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RESUMO

Neospora caninum tem 0 cdo e outros carnivoros selvagens como hospedeiros definitivos, os
quais eliminam oocistos pelas fezes, que servem como fonte de infeccdo, por via oral, para
outras espécies. Entretanto, a transmissdo vertical é considerada a principal fonte de infeccao
e manuten¢do do N. caninum nos rebanhos. A transmissdo do parasito por via lactogénica é
pouco estudada, ndo existindo estudos em caprinos e ovinos. Assim como, nas Vvarias espécies
animais, o leite ndo foi avaliado em diferentes periodos de lactacdo quanto a presenca do
DNA do parasito e a glandula mamaria em lactacdo quanto a presenca de lesdes ou do agente.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi pesquisar a presenga de N. caninum em glandula
mamaria pela histopatologia, Imuno-histoquimica e PCR, detectar o DNA de N. caninum no
colostro e leite por meio de PCR e de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguineo pela RIFI
no parto e ao longo do periodo de lactacdo. Foram utilizadas dez cabras naturalmente
infectadas confirmadas pela presenca de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI e como
controles negativos trés cabras soronegativas. Duas cabras positivas morreram ao longo do
periodo experimental. Foram coletadas amostras de sangue das cabras no dia do parto (mée e
filhote antes de mamar o colostro) e mensalmente (mée e filhote) até o dia 120 pds-parto.
Também foram coletados 10 mL de colostro e de leite através de ordenha manual no dia do
parto (DO0), dia 3 (D3), D6, D9, D12, D15, D30, D45, D60, D75, D90, D105 e D120,
totalizando 105 amostras de animais positivos e 39 de animais negativos. As cabras foram
eutanasiadas sob anestesia profunda ao final dos 120 dias e amostras da glandula mamaria
foram submetidas a PCR e IHQ. Histologicamente havia inflamacgéo linfoplasmocitaria leve
ou moderada em quatro e trés cabras, respectivamente, entretanto ndo foi observado o parasito
na histopatologia e na IHQ, mas nove das 10 cabras positivas apresentaram Amplicons em
glandula mamaria e 62 das 105 amostras de leite e colostro foram positivas na PCR, sendo o
colostro positivo em oito das nove amostras testadas (88,88%). Os resultados demonstram que
a via lactogénica € uma possivel rota de transmissdo do N. caninum, além de chamar a
atencdo para a necessidade de se testar os bancos de colostro frequentemente utilizados em
ruminantes.

Palavras-chave: Caprinos. Leite, Neosporose. PCR.



ABSTRACT

Neospora caninum has dogs and other wild carnivores as definitive hosts, which shed oocysts
with the faeces, that serve as a source of oral infection for other species. However, vertical
transmission is considered the main source of infection and maintenance of N. caninum in
herds. The transmission of the parasite via the lactogenic route is poorly studied, with no
studies in goats and sheep. Likewise, in the various animal species, milk was not evaluated in
different lactation periods for the presence of the parasite's DNA and the lactating mammary
gland for the presence of lesions or the agent. Therefore, the aim of the present study was to
revaluate the presence of N. caninum by histopathology, immunohistochemistry (IHC) and
PCR in the mammary gland, detect N. caninum DNA in colostrum and milk by PCR and anti-
N. caninum antibodies in blood serum by RIFI at birth and throughout the lactation period.
Ten naturally infected goats with anti-N. caninum antibodies confirmed by RIFI were used
and three seronegative goats as negative controls. Two positive goats died during the
experimental period. Blood samples were collected from the goats on the day of birth (mother
and goat kids before the ingestion colostrum) and monthly (mother and goat kids) until day
120 postpartum. Also, 10 mL of colostrum and milk were collected through manual milking
on the day of parturition (DO0), day 3 (D3), D6, D9, D12, D15, D30, D45, D60, D75, D90,
D105 and D120, totaling 105 samples from positive and 39 from negative animals. The goats
were euthanized under deep anesthesia at the end of 120 days and mammary gland samples
were subjected to PCR and IHC. Histologically, there was discrete or moderate
lymphoplasmacytic inflammation in four and three goats, respectively, however, the parasite
was not observed in histopathology and IHC, but nine of the 10 positive goats presented
Amplicons in the mammary gland and 62 of the 105 milk and colostrum samples were
positive in the PCR, with colostrum being positive in eight of the nine samples tested
(88.88%). The results demonstrate that the lactogenic via is a possible transmission route for
N. caninum and draws attention to the need to test colostrum banks, frequently used in
ruminants.

Key words: Goats. Milk, Neosporosis. PCR
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1. INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario do filo Apicomplexa, que possui 0s canideos
como hospedeiros definitivos (Dubey et al., 1988; Dubey; Schares, 2011). A neosporose &
considerada uma importante causa de aborto em gado leiteiro e de corte em todo o mundo
(Dubey; Schares, 2011) e em caprinos vem se destacando como importante agente de falhas
reprodutivas (Costa et al., 2014, Mesquita et al., 2013, Varaschin et al., 2012).

Apesar do cdo e outros carnivoros eliminarem oocistos no ambiente e estes servirem
como fonte de infecgdo, por via oral, para outras espécies, a transmissao vertical desse agente
é considerada a principal fonte de infeccdo (Almeria et al., 2003) para bovinos (Dubey et al.,
2017; Macaldowie et al., 2004) e caprinos (Costa et al., 2014; Mesquita et al., 2013;
Varaschin et al., 2012).

A neosporose clinica em ruminantes é manifestada pela ocorréncia de abortos
recorrentes e falhas reprodutivas com repeticdo de cio. Os abortos ocorrem geralmente no
periodo de 5 a 6 meses de gestacdo em bovinos e os fetos podem morrer no Utero, serem
absorvidos, mumificados, macerados, nascerem mortos, nascerem vivos com sinais clinicos
ou nascerem clinicamente normais, mas permanentemente infectados (Dubey et al., 2011). Ja
em caprinos, poucos relatos de abortos ou falhas reprodutivas sdo descritos (Mesquita et al.,
2013; Varaschin et al., 2012), porém o nascimento de animais ndo infectados também ¢é
relatado (Mesquita et al., 2013).

O aborto ocorre apds transmissdo transplacentaria. Esta pode ser dividida em exdgena
ou enddgena. A primeira é decorrente da ingestdo de oocistos liberados nas fezes de cées, ja a
segunda € devido a recrudescéncia dos bradizoitos encistados que se transformam na forma
infectante chamada de taquizoitos (Dubey et al., 2011; Rosbottom et al. 2008), porém a
grande maioria dos animais nasce clinicamente sadia (Macaldowie et al., 2004; Mesquita et
al., 2013). Apds a transmissao nao se sabe ao certo os mecanismos especificos causadores do
aborto. Possivelmente fatores como tempo da primeira infeccdo, tempo de recrudescéncia da
infeccdo em animais persistentemente infectados, os efeitos da gestacdo na imunidade
materna, o tipo da cepa parasitaria, susceptibilidade do hospedeiro e o estagio de
desenvolvimento fetal em que a infeccdo foi adquirida podem influenciar na ocorréncia ou
n&o do aborto.

Muitos estudos vém sendo conduzidos para explicar a patogenia da neosporose.

Algumas respostas nosso grupo de estudo demonstrou, entre elas, que a infeccdo por N.
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caninum persiste através das geracdes de cabras congenitamente infectadas. Estudando até
cinco geracOes de cabras, em 95 amostras de soro de animais positivos, 93 continham
anticorpos anti-N. caninum (97,8%) (Oliveira Junior et al., 2020). Também comprovamos,
gue com o0 aumento do numero de geracdes, os filhotes tenderam a ter titulos anti N. caninum
menores (p=0,021) no dia do nascimento. Alteracdes reprodutivas como abortos, natimortos
ou retencgdo fetal ocorreram numa taxa de 10,4% e ndo foram influenciadas pelo titulo anti-N.
caninum da mae, no dia do parto ou aborto. Também detectamos a presenca de DNA de
Neospora caninum em 25% das glandulas mamarias de cabras adultas e secas (Nakagaki et
al., 2016), sendo importante saber se essa positividade pode alterar durante a lactagéo.

H& poucos estudos sobre a importancia da via lactogénica na transmissdo do N.
caninum, principalmente em animais naturalmente infectados. Davison et al. (2001)
demonstraram experimentalmente a transmissdo de N. caninum via leite para bezerros recém-
nascidos, no qual foram inoculados taquizoitos no colostro e leite e fornecido aos animais na
primeira semana de vida. Outros trabalhos também detectaram o DNA do parasito no colostro
e leite de bovinos, principalmente em leite a granel (Dubey, Schares e Ortega-Mora, 2007;
Gharekhani et al., 2021; Moskwa et al., 2003), porém algumas lacunas ainda precisam ser
elucidadas, com por exemplo, se hd um periodo especifico da lactacdo para a transmissdo do
agente. Dessa forma, este projeto tem por objetivo detectar o DNA do Neospora caninum em
colostro e leite nas diferentes fases da lactacéo, associado a detec¢do do agente e avaliacdo de

lesGes em glandula mamaria de cabras naturalmente infectadas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neospora caninum

A neosporose ¢ uma doenca causada pelo Neospora caninum, protozoario do filo
Apicomplexa, familia Sarcocystidae (Dubey et al., 1988). Este parasito é estruturalmente e
geneticamente semelhante ao Toxoplasma gondii, porém antigenicamente distinto (Mineo et
al., 2001; Reid et al., 2012).

O Neospora caninum possui ciclo de vida heteroxeno, ou seja, a reproducdo dele
ocorre de maneira sexuada no hospedeiro definitivo e de forma assexuada no hospedeiro
intermediario, sendo o cdo (Canis familiaris) (Mcallister et al., 1998), o coiote (Canis latrans)
(Gondim et al., 2004), o dingo (Canis lupus dingo) (King et al., 2010) e o lobo cinzento

(Canis lupus) (Dubey et al., 2011) os hospedeiros definitivos e varias espécies animais, entre
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elas, os caprinos (Mcallister et al., 1998) os hospedeiros intermediarios.

O ciclo de vida do N. caninum (Figura 1) se divide em trés estagios infecciosos:
taquizoitos, bradizoitos e oocistos (Dubey, 2017). Os hospedeiros definitivos eliminam
oocistos ndo esporulados nas fezes, apos a ingestdo de tecidos ou 6rgdos dos hospedeiros
intermediarios, provavelmente ingerindo membranas placentarias de animais infectados com
cistos teciduais. Os oocistos ndo esporulados medem em torno de 10-11um de diametro. A
esporulacdo ocorre em torno de 24 horas apos a eliminacdo dos oocistos nas fezes e medem
11,7 x 11,3um (Dubey, 2017; Lindsay et al., 1996). Os cistos de N. caninum sdo
arredondados a ovalados, revestidos por uma parede espessa que pode chegar até 4 um, e sdo
preenchidos por bradizoitos medindo aproximadamente 8 x 2jum, alongados e com um nucleo
subterminal (Dubey et al., 2002). Os taquizoitos sdo ovoides, lunares ou globulares, e medem,
dependendo do estdgio de divisdo de 2 x 6-7,5um e dividem-se em dois zoitos por
endodiogenia. Em animais infectados, os taquizoitos podem ser encontrados em diversas
células tais como celulas do sistema nervoso central, macrofagos, fibroblastos, células

endoteliais, midcitos, células tubulares renais e hepatocitos (Dubey, 2017).

Hospedeiros

definitivos % 4
! % L

W TTon e Ingestio pelos Oocistos nio esporulados
= . canideos liberados nas fezes
4 =

Cistos teciduais em N

Taquizoitos hospedeiros intermediarios

= =

/ //V‘ .
\ \ J ’ Oocistos em

m—\

alimento, aguae

Feto infectado Hospedeiros intermediarios 4__5010 W I

Ingestio pelos I A
hospedeiros \W 4
intermedidrios  —
Oocistos

. esporulados
Agua e alimentos /

contaminados

Figura 1: Ciclo de vida do Neospora caninum.
Adaptado de Dubey (2017).
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2.2 Importéncia da doenca

Atualmente, a neosporose, € considerada a principal causa de aborto em bovinos em
varios paises (Dubey, 2003; Dubey e Lindsay, 1996). Em caprinos h& poucos relatos de
abortos, natimortos ou nascimento de cabritos fracos associados com N. caninum (Dubey,
2003; Eleni et al., 2004; Lindsay et al., 1995; Mesquita et al., 2013; Varaschin et al., 2012).

Levantamentos sorologicos, tém sido realizados em vérias partes do Brasil. A
frequéncia encontrada nos rebanhos estudados em Minas Gerais foi de 10,7% (Varaschin et
al., 2011), sendo esta, maior que os relatados por outros autores que utilizaram a mesma
metodologia para N. caninum, como 1,05% em Mossorrd, RN (Lima et al., 2008), 3,3% em
Patos, PB (Faria et al. 2007), 6,34% no estado de Sdo Paulo (Figliuolo et al., 2004). No
estado da Bahia, valores maiores ao do presente estudo foram obtidos, onde 15% das cabras
testadas foram reagentes (RIFI >1:100) ao N. caninum (Uzéda et al., 2007).

Pesquisas indicam que vacas soropositivas possuem 2 a 26 vezes mais chance de
abortar em relacdo as soronegativas (Lopez-Gatius et al., 2004b; Weston et al., 2005). H& um
aumento nos titulos de anticorpos quatro a cinco meses antes do parto, sugerindo que ocorre
reativacdo de uma infecgéo latente. Pouco se conhece sobre esse mecanismo de reativacao,
embora, ocorra uma parasitemia durante a gestacéo, levando a infecgéo fetal (Dubey, 2003).
Em caprinos 83,3% dos animais tiveram um aumento significativo nos valores de IgG anti-
N.caninum a partir da segunda metade gestacional (Mesquita et al., 2013) e a infeccéo por N.
caninum foi demonstrada em até cinco geracdes de cabras naturalmente infectadas (Oliveira
Junior et al., 2020) evidenciando a manutencdo do agente nos rebanhos pela transmisséo
enddgena ao longo das geracGes de caprinos.

2.3 Transmissao

2.3.1 Transmissao vertical
A transmissdo congénita pode ocorrer quando 0s taquizoitos presentes em um animal
infectado passam para o feto durante a gestacdo (Dubey; Schares; Ortega-Mora, 2007). Esta é
a principal forma de manutencdo da infeccdo no rebanho, sendo que em rebanhos bovinos
infectados, 81% a 95% de vacas soropositivas podem transmitir o agente para a prole (Wouda
et al., 2007).
Schares et al. (1998) analisaram a transmissdo em diferentes familias de bovinos,

testando os animais por grupos, onde 93% dos descendentes foram soropositivos. Nesse
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mesmo estudo fez-se a arvore geneal6gica das familias e em uma delas constatou-se que um
ramo apresentou cinco descendentes soropositivos e um segundo ramo de oito animais
soronegativos, sugerindo que N. caninum pode ser mantido no rebanho com prevaléncia
constante.

Bjorkman et al. (1996) realizaram um estudo com duas familias de bovinos
provenientes de um rebanho com 7% de problemas reprodutivos como natimortalidade,
abortos, mumificacdo fetal e mortes dos bezerros com idade inferior a um més de vida.
Realizaram testes por meio de ELISA e RIFI e observaram que todas as vacas testadas e
consideradas soronegativas tiveram filhos soronegativos, enquanto duas vacas soropositivas
tinham bezerros soropositivos que nasceram nas gestacfes sucessivas. Uma das vacas
soropositivas teve dois filhos, um soronegativo e um soropositivo, indicando que animais
soropositivos podem gerar descendentes soronegativos.

Magalhaes et al. (2014) utilizando a RIFI para titulagdo de anticorpos anti-N. caninum
em bovinos, construiu e analisou 63 arvores genealdgicas de duas a quatro geracles por
familia. Os autores observaram que em 29 (46%) dessas familias, os animais eram
soropositivos para N. caninum. Em cinco dessas familias, todos os animais eram
soropositivos, enquanto em 16 familias, 25% a 90% dos membros eram soropositivos. Nesse
estudo ndo foram comparadas as titulagdes entre mée e filho, bem como néo avaliaram se
houve diminuicdo ou aumento da titulagdo, informando somente se em algum momento
descendentes de méaes soropositivas testavam negativas e concluiram que ndo ocorreu
diferencas entre a soropositividade da progénie em relacdo ao nimero de partos, diferindo de
autores que demonstraram que as taxas de transmissdo pode diminuir com o aumento do
namero de gestacOes (Dijkstra et al., 2003; Lopez-Gatius et al., 2004a) .

Em caprinos, Oliveira Junior et al. (2020) avaliaram seis familias de caprinos
naturalmente infectados. Foram construidas as arvores genealdgicas das familias com trés a
cinco geragOes. Realizaram testes por meio RIFI e verificaram que a infecgdo por N. caninum
se manteve ao longo das geracdes, e que a taxa de transmissdo vertical variou de 71,4% a
100%.
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2.3.2 Transmissao via lactogénica

2.3.2.1 Deteccdo de DNA de N. caninum e T. gondii no leite e colostro.

Os primeiros estudos envolvendo leite e colostro como possivel forma de transmissao
de N. caninum ocorreram de forma experimental, onde quantidades pré-determinadas de
taquizoitos foram inoculadas nas amostras, porém em animais naturalmente infectados néo foi
determinada a importancia e qual a frequéncia dessa via de transmissao. Uggla et al. (1998)
realizaram um estudo experimental com dois bezerros soronegativos, nascidos de maes
também soronegativas. Este inoculou de 3-10x10’ taquizoitos de N. caninum em um
homédlogo de colostro, o qual foi fornecido para cada animal em até 6 horas apds o
nascimento. Apos 15 e 19 semanas os bezerros foram eutanasiados. Em ambos os animais foi
detectado o DNA de N. caninum em cérebro, indicando que a transmissdo via lactogénica é
possivel em bezerros recém-nascidos. J& Davison et al. (2001) administrou colostro e leite
inoculados com taquizoitos para 4 animais no dia do nascimento e para dois bezerros com

uma semana de vida, resultando na soropositividade destes animais para o N. caninum.

DescricOes sobre a identificacdo de DNA de Neospora caninum no leite e colostro de
bovinos sdo escassos (Gharekhani et al., 2021; Moskwa et al., 2003, 2007). Moskwa et al.
(2003) em amostras de leite de animais soronegativos e soropositivos com histérico de aborto,
identificaram o DNA de N. caninum em uma vaca soropositiva, sendo este 0 primeiro caso
detectado em animais naturalmente infectados. J& em 2017, realizaram um estudo em oito
vacas oriundas de um rebanho com histérico de aborto. Os animais foram previamente
testados, sendo oito soropositivas e cinco soronegativas. Foram coletadas amostras de
colostro no dia do parto e de leite no dia seguinte ao parto. As analises das amostras foram
feitas pela técnica de ELISA, para deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum e pela PCR
para deteccdo do DNA de N. caninum. Nesse estudo foi observado que vacas soropositivas
apresentaram anticorpos anti-N. caninum no colostro e leite, bem como PCR positiva,

enguanto as soronegativas permaneceram negativas (Moskwa et al., 2007).

Recentemente foi realizado um estudo para detec¢do de DNA de N. caninum, T. gondii
e Brucella sp. no leite a granel na provincia de Hamedan, no Ird, onde 55%, 5,4% e 2,7% das
amostras foram positivas na PCR para N. caninum, T. gondii e infeccdo mista,
respectivamente (Gharekhani et al., 2021). Por outro lado, trabalhos descrevendo a detec¢édo

de DNA e anticorpos anti-Toxoplasma gondii no colostro e leite de ruminantes, equinos e
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camelos (Bezerra et al., 2015; Camossi et al., 2011; Gazzonis et al., 2019; Liu et al., 2021;

Sroka et al., 2017), sdo mais frequentes e serviram de modelo para esse estudo.

Em um estudo feito na Polbnia, Sroka et al. (2017) avaliaram 60 amostras de leite de
cabras por meio da Nested PCR e PCR em tempo real (RT-PCR) com objetivo de identificar o
DNA de T. gondii. Das 60 amostras, 39 (65%) foram positivas pela RT-PCR e 26 (43%) pela
Nested PCR. Das amostras positivas pela PCR, 11 eram provenientes de cabras soronegativas.
Os autores discutiram que isso pode ocorrer por estar em fase inicial de infeccdo e ndo haver
quantidade suficiente de anticorpos especificos no soro sanguineo para que o animal seja

Soropositivo.

No Brasil foram analisadas 248 amostras de leite de cabras, das quais 0 DNA do T.
gondii foi encontrado em 15 (6,05%). Entretanto, 10 das 15 amostras de leite positivas eram
de animais soronegativos (Bezerra et al., 2015). Ja Gazzonis et al. (2019), avaliaram, na Italia,
as 63 amostras de leite de cabras soropositivas. Dessas, em 13 (20,6%) detectou-se o DNA de
T. gondii pela Nested PCR.

No Brasil, Camossi et al. (2011) avaliaram amostras de leite de ovelhas, coletadas
guinzenalmente até os dois meses de lactacdo. Foram detectados amplicons de T. gondii em
sete amostras de leite em 70 ovelhas soropositivas. Todas as amostras positivas vieram de
ovelhas com titulacdo igual a 256. Nas ovelhas soronegativas ndo foi detectado o DNA de T.
gondii. J& Ossani et al (2017) avaliaram 108 amostras de leite de 42 ovelhas lactantes
soropositivas por meio da RIFI para T. gondii. As amostras foram coletadas nos dias 45, 90 e
120 dias de lactacdo. O DNA do T. gondii foi detectado apenas em cinco das 108 amostras
(4,63%), sendo todas as amostras positivas coletadas aos 90 dias de lactacdo. Estes resultados
demonstram a necessidade de se saber, se 0 N. caninum em cabras se comporta de uma forma
semelhante ao T. gondii e se ha um periodo especifico da lactacdo para a transmissdo do

agente.

2.4 Diagnostico da neosporose

2.4.1 Diagnostico patoldgico

O diagnostico patoldgico da neosporose é baseado nas lesbes histoldgicas produzidas nos
tecidos dos fetos abortados e na identificagdo do protozoario pela técnica de imuno-
histoquimica (Lindsay & Dubey, 1989, Thurmond et al., 1999, Varaschin, 2012).

Lesdes macroscopicas associadas a neosporose sdo raras, sendo descrito em cabras
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somente hidrocefalia com hipoplasia de cerebelo (Dubey et al., 1996), e um quadro de
porencefalia caracterizada por auséncia de substancia branca cerebral com consequente
dilatacdo dos ventriculos laterais pela perda de tecido (hidrocefalia ex-vacuo) (Varaschin et
al., 2012). As lesdes microscopicas sdao muito utilizadas no diagndstico do aborto por N.
caninum e o exame histopatologico deve ser realizado em tecidos de fetos abortados ou
bezerros fracos. Os 6rgédos de eleicdo para o diagnostico histopatoldgico sdo cérebro, coragéo,
figado (Dubey & Schares, 2006), musculo esquelético e pulmdo, estes dois Gltimos
principalmente nos casos de autdlise do encéfalo (Nakagaki et al., 2016; Pescador et al.,
2007).

LesBes microscopicas em fetos associadas a neosporose sdo descritos em caprinos
como infiltrado inflamatorio mononuclear associado ou ndo a focos necroticos no parénquima
de cérebro, pulméo, rim, coracdo e musculo esquelético (Al-Shaeli, Ethaeb e Gharban, 2020;
Mesquita et al., 2013; Moreno et al., 2012; Nakagaki et al., 2016). No sistema nervoso central
foram descritos focos de necrose multifocais circundados por astrocitos, manguitos
perivasculares e gliose (Al-Shaeli, Ethaeb e Gharban, 2020; Barr et al., 1990; Costa et al.,
2014; Mesquita et al., 2013), além de encefalite granulomatosa associada a cisto tecidual
degenerado (Corbellini, Colodel e Driemeier, 2001). J& em placenta foram observadas
placentite ndo supurativa com necrose focal e, por vezes associados com taquizoitos em
trofoblastos e calcificacdo (Al-Shaeli, Ethaeb e Gharban, 2020; Bergeron et al., 2001;
Mesquita et al., 2018; Shivaprasad, Ely e Dubey, 1989).

A imunohistoquimica, amplamente utilizada como método de diagnostico de neosporose
em tecidos, pode chegar a mais de 80% de resultados positivos (Corbellini et al., 2000). Esta
técnica permite a visualizacdo de taquizoitos ou cistos teciduais de N. caninum, associados ou
ndo as areas de lesdo tecidual (Corbellini et al, 2000; Costa et al., 2014; Mesquita et al, 2018;
Shibahara et al., 1999; Varaschin et al., 2012).

2.4.2 Deteccao de anticorpos em soro sanguineo, colostro e leite
Testes sorologicos como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de
aglutinacdo de Neospora (TAN) e vérios ELISAs, sdo amplamente utilizados no diagnostico e
em estudos de soroprevaléncia do N. caninum em vérias espécies animais (Dubey et al.,
2017). A RIFI foi o primeiro teste utilizado para demonstracdo de anticorpos anti-N. caninum,
sendo considerado de referéncia (“gold standard”) quando outros ensaios sdo comparados

(Bjorkman & Uggla, 1999).
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Alguns estudos descrevem a adaptacdo dessas técnicas, como a RIFI (Ooi et al., 2000;
Camillo et al., 2011) e ELISA para identificacdo de anticorpos anti-N. caninum no colostro e
leite de bovinos (Chanlun et al., 2006; Gonzalez-Warleta et al., 2011; Moskwa et al, 2007).
Além disso, verificou-se que ha correlacdo entre a titulacdo de anticorpos no leite com PCR
positiva, quando testados para N. caninum e para T. gondii em bovinos (Gharekhani et al.,
2021) e para T. gondii em caprinos e ovinos (Sadek, Abdel-Hameed e Kuraa, 2015).
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RESUMO

A via lactogénica é pouco estudada como possivel rota de transmissao do Neospora caninum,
ndo existindo pesquisas em caprinos e ovinos, assim como, nas varias espécies animais, o
leite ndo foi avaliado em diferentes periodos de lactacdo quanto a presenca do DNA do
parasito e a glandula mamaria em lactacdo quanto a presenca de lesdes ou do agente. Desta
forma, o objetivo deste estudo € pesquisar a presenga de N. caninum por histopatologia,
imuno-histoquimica (IHQ) e PCR em glandula mamaria, detectar o DNA de N. caninum no
colostro e leite por meio de PCR e de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguineo pela RIFI
no parto e ao longo do periodo de lactacdo. Foram utilizadas dez cabras naturalmente
infectadas confirmadas pela presenca de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI e como
controles negativos trés cabras soronegativas. Foram coletadas amostras de sangue das cabras
no dia do parto (mée e filhote antes de mamar o colostro) e mensalmente (méae e filhote) até o
dia 120 pos-parto. Também foram coletados 10 mL de colostro e de leite através de ordenha
manual no dia do parto (DO0), dia 3 (D3), D6, D9, D12, D15, D30, D45, D60, D75, D90, D105
e D120, totalizando 105 amostras de animais positivos e 39 de animais negativos. Duas cabras
morreram ao longo do periodo experimental. As demais cabras foram eutanasiadas sob
anestesia profunda ao final dos 120 dias e amostras da glandula mamaria foram submetidas a
histopatologia, IHQ e PCR. Histologicamente foi observada inflamacéo linfoplasmocitaria
leve ou moderada em quatro e trés cabras, respectivamente, entretanto nao foi visualizado o
parasito na glandula mamaria. Os resultados da PCR demonstraram o DNA de N. caninum em
nove (90%) de 10 glandulas mamarias, em 54 (56,25%) das 96 amostras de leite, ndo havendo
correlacdo com a titulagdo sanguinea, e em oito (88,89%) das nove amostras de colostro.
Dessa forma, verifica-se que a via lactogénica é uma possivel rota de transmissdao do N.
caninum, além de chamar a atencdo para a necessidade de se testar os bancos de colostro
frequentemente utilizados em ruminantes.

Palavras-chave: Neosporose, Caprinos, PCR.
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INTRODUCAO
Neospora caninum é um protozoario do filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae,

parasito intracelular obrigatdrio, que possui 0s cdes domésticos e canideos selvagens como
hospedeiros definitivos (Dubey & Schares, 2011) e vérias espécies como hospedeiros
intermediérios, entre elas, os caprinos (Dubey et al., 2017). A neosporose é considerada uma
importante causa de aborto em bovinos em todo 0 mundo (Dubey & Schares, 2011), podendo
ocorrer também reabsorcdo embrionaria, mumificacdo fetal, maceracdo fetal,
natimortalidade, nascimento de animais com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas
permanentemente infectados (Dubey & Schares, 2011). Em caprinos N. caninum vem se
destacando como importante agente causador de falhas reprodutivas (Mesquita et al., 2013).

Os canideos liberam oocistos pelas fezes que se tornam infectantes no ambiente e
estes sdo fonte de infeccdo, por via oral, para outras espécies. Entretanto, a transmissao
vertical desse agente é considerada a principal fonte de infec¢do para os ruminantes (Almeria
et al., 2003; Costa et al., 2014; Dubey et al., 2017; Macaldowie et al., 2004; Mesquita et al.,
2013; Varaschin et al., 2012).

Os primeiros estudos envolvendo leite como possivel forma de transmissdo de N.
caninum ocorreram de forma experimental, onde quantidades pré-determinadas de
taquizoitos foram inoculadas nas amostras de leite ou em homologos (Davison et al., 2001;
Uggla et al., 1998). A identificacdo de DNA de Neospora caninum no leite e colostro de
bovinos sdo escassos (Gharekhani et al., 2021; Moskwa et al., 2003, 2007). Moskwa et al.
(2003) em amostras de leite de vacas soronegativas e soropositivas com histérico de aborto,
identificaram o DNA de N. caninum em uma vaca soropositiva, sendo este 0 primeiro caso
detectado em animais naturalmente infectados.

Dessa forma, este estudo tem por objetivo detectar o DNA de Neospora caninum em
colostro e leite, de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguineo e pesquisar a presenca do

parasito em glandula mamaria de cabras naturalmente infectadas.

MATERIAIS E METODOS

Manejo dos caprinos e coleta de sangue

Foram utilizadas 10 cabras naturalmente infectadas por N. caninum, com idade entre 2
e 10 anos, histérico de abortos e nascimento de filhotes soropositivos (antes de mamar
colostro) e trés cabras soronegativas, todas testadas previamente pela RIFI para pesquisa de

anticorpos anti-N. caninum. O rebanho era mantido pelo Setor de Patologia Veterinaria do
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Departamento de Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinaria da

Universidade Federal de Lavras h4 10 anos.

Todas as cabras foram mantidas em um piquete telado durante o dia e em baias de
alvenaria durante o periodo noturno. Neste ambiente, receberam alimentacdo (feno/silagem e
racdo) duas vezes ao dia e agua ad libitum. Além disso, passaram por exame clinico e exames

coproparasitologicos e vermifugacao periddica.

As cabras foram emprenhadas através de monta natural. Para confirmacdo de prenhez
realizou-se a ultrassonografia no dia 30 apds a monta e periodicamente realizada para
monitorar a viabilidade fetal. O sangue da mée e dos filhotes (pré-colostro) foram coletados
no dia do parto e mensalmente até 120 dias p6s-parto. Foram coletados 5 mL de sangue, o
qual foi centrifugado a 3000rpm durante 10 minutos e o soro armazenado a -20°C até a
realizacdo da RIFI, conforme protocolo estipulado por Mesquita et al. (2013).

Todas as cabras foram testadas previamente e eram negativas para Toxoplasma gondii

(RIFI), Brucella spp, Coxiella burnetti e Chlamydia spp. (PCR).

Coleta das amostras de colostro e leite

Foram coletados 10 mL de colostro e de leite através de ordenha manual. Realizou-se
a antissepsia dos tetos com alcool iodado e uso de luvas durante a manipulagdo. As amostras
foram armazenadas individualmente em tubo tipo Falcon® estéril e mantidas sob refrigeracéo
até a chegada ao laboratério, onde foram armazenadas a -20°C. As coletas foram realizadas
no dia do parto (DO0), dia 3 (D3), D6, D9, D12, D15, D30, D45, D60, D75, D90, D105 e
D120.

As amostras foram centrifugadas a 2500rpm durante 15 minutos para separa¢do de trés
fases do leite: gordura, liquida (intermediaria) e precipitado (so6lida). A fase liquida foi
desprezada e as fases de gordura e sélida foram misturadas e o resultado dessa mistura foi
armazenado em microtubos tipo eppendorf® e armazenados a -20°C para posterior extragdo
de DNA e amplificacao.

Coleta de material para exame histopatoldgico, imuno-histoquimico e PCR

Ao final do experimento, as cabras adultas foram eutanasiadas seguindo o codigo de
ética da veterinaria, protocolo CEUA/UFLA numero 099/22, por meio de sedagdo (Xilazina)
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e anestesia profunda (Tiopental + KCI). Amostras de glandula maméria direita e esquerda
(Figura 1) foram coletados em 6 regides (1-6) em formalina a 10% tamponada para
histopatologia e imuno-histoquimica. Estas amostras, também foram coletadas e congeladas a

-20°C para posterior realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

LE

Fig. 2: Locais de coleta de material de glandula mamaria de cabras. LD: Lateral direito. LE:
Lateral esquerdo. M: medial.

Reacéo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi utilizada para a pesquisa de
anticorpos IgG anti- Neospora caninum em soro sanguineo armazenados em microtubos a -
20°C, conforme técnica previamente padronizada (Mesquita et al., 2013, Oliveira Junior et al.,
2020). Foram utilizados como antigeno taquizoitos de N. caninum (amostra “NC-Beef”)
adquiridos comercialmente e como controle positivo e negativo, soro sanguineo ja testados
anteriormente por Oliveira Junior et al. (2020).

Os soros foram descongelados em temperatura ambiente e em seguida diluidos a um
ponto de corte de 1:50. Os soros foram incubados com antigenos a 37°C por 30 minutos em
camara Umida. Apos a incubacdo, as laminas foram lavadas em PBS por duas vezes e, mais
duas vezes em agua destilada, e secas a temperatura ambiente. Apos a secagem das laminas,
foi aplicada imunoglobulina marcada com o conjugado fluoresceina-anti-lgG caprino
(conjugado Sigma Chemical), diluido em PBS (1:100).

As laminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Em seguida, submetidas ao
mesmo processo de lavagem, secas a temperatura ambiente e cobertas com glicerina

tamponada 10% e examinadas por meio do microscépio de luz ultravioleta. Em cada lamina
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foram colocados 0s soros controles positivo e negativo. Os soros positivos foram diluidos em
base dois e testados para determinar o titulo méximo da reacdo. O titulo de anticorpos foi
obtido pela maior diluicdo que resultou na completa fluorescéncia da superficie de taquizoitos

de N. caninum (Figliuolo et al., 2004).

Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) em colostro, leite e tecidos

A extracdo do DNA de amostras de colostro e leite foi realizada utilizando-se o kit
comercial Wizard Genomic Purification System (Promega, Madison, USA), por meio da
técnica de lise por proteinase K, segundo as recomendacdes do fabricante. As concentraces
(ng/ul) e qualidade do DNA extraido foram determinadas no espectrofotdmetro NanoDrop™
Lite Plus Microvolume Spectrophotometer (Thermo Scientific) e eletroforese em gel de
agarose a 1,5%. Para a detec¢do de Neospora caninum foram sintetizados iniciadores (Sigma-
Aldrich) para a amplificacdo de sequéncias genéticas do protozoario em questdo, tendo como
molde seu Cromossomo XII. Desta  forma, 0S primers  forward
CTGTTAGAAGGTGCGGCGAA e reverse TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT amplificam um
fragmento de 168pb. Cada reacdo de cadeia de polimerase foi realizada constituida de 10X de
solugéo tampdo de PCR (MBI Fermentas); 50 mM de MgClI2; 2 mM de cada dNTP; 100ng da
amostra de DNA; 5 U de Tag DNA Polimerase (Phoneutria Biotecnologia e Servigos), 5 mM
dos iniciadores forward e reverse; agua tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) autoclavada
para completar um volume final de 20ul. Como controle positivo, foram utilizadas amostras
de taquizoitos isolados e cultivo celular e, como controle negativo (um feto sem lesGes de
neosporose e com diagndstico negativo na IHQ e PCR) e um controle branco. As reagdes
foram realizadas em termociclador (Touch termal cycler T960) conforme o seguinte
protocolo: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
anelamento a 60°C por 30 segundos, extensao a 72°C por 60 segundos e extenséo final a 72°C
por 7 min. As amostras foram aplicadas em gel de agarose de alta resolugdo 1,5% com
brometo de etidio (0.5 mg/ mL) (Ludwig Biotecnologia Ltda., Brasil), em cuba de eletroforese
horizontal a 120 volts contendo tris-borato-EDTA (TBE) (89 mM Tris Base, 89 mM de &cido
borico e 2 MM EDTA,; pH 8.0; todos da Sigma Aldrich, USA) como tampéo de corrida. Com
0 auxilio de 5 microlitros de padréo de peso molecular (Ladder da Ludwig® 100pb, Brasil) as
bandas foram identificadas. Apds a eletroforese, cada gel foi visualizado por luz ultravioleta e

fotografado (L-P1X EX, Loccus Biotechnology, Brasil).
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As amostras das glandulas mamarias foram submetidas a metodologia semelhante a de
colostro e leite. As amostras de DNA foram extraidas de 20 pg de tecido, previamente

armazenado a -20°C.

Histopatologia e Imuno-histoquimica

Todas as amostras de glandula mamaria foram processadas rotineiramente para
histopatologia, desidratados em escala crescente de alcoois, diafanizados em xilol e imersos
em parafina. Na sequéncia foram incluidos em parafina e cortados em se¢des de 3-5 um e
posicionados em laminas comuns para histopatologia e silanizadas para realizacdo de imuno-
histoquimica. As lesbes foram classificadas em discretas, moderadas e acentuadas.

Na imuno-histoguimica foi utilizado o anticorpo primario policlonal anti-N. caninum,
produzido em cabras (VRMD, Pullman, USA) e um kit comercial (Polimero Histofine Simple
Stain Mouse MAX PO (G) anti-goat primary antibody) contendo anticorpo secundario
conjugado com biotina e estreptavidina conjugada com peroxidase, segundo técnica imuno-
histoquimica utilizada por Varaschin et al. (2012). A reacdo foi revelada com o 3,3-

diaminobenzidina (DAB) e avaliada ao microscépio de luz.

RESULTADOS

Duas cabras morreram durante a execu¢do do experimento, sendo coletado apenas o
colostro e glandula mamaria da cabra 4 que morreu no parto e somente a glandula mamaria
da cabra 6 que morreu no terco médio de gestacdo por toxemia da prenhez.

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em soro sanguineo das cabras do dia
do parto (D0), dia 30 p6s-parto (D30), D60, D90 e D120 estdo demonstrados na Tabela 1 e
dos cabritos pré-colostro na Tabela 2. Trés cabras abortaram, ndo sendo possivel a coleta do
sangue dos filhotes.

Durante os quatro meses de lactacdo houve discreta oscilacdo da titulacdo das cabras.
As cabras 2 e 5 apresentaram titulacdo 1:50 no dia do parto. A cabra 2 apresentou sorologia
negativa no D30 e a cabra 5 apresentou sorologia negativa nos dias 60 e 90 pos-parto, poréem

ambas apresentaram titulacdo em coletas subsequentes.
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Tabela 1. Resultado da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta em soro sanguineo de cabras
naturalmente infectadas por Neospora caninum do dia do parto até 120 dias de lactacao.

Cabra DO D30 D60 D90 D120
1x** 1:6400 1:3200 1:1600 1:3200 1:3200
2 1:50 <1:50 1:50 1:50 1:50
3 1:6400 1:3200 1:3200 1:1600 1:3200
4* 1:3200 NC NC NC NC
5 1:50 1:50 <1:50 <1:50 1:50
6** 1:800 NC NC NC NC
THF* 1:800 1:800 1:400 1:800 1:400
8 1:3200 1:1600 1:6400 1:3200 1:1600
g*** 1:1600 1:3200 1:3200 1:1600 1:3200
10 1:400 1:800 1:800 1:400 1:1600
11 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
13 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

NC: N4o coletou; *Eutanasia; **Obito por toxemia da prenhez; ***Distlrbio reprodutivo.

A sorologia dos filhotes (F) pré-colostro demonstrou que alguns cabritos nascidos de
mées com titulacBes baixas no dia do parto apresentaram titulacdo menores (F7 e F8) ou nao

apresentaram anticorpos anti-N. caninum ao nascimento (F1, F2, F3 e F4).

Tabela 2. Titulacdo por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta em soro sanguineo pré-
colostro dos cabritos de cabras naturalmente infectadas por Neospora caninum.

Mae Cabrito DO

2 F1 Negativo
F2 Negativo

3 F5 1:1600
F6 1:800

5 F3 Negativo
F4 Negativo

8 F9 1:400
F10 1:1600

10 F7 1:200
F8 1:50

11 F11 Negativo

12 F12 Negativo

13 F13 Negativo

Na avaliacdo histolégica das 10 glandulas mamérias foi observada inflamacé&o
linfoplasmocitaria leve ou moderada em quatro e trés cabras, respectivamente. Nessas
amostras ndo foram visualizados cistos ou taquizoitos de N. caninum nos tecidos pela

coloracdo de Hematoxilina e Eosina e pela marcagdo imuno-histoquimica.
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Na PCR das glandulas mamérias foi detectado o DNA de N. caninum (Figura 2) em
nove das 10 cabras, sendo, em cinco delas em todos os fragmentos coletados (100%) (Tabela
3).

Fig. 3. Deteccdo de DNA de Neospora caninum em glandula mamaria e colostro de cabras
naturalmente infectadas.

500pb
400pb
300pb

200pb

LA: Ladder; C-: controle negativo; C+: Controle positivo; Cabra 3 — Glandula mamaria
direita: (1-6) amostras de 1 a 6. Glandula mamaria esquerda: amostras de 7 a 12; Cabra 4 -
(L4) colostro.

Tabela 3. Resultado da PCR das glandulas mamarias das cabras naturalmente infectadas por
Neospora caninum.

Cabra Glandula mamaria direita Glandula mamaria esquerda

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

1 - + - + + + + + + + + +
2 + + - + + + - - - - - -
3 + + + + + + + + + + + +
4* + + + + + + + + + + + +
5 + + + + + + + + + + + +
6** + + - - - - - - - + - -
7 + - - + + + + + - + + +
8 + + + + + + + + + + + +
9 + + + + + + + + + + + +
10 - - - - - - - - - - - -

*Eutanasia; **Obito por toxemia da prenhez.

Na avaliacdo pela PCR das 105 amostras, sendo nove de colostro e 96 de leite
provenientes de cabras soropositivas, em 62 amostras (59,05%) foram detectados o0 DNA do
N. caninum (Tabela 4), com variacdo nos resultados positivos ao longo do periodo de
lactacdo (cabras 3, 7 e 9), sendo que duas cabras foram positivas em toda lacta¢do (cabras 5 e
8), enquanto a cabra 1 testou positiva apenas no DO e a cabra 10 testou negativa em todo o
periodo lactacional.
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O colostro foi a amostras com maior positividade, quando comparado aos demais dias
de lactacdo, totalizando oito positivos em nove amostras. Nas demais amostras de leite em
todos os dias coletados foi detectado o DNA do N. caninum, sendo os dias D3, D6, D9, D30,
D60, D75 e D105 com um numero maior de cabras positivas (cinco animais).

As cabras negativas (11, 12 e 13) mantiveram negativas nos testes de RIFI e PCR,

indicando que ndo houve transmissao horizontal de N. caninum durante a fase experimental.

Fig. 3. Deteccdo de DNA de N. caninum em colostro e leite de cabra naturalmente infectada.
c+ 1. 2 =384 a8 90 10118 2851 3

500pb
400pb
300pb

200pb

Cabra 3 - LA: Ladder; C-: controle negativo; C+: Controle positivo; 1: Dia 0 (D0); 2: D3; 3:
D6; 4: D9; 5: D12; 6: D15; 7: D30; 8: D45; 9: D60; 10: D75; 11: D90; 12: D105; 13: D120.

Tabela 4. Resultado da PCR do colostro e leite de cabras naturalmente infectadas por N.
caninum.

Cabra DO D3 D6 D9 D12 D15 D30 D45 D60 D75 D90 D105 D120

1 + - - - - - - - - - - - -

2 + + + + + + + + + + - + +

3 + + + + + + + - + + + + +

4* + NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
5 + + + + + + + + + + + + +
6** NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
7 + - + - - - + + - - - - -

8 + + + + + + + + + + + + +

9 + + - + - - - - + + - + -

10 - - - - - - - - - - - - -

11 - - - - - - - - - - - - -

12 - - - - - - - - - - - - -

13 - - - - - - - - - - - - -

NC: N&o coletou; *Eutanasia; **Obito por toxemia da prenhez.
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DISCUSSAO

Neste estudo, a deteccdo do DNA do N. caninum foi mais frequente no colostro, em 88,88%
das amostras e, apesar deste ter sido detectado ao longo da lactacdo, os resultados sugerem que 0
colostro € uma das principais vias de transmissdo no rebanho.

N&o ha estudos anteriores sobre identificacdo de DNA de Neospora caninum no leite e
colostro de caprinos ao longo do periodo de lactacdo e poucos relatos em bovinos (Moskwa et
al., 2003, 2007; Gharekhani et al., 2021).

Neste rebanho foi verificado que cabras com titulagbes mais altas geraram filhotes
com titulacGes altas enquanto as cabras com titulagdo menor geraram filhotes com titulacdes
mais baixas ou negativos comprovado a transmissdo transplacentaria em alguns animais,
semelhante ao relatado por Mesquita et al., (2013), que descreveram o nascimento de filhotes
negativos a partir de maes positivas. Entretanto ndo pode ser descartada uma infecgéo tardia
nos fetos resultando em um estimulo insuficiente para a detec¢do de anticorpos ao nascimento
(PARE et al., 1996).

N&do foram observados cistos ou taquizoitos de N. caninum nas glandulas mamarias
das cabras, apesar da alta positividade na PCR (88,88%) e desta forma o processo
inflamatorio ndo foi associado ao parasito. Alguns autores evidenciam que os cistos teciduais
de N. caninum ndo sdo observados (Vonlaufen et al., 2004; Goodswen et al., 2013),
principalmente em animais naturalmente infectados e adultos (Nakagaki et al., 2016). Em um
estudo em cabras adultas que ndo estavam gestando ou amamentando, o DNA de N. caninum
foi detectado em 42,85% da musculatura esquelética coletada e em 25% das glandulas
mamarias, mas sem a visualizacdo de estruturas parasitarias (Nakagaki et al., 2016). Acredita-
se que em animais adultos a ocorréncia de lesbes e formacédo de cistos seja dificultada pelo
fato de os animais estarem imunologicamente protegidos e serem portadores subclinicos do
parasito ou por ser uma infeccgdo cronica (Malaguti et al., 2012).

Neste estudo, em 90% das cabras soropositivas foi detectado o DNA de N. caninum
em alguma fase da lactacdo, porém ndo ocorreu uma correlacdo com a época da lactacdo e
titulos maiores ou menores de anticorpos no soro. Um achado importante é que nas duas
cabras com o menor titulo, o DNA do parasito foi detectado em todo o periodo da lactacdo,
estes achados poderiam ser justificados por uma recrudescéncia mais tardia dos bradizoitos
encistados (Dubey et al., 2011) na qual a quantidade de anticorpos ndo é suficiente para ser
detectada no soro, somado a maior sensibilidade do PCR para o diagnostico da infeccéo
(Dubey e Schares, 2006). Ja nas cabras soronegativas ndo ocorreu deteccdo do DNA do N.

caninum. Esses resultados sdo semelhantes aos achados no leite (Moskwa et al., 2003) e
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colostro de uma vaca (Moskwa et al., 2007) onde a identificacdo do DNA do parasito ocorreu
somente em animais soropositivos. Porém quando esses achados sdo expandidos para outro
protozoario, o T. gondii o DNA do T. gondii foi encontrado em amostras de leite tanto de
caprinos soropositivos (Bezerra et al., 2015) como soronegativos (Bezerra et al., 2015, Sroka
et al., 2017). J& em ovelhas lactantes soropositivas, 0 DNA do T. gondii foi detectado apenas
em 4,63% das amostras, sendo todas as amostras positivas coletadas aos 90 dias de lactacdo
(Ossani et al., 2017).

CONCLUSAO

A presenca de DNA de N. caninum no colostro e leite de cabras soropositivas nao
confirma a viabilidade do parasito, mas demonstra que a via lactogénica pode ser uma
possivel via de transmissdo do N. caninum dentro de um rebanho caprino. Além disso, aponta
para a necessidade de se testar os bancos de colostro frequentemente utilizados em

ruminantes, antes de serem administrados para 0s animais.
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CERTIFICAD{

Certificamos gue a proposta intitulada * Deteccdo de DMWA de Neospora
caninum em colostro, leite e gldndula mamadria, lesbes teciduais e de
anticorpos  anti=-M. caninum em colostro e leite de cabras naturalmente
infectadas * protoccle n® 00922, sob a responsabilidade de Mary Suzan
Waraschin, Flademir Wouters, Djeison Lutier Raymundo, Angélica T. Barth
Wouters e lvam Moreira de Oliveira Junior, gque envolve a producio,
manutengio efou utiizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
“erebrata (excetc homem), para fins de ensino elou pesguisa cientlfica,
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.888, de 15 de julho de 2008, & com as normas edificadas
pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA), do
Ministérioc da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI), e foi aprovada pela
COMISSAD DE ETICA MO USD DE AMIMAIS (CEUA) da Pré-Reitoria de
Pesguisa/UFLA, em reunido de 24/03/2022,

Vigéncia da autorizagdo: de 01/04/2022 a 28/0272023

Finalidade: [ ) Ensino (x ) Pesquisa Cientlfica

Espéciellinhagem/raga: Caprino

MWumero de animais aprovados: 15

Peso/ldade: 10 a T0kg / Banocs

Sexo: famea

Origem dos animais (documento apresentado pelo pesquisador responsavel e
arguivado pela CEUA)
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