Devens, B.A. e Viloria, M.I.V. Utilizagdo de taquizoitos do Neospora caninum na
producdo de laminas para imunoflorescéncia indireta. PUBVET, V.2, N.10, Mar2,
2008.

PUBVET ™

PUBVET, Publicagcdoes em Medicina Veterinaria e Zootecnia.
https://doi.org/10.31533/pubvet.v02n03a0168.1-7

Utilizacdao de taquizoitos do Neospora caninum na producgao de

laminas para imunoflorescéncia indireta

Bruna Alves Devens! e Marlene Isabel Vargas Viloria?

IMédica Veterinaria pela Universidade Federal de Vicosa/ Mestranda

em Patologia Veterinaria pela UFV. E-mail, brudevens@hotmail.com

2Médica Veterindria. Doutora em Patologia Geral pela UFMG - P.D.S

pelo Instituto de Biomedicina Lopez-Neyra, Granada —Espanha.

RESUMO

A neosporose causada pelo protozoario apicomplexa, Neospora
caninum, é considerada uma importante causa de aborto em bovinos,
provocando falhas reprodutivas, além de provocar anormalidades
neuromusculares em caes. Os hospedeiros definitivos sao os caes e
os coiotes por liberarem no ambiente as fezes contendo oocistos. Este
trabalho visa a producao de antigenos para a preparacao de laminas
a fim de realizar da imunofluorescéncia indireta, e assim a sua

utilizacao na deteccao de animais positivos em uma propriedade.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doencga Neosporose

A neosporose € causada por um parasita apicomplexa
denominado de Neospora caninum e Neospora hughesi, que sao
parasitas intracelulares obrigatdrios, identificados, no passado,
erroneamente como Toxoplasma gondii (DUBEY et all., 2002). As
suas caracteristicas taxondmicas sdo: filo:Apicomplexa, classe:
Sporozoasida, sub-classe: Coccidiasina, ordem: Eucoccidiorida,
familia:  Sarcocystidae, sub-familia: Toxoplasmatina, género:
Neospora, espécies:Neospora caninum e Neospora hughesi (MARSH
et all., 1998, JONES et all., 2000),

Constataram-se organismos semelhantes ao Toxoplasma gondii
em caes da raca Boxer que apresentavam mieloencefalites,
(BJERKAS, et all., 1984). Assim, em 1988, em um estudo
retrospectivo com esses cérebros incluidos em parafina, Dubey
identificou um novo género e espécie (DUBEY et all., 1996)

Os primeiros relatos de abortamento em bovinos relacionados
ao N. caninum foram descritos, primeiramente, por Thilsted e Dubey
em 1989, ao identificarem esses organismos em cérebro de fetos
abortados em um rebanho leiteiro.

O N. caninum foi considerado a causa principal do abortamento
em vacas leiteiras na Califérnia (Barr et all., 1991). Em 1991, Bjerkas
e Dubey identificaram a mesma cepa em cdes que possuiam o
comprometimento do sistema nervoso central.

McAllister et all. em 1998 demonstraram que o cao era o
hospedeiro definitivo fechando o ciclo bioldgico do parasita. Gondim
et all. ,em 2004 reconheceram o0s coiotes como hospedeiros

definitivos.
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O N. caninum pode ser encontrado em trés diferentes estagios:
os taquizoitos (forma livre),bradizoitos (cistos teciduais) e oocistos
(nas fezes) (DUBEY e LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 2002).

1.2 Aspectos clinicos

Durante a gravidez de uma vaca o N. caninum invade as células
do Uutero, provocando o aborto, caso isso ndo ocorra, havera a
persisténcia da infeccdo na mde e no bezerro, podendo este
apresentar ou ndo sinais clinicos. Enquanto no primeiro trimestre de
gestacdo os fetos estdo vulneraveis, no periodo médio gestacional
existe um reconhecimento e resposta aos microorganismos, porém
nao o suficiente para evitar o aborto. Ja no terceiro trimestre existe
uma resposta competente ao patdgeno, havendo a sobrevivéncia do
feto (GONZALEZ et al., 1999).

Uma resposta inflamatéria observada pela invasao dos
taquizoitos e sua multiplicacdo nos placentomas estimulam uma
reposta imune inapropriada provocando o aborto. Ha ocorréncia de
necrose em alguns focos que envolvem a micréglia, astrécitos,
mondcitos e séries linféides, além da meningite e inflamagao linféide
no coragcao, musculos esqueléticos, pulmao e figado (OTTER, et all.,
1997).

Os cdes com maior susceptibilidade ao N.caninum sao lavrador,
boxer, golden retrievers, basset e, esses animais desenvolvem com o
passar da idade os sinais clinicos. Sendo os casos mais severos:
paresia e paralisia, dificuldade na degluticao, flacidez, hipotrofia
muscular e faléncia cardiaca. Também é relatado o parasitismo nas
células endoteliais vasculares, células dérmicas, e assim, reportando

casos de neosporose cutanea (DUBEY et all., 1988).
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2. OBJETIVOS

Objetivou-se nesse trabalho a producao de antigenos do
N.caninum (taquizoitos), apartir de uma amostra Nc-beef. Assim
como a producao de ldminas para realizacdo de um método de
imunodiagndstico ,imunofluorescéncia indireta, para deteccdao ,em

soros, de anticorpos contra o N. caninum.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo de células VERO (células do rim de macaco verde
africano)

Realizou-se o cultivo de células VERO, a qual os procedimentos
foram em capela de fluxo laminar, para evitar contaminagdes com
fungos e bactérias do ambiente externo. As células foram mantidas
em meio DMEM completo com 10% de soro fetal bovino, glutamina,
antibiotico e antimicotico, em garrafas de poliestireno, e colocadas
em estufas a 37° C a 5% de CO;. por cerca de 48h.

3.2. Inoculacao da monocamada

A monocamada das células quando alcancaram 80% de
preenchimento foram inoculadas com o N.caninum, que estavam
mantidas em nitrogénio liquido, a qual foi observado o efeito
citopatico do parasita.

3.3. Purificacao dos antigenos

A mistura dos taquizoitos com as células foram centrifugadas a
1500g por dez minutos a 4° C, o pellet foi ressuspenso em PBS
pH:7.2 e a suspensao foi transferida para um coluna cromatografica.
3.4. Sensibilizacao das laminas

Os taquizoitos foram contados em camara de Neubawer e

diluidos numa concentracdo de 300 taquizoitos por ul de PBS. As
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laminas foram sensibilizadas com 15ul de suspensdo de taquizoitos
por pocinho e estocadas a -70° C.
3.5. Verificacao da viabilidade das laminas

A fim de verificar a viabilidade das l|dminas realizou-se
imunoflorescéncia indireta com soros confirmadamente negativos e

positivos de ovinos, bovinos e cdes.

4. CONCLUSAO

Os antigenos produzidos e purificados mostraram-se em
excelentes condigdes para a utilizacdo em testes de diagndstico, pela
fluorescéncia observada nos taquizoitos fixados nas laminas, que

receberam soros positivos.

5. DISCUSSAO

A neosporose € uma doenga emergente que afeta animais em
todo o mundo. Assim é necessario um diagndstico preciso para
comprovar ou descartar a presenca do N. caninum no animal. Além
da sua importancia na adocdo de medidas adequadas no controle e
estabelecimento da epidemiologia da infeccao (BOGER e HATTEL,
2003).

A imunofluorescéncia indireta foi o primeiro teste soroldgico
desenvolvido em 1988 por Dubey. E uma técnica mais comumente
usada dos diagnodsticos soroldgicos, (DUBEY e LINDSAY, 1996).
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