vezes a lavagem com o etanol
frio). Deixando secar na estufa 37°C por 15 minutos e observada a secagem do
tubo, foi ressuspendido o precipitado de DNA com tampédo TE 1X (100 uL).
Incluindo a RNAse na concentragdo de 10ug/mL de TE (Cheung, 1993), o DNA a
ser utilizado para PCR foi diluido em TE. O DNA de reserva foi estocado em
freezer 70°C negativos e devidamente mapeado para rastreabilidade e analises

posteriores.

3 Amplificagdo do DNA

Na PCR foi usado um mix de acordo com a solugao especificada na Tabela
2, capitulo 4. O volume da reagao foi de 30 pL, sendo 9,5 pL de mix , 3 pL de
DNA e 17,5 pL de agua ultrapura estéril .

Distribuidas as aliquotas de 17,5uL de agua ultrapura estéril e acrescidos
dos 3 L de DNA das amostras e controles positivos nos tubos de plastico cbnico
com capacidade para 0,5 mL para PCR, foi homogeneizado cada tubo apods

colocar a amostra, em agitador de tubos por dois segundos, e reservadas em
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geladeira. Quando entdo foi preparado o mix em cabine de fluxo laminar,
conforme o numero de amostras de DNA, considerando o tubo branco e os
controles positivos. Foram adicionados os componentes da reagdo em um tubo de
plastico cénico com capacidade para 2,0 mL, na sequéncia apresentada, e
adicionada por ultimo a enzima Tag DNA polimerase. Foram mantidos os
reagentes e o mix em banho de gelo. Preparado um tubo branco (20,5 uL agua
ultrapura estéril e 9,5uL do mix). E homogeneizado o mix no tubo de plastico

cbnico com capacidade para 2,0 mL em agitador de tubos por 30 segundos.

3.1 Agua ultrapura

A &gua ultrapura foi preparada anteriormente a sua utilizagdo por filtro
0,22um, e fracionada em fluxo laminar em aliquotas de 500 pL, em tubos com
capacidade de 2 mL que foram autoclavados e mantidos em freezeres 20°C

negativos até sua utilizacao.

3.2 Tampao de amplificagdo 10x

O tampéo foi adquirida da Invitrogen Brasil, com 200 mM de TRIS-HCI pH
8,4 e 500 mM de KCI, sem o Cloreto de Magnésio e fora mantido em freezer 20°C
negativos. (PCR Buffer 10X invitrogen Brasil lote n° TM 581%).

3.3 Cloreto de Magnésio

Também adquirida da Invitrogen Brasil, a 50 mM.

3.4 Mistura de nucleotideos — dNTP mix

Os quatro nucleotideos, dATP, dCTP, dGTP e dTTP, adenosina, citosina,
guanina e timina, respectivamente; foram adquiridos da empresa eppendorf
(made in Germany) na concentragdo de 100 mM e pH 7,0; permaneceram
estocadas em freezer a 20°C negativos até o momento do seu preparo na
concentracao de 2,5 mM para cada dNTP e aliquotadas em pequenos volumes 50

ML e novamente estocadas em freezer 20°C negativos até o momento de seu uso.
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3.5 Iniciadores Np6 e Np21

Os iniciadores foram adquiridos da invitrogen Brasil, e sua apresentagao

era liofilizada e foram preparadas solugbes estoque, na concentragcao de 200 uM.

E desta; foram preparadas solugdes de trabalho a 10 uM. Estas solucdes foram

aliquotadas e mantidas em freezer 20°C negativos.

3.6 Taqg DNA Polimerase

Foi adquirida da Invitrogen Brasil (Recombinant Invitrogen - lotes n°s:
SD251c e SEYB1h) na concentragdo de 5 U/uL e estacada em freezer 20°C

negativos, esta sempre foi acrescida por ultimo, permanecendo naquele até o

momento de sua utilizagao.

3.7 Protocolo para amplificagdo em termociclador (marca Eppendorf)

Foram processadas as amostras conforme Yamage et al., 1996:

94°C
94°C
50°C
74°C
72°C

4°C

5 minutos 1 ciclo
1 minuto
1 minuto 40 ciclos

3 minutos e 30 segundos
5 minutos 1 ciclo

30 minutos para extensao final.

Os produtos desta foram analisados por eletroforese em gel de agarose a

1,4%.

4. Eletroforese em gel de agarose 1,4% (Gel de agarose/SIGMA)

Foi preparado o gel de agarose a 1,4%, em 70 mL de tamp&o TAE 1x, por

cerca de 1minuto e 30 segundos em poténcia alta de microondas. E quando

atingia cerca de 40°C era acrescido de brometo de etidio a 0,5 ug/mL do gel e

misturava-se bem, era colocada na cuba com os pentes e apds sua

polimerizacdo, eram acrescentados de tampao TAE 1x e s6 entdo eram retirados
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os pentes do gel com muito cuidado e entdo a cuba de acrilico com a agarose
polimerizada e ja sem os pentes eram emergidos em tampdo na cuba
propriamente dita. S6 entdo eram distribuidas as aliquotas de 2 uL de azul de
bromofenol sobre uma placa de hemobag recortada em numero idéntico aos das
amostras a serem corridas na agarose e acrescidas das amostras (13 pL) e apds
misturar com micropipetador e ponteiras apropriadas eram aplicadas nos
pocinhos correspondentes do gel, iniciando com o marcador de pares de bases
(1kb). Apds isto feito era acrescida a cuba o restante do tamp&o TAE 1x (150 mL
e colocada sua tampa, em cuja eram conectados os cabos da fonte de
eletroforese a 80 volts, migrando do pdlo negativo (preto) para o positivo
(vermelho). Era desligado apos migracédo de 2/3 da cuba e retirado o gel era
analisado em Sistema de fotodocumentagdo (Marca: Vilber Lourmat, modelo:
DOC - Print — (“DP 001 FDC”), composto de transiluminador de ultravioleta e
fotografada com a maquina de captacdo de imagem através de disquete, para
posterior arquivamento em computador para serem trabalhadas e arquivadas em
programa de fotos como Photo Editor (Microsoft) ou algum similar.

A fonte de eletroforese utilizada foi a HU 10 — para 450 mL de tampéao, para
gel com 70 mL e aproximadamente 5 mm de espessura e 15 pyL de volume em
cada pocinho. Os marcadores ou Ladders utilizados foram Invitrogen (600) e
Promega (500) 100pb-DNA Ladder estocados a 20°C negativos.
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Tabela 6 — indice de positividade do teste de Imunofluorescéncia direta (IFD) para

pesquisa de virus rabico nos diversos segmentos do Sistema Nervoso Central

(SNC):
AMOSTRAS DO SNC % DE POSITIVIDADE NA IFD
Medula 100
Ponte 100
Talamo 100
Hipocampo 95,9
Cerebelo 88,9
Cortex frontal 67,6
Cortex lateral 76,7
Cortex caudal 63,9

BINGHAM, J.; VAN DER MERWE, M. Distribuition of rabies antigen in infected brain.
Material: Detemining the reliability of different regions of brain for rabies florescent
antibody test. Journal of Virological Methods, v. 101, p. 85-94, 2002.
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