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RESUMO

Neosporose é uma doenca parasitaria responsavel por grandes perdas econémicas na industria
mundial da bovinocultura de corte e leite. Em caprinos, as complicacdes em fémeas prenhas
incluem abortos, natimortos e nascimento de animais fracos ou normais, mas infectados. Como
métodos de diagnostico, pode ser utilizado a deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum no
soro pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a pesquisa de lesGes e do parasito em
fetos abortados, associados a marcacdo imuno-histoquimica ou a deteccdo do DNA de N.
caninum nos tecidos. A deteccdo de anticorpos-anti N. caninum no leite de bovinos tem
apresentado boa concordancia quando comparados aos titulos sanguineos por meio da RIFI.
Em cabras ndo existem estudos que comparem os titulos de anticorpos no colostro e leite com
0 soro sanguineo. Sendo assim o objetivo deste estudo é identificar anticorpos anti-Neospora
caninum em colostro e leite de cabras naturalmente infectadas e avaliar a cinética de anticorpos.
Foram utilizadas nove cabras naturalmente infectadas, confirmadas pela presenca de anticorpos
anti-N. caninum pela RIFI e trés cabras soronegativas como controles negativos. Foram
coletadas amostras de sangue das cabras no dia do parto (mée e filhote antes de mamar o
colostro) e mensalmente da mae 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, D60, D90 e D120, totalizando 81 amostras de animais positivos. Os resultados
demonstraram que foram detectados anticorpos anti-N. caninum em 100% das amostras de soro
(9/9) no dia do parto, em 88,88% do colostro (8/9) e em 58,33 % (42/72) das amostras de leite,
considerando que uma cabra foi eutanasiada ao longo do periodo experimental, sendo que
cabras com titulos maiores no soro tenderam a apresentar maior titulacdo no colostro e somente
25% das cabras (2/8) apresentaram anticorpos anti-N. caninum ao longo dos 120 dias de
lactacdo, os quais foram progressivamente diminuindo nas amostras de leite. Os resultados
demonstram que a RIFI pode ser utilizada para a triagem de rebanhos caprinos positivos para
N. caninum, principalmente em colostro e em leite de 75% dos animais até o décimo quinto dia

de lactacéo.

Palavras-chave: Caprinos; Diagnéstico soroldgico; Pequenos ruminantes.



ABSTRACT

Neosporosis is a parasitic disease responsible for major economic losses in the global beef and
dairy cattle industry. In goats, complications in pregnant females include abortions, stillbirths,
and birth of weak or normal but infected animals. As a diagnostic method, the detection of anti-
Neospora caninum antibodies in serum by Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT), the
presence of lesions and the parasite in aborted fetuses, associated with immunohistochemical
labelling or detection of N. caninum DNA in tissues, can be used. The detection of anti-N.
caninum antibodies in bovine milk has shown good agreement when compared to blood titers
by IFAT. In goats, there are no studies comparing antibody levels in colostrum and milk with
blood serum. Therefore, the objective of this study is to identify anti-Neospora caninum
antibodies in colostrum and milk of naturally infected goats and to evaluate the kinetics of
antibodies. Nine naturally infected goats, confirmed by the presence of anti-N. caninum
antibodies by IFAT, and three seronegative goats were used as negative controls. Blood samples
were collected from the goats on the day of parturition (mother and kid before suckling
colostrum) and monthly from the mother until day 120 postpartum. Ten mL of colostrum and
milk were also found by manual ordering on the day of parturition (D0), day 3 (D3), D6, D9,
D12, D15, D30, D60, D90 and D120, totaling 81 samples from positive animals. The results
revealed that anti-N. caninum in 100% of serum samples (9/9) on the day of calving, in 88.88%
of colostrum (8/9) and in 58.33% (42/72) of milk samples, considering that one goat was
euthanized during the experimental period, with goats with higher serum titers tending to
present higher titers in colostrum and only 25% of the goats (2/8) presented anti-N. caninum
antibodies throughout the 120 days of lactation, which were progressively decreasing in the
milk samples. The results demonstrate that IFAT can be used to track goat herds positive for N.
caninum, mainly in colostrum and in milk from 75% of the animals up to the fifteenth day of

lactation.

Keywords: Goats; Serological diagnosis; Small ruminants.



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

Neosporose é uma doenca parasitaria responsavel por grandes perdas econdémicas na industria
mundial da bovinocultura de corte e leite. Em caprinos, as complicacfes em fémeas prenhas
incluem abortos, natimortos e nascimento de animais fracos ou normais, mas infectados.
Somado a isso a transmissao transplacentaria € a principal forma de manutencao do parasito no
rebanho. Como métodos de diagndstico, pode ser utilizado a deteccdo de anticorpos anti-N.
caninum no soro pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e a pesquisa de lesbes e
do parasito em fetos abortados, associados a marcagdo imuno-histoquimica ou a deteccdo do
DNA de N. caninum nos tecidos. A deteccdo de anticorpos anti-N. caninum no leite de bovinos
tem apresentado boa concordancia quando comparados aos titulos sanguineos por meio da RIFI.
Em cabras ndo existem estudos que comparem os titulos de anticorpos no colostro e leite com
0 soro sanguineo. Sendo assim o objetivo deste estudo € identificar anticorpos anti-N. caninum
em colostro e leite de cabras naturalmente infectadas e avaliar a cinética de anticorpos até 120
dias de lactacao. Os resultados demonstraram que foram detectados anticorpos anti-N. caninum
em 100% das amostras de soro (9/9) no dia do parto, em 88,88% do colostro (8/9) e em 58,33
% (42/72) das amostras de leite, sendo que cabras com titulos maiores no soro tenderam a
apresentar maior titulacdo no colostro e somente 25% das cabras (2/8) apresentaram anticorpos
anti-N. caninum ao longo dos 120 dias de lactagdo. Os resultados demonstram que a RIFI pode
ser utilizada para a triagem de rebanhos caprinos positivos para N. caninum, principalmente em

colostro e em leite de 75% dos animais até o décimo quinto dia de lactacao.



SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

Neosporosis is a parasitic disease responsible for major economic losses in the global beef and
dairy cattle industry. In goats, complications in pregnant females include abortions, stillbirths,
and birth of weak or normal but infected animals. Transplacental transmission is the main way
of maintaining the parasite in the herd. As a diagnostic method, the detection of anti-N. caninum
antibodies in serum by Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT), the presence of lesions and
the parasite in aborted fetuses, associated with immunohistochemical labelling or detection of
N. caninum DNA in tissues, can be used. The detection of anti-N. caninum antibodies in bovine
milk has shown good agreement when compared to blood titers by IFAT. In goats, there are no
studies comparing antibody levels in colostrum and milk with blood serum. Therefore, the
objective of this study is to identify anti-N. caninum antibodies in colostrum and milk of
naturally infected goats and to evaluate the kinetics of antibodies up to 120 days of lactation.
The results revealed that anti-N. caninum in 100% of serum samples (9/9) on the day of calving,
in 88.88% of colostrum (8/9) and in 58.33% (42/72) of milk samples, considering that one goat
was euthanized during the experimental period, with goats with higher serum titers tending to
present higher titers in colostrum and only 25% of the goats (2/8) presented anti-N. caninum
antibodies throughout the 120 days of lactation, which were progressively decreasing in the
milk samples. The results demonstrate that IFAT can be used to track goat herds positive for N.
caninum, mainly in colostrum and in milk from 75% of the animals up to the fifteenth day of

lactation.
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1 INTRODUCAO

O rebanho brasileiro de caprinos é composto por 12.366.233 cabecas (IBGE, 2022).
Apesar de ndo existirem dados sobre 0s prejuizos econdémicos em caprinos, dentre as principais
doencas que causam grandes perdas econdémicas na bovinocultura de corte e de leite, encontra-
se a neosporose, uma doenca parasitaria causada pelo protozoario Neospora caninum (Reichel
et al., 2013). A neosporose acomete varias espécies domésticas e silvestres em diversos paises,
entre elas bovinos (Dubey, Schares e Ortega-Mora, 2007; Orlando et al., 2014), caprinos
(Mesquita et al., 2013, Nakagaki et al., 2016, Oliveira Junior et al., 2020) suinos (Gui et al.,
2019) ovinos (Gonzélez-Warleta et al., 2014, Pereira et al., 2021) e aves marinhas (Sato et al.,
2024).

Em caprinos as maiores complicacdes em fémeas prenhas, incluem abortos, natimortos,
nascimento de animais fracos ou animais sem manifestacdes clinicas, mas permanentemente
infectados (Porto et al., 2016; Mesquita et al., 2018), associadas ou nédo a lesbes placentarias
causadas pela infeccdo por N. caninum (Mesquita et al., 2018). J4 em cabras adultas saudaveis,
ndo prenhas, naturalmente infectadas pelo protozoario, mas com histérico da ocorréncia de
abortos e natimortos, foi detectado 0 DNA de N. caninum em musculatura esquelética, cardiaca,
glandula maméria, ovario e Utero (Nakagaki et al., 2016), sugerindo a passagem do parasito

pela glandula mamaria.

Além da deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum no Soro sanguineo, estes
também tem sido detectados em amostras de leite individual ou coletivas de bovino (Camillo
et al. 2011a, 2011b, Cirone et al., 2021, Villa et al., 2024) e em colostro de ovinos (Bezerra et
al., 2022), utilizando provas sorolégicas como a reacao de imunofluorescéncia indirete (RIFI)
(Camillo 2011a, 2011b; Cirone et al., 2021; Bezerra et al., 2022) ou o teste imunoenzimatico
(ELISA) (Cirone et al., 2021, Villaet al., 2024) e apresentando boa concordancia nos resultados
quando comparado a titulacdo no soro sanguineo (Camillo et al. 2011a, 2011b; Bezerra et al.,
2022). Ainda ndo ha estudos demonstrando os titulos de anticorpos anti-N.caninum em colostro
e leite ao longo do periodo de lactacdo de caprinos, assim como a sua comparacdo com a
titulacdo sanguinea. Desta forma este estudo tem por objetivos detectar e titular os anticorpos
anti-Neospora caninum em colostro e leite durante o periodo de lacta¢do de cabras naturalmente

infectadas e avaliar a cinética dos anticorpos através da RIFI no colostro, leite e soro sanguineo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Neospora caninum

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatério do filo Apicomplexa,
subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae e género Neospora (Dubey et al., 1988; Dubey,
Hemphill e Schares, 2017). O parasito foi descrito pela primeira vez em 1984, em cées boxer
na Noruega, como um protozoario ndo identificado, semelhante ao Toxoplasma gondii (Bjerkas
etal., 1984; Khan, 2020). Em 1988, este foi denominado como N. caninum (Dubey et al., 1988)
e tornou-se conhecido como uma doenca grave, responsavel pelo aumento da mortalidade
neonatal principalmente em bovinos e cées (Ellis et al., 1994; Dubey et al., 1998; Dubey,
Schares e Ortega-mora, 2007; Dubey, Hemphill e Schares, 2017).

Ha relatos de neosporose acometendo bovinos (Macaldowie et al., 2004; Dubey e
Schares, 2006, Dubey, Hemphill e Schares, 2017;) cabras (Dubey et al., 1996; Varaschin et al.,
2012; Mesquita et al., 2013; Costa et al., 2014; Oliveira Junior et al., 2020), cavalos, veados e
caes (Dubey et al., 1996, Dubey, Hemphill e Schares, 2017) ovelhas (Basso et al., 2022),
bufalos (Silva et al., 2013), porcos domésticos (Gui et al., 2019) e selvagens (Soares et al.,
2016), corvos (Salant et al., 2015), aves marinhas (Sato et al., 2024), e com sorologia positiva
em seres humanos (Dubey, Hemphill e Schares, 2017; Duarte et al., 2020). Ja em equinos a
infeccdo esta relacionada a outra espécie Neospora hughesi, que possui uma diferenca de 6%
no antigeno de superficie (SAG1) quando comparado ao antigeno de superficie (mAb 6¢11) do

N. caninum e de 9% dos aminoacidos no antigeno de superficie SRS2 (Khan et al., 2020).

O ciclo de vida do N. caninum (Figura 1) consiste em trés estagios: taquizoitos,
bradizoitos e oocistos (Dubey, Hemphill e Schares, 2017). Os bradizoitos sdo alongados e
medem aproximadamente 8 x 2 um. Os taquizoitos sdo ovoides, lunares ou globulares, medindo
cercade 3 a7 umpor 1 a5 pm. Sdo importantes na transmissao transplacentaria (transmissao

vertical), podendo infectar células de qualquer tecido do feto. (Dubey et al., 2002)

Nos hospedeiros definitivos, como caes, coiotes, lobos cinzentos e dingos, ocorre a fase
de reproducdo sexuada, enquanto a reprodugdo assexuada ocorre nos hospedeiros

intermediarios, que podem ser vérias espécies, entre elas os caes e cabras (Dubey, Hemphill e
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Schares, 2017). Os oocistos diploides ndo esporulados sofrem meiose e formam esporozoitos
hapldides e ap6s 24 horas no ambiente, com umidade e temperatura adequadas, sofrem
esporulacdo. Esses oocistos esporulados sdo infectantes e servem de fonte de infecgéo
(transmissdo horizontal) para os animais, através da ingestdo de alimentos ou &gua
contaminados (Dubey, Schares e Ortega-mora, 2007; Khan et al., 2020). No organismo o0s
esporozoitos se tornam taquizoitos, que invadem as células e se replicam por endodiogenia
dentro de um vacutolo parasitéforo, repetindo esse processo vérias vezes. Em resposta a
imunidade inata e adaptativa do hospedeiro, esses taquizoitos passam para um estagio semi-
dormente de crescimento lento, que é conhecido como fase de bradizoitos, encontrados dentro
do cisto parasitario (Khan et al., 2020).

Os cistos de N. caninum podem persistir por toda a vida do hospedeiro sem causar
manifestacdes clinicas (Almeria et al., 2017), sendo encontrados principalmente no sistema
nervoso central e musculaturas cardiaca e esquelética (Dubey, Schares e Ortega-mora, 2007).
Estes podem chegar a 107 pm de didmetro (Dubey e Lindsay, 1996; Hemphill e Gottstein,
1996), sdo arredondados a ovalados, revestidos por uma parede espessa com até 4 um, e

preenchidos por bradizoitos (Dubey et al., 2002).

Em infeccbes latentes, esses bradizoitos podem ser convertidos em taquizoitos que
comecam o processo de reinfeccdo de novas células, o que pode ocorrer principalmente em
hospedeiros imunocomprometidos. O ciclo se conclui quando um hospedeiro definitivo ingere

tecidos e orgdos contendo cistos teciduais (Khan et al., 2020).
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Figura 1: Ciclo de vida do Neospora caninum. Adaptado de Dubey (2017).

2.2 Transmissdo do Neospora caninum

A transmissdo congénita ocorre quando o0s taquizoitos presentes em um animal
infectado passam para o feto durante a gestacdo (Dubey, Schares e Ortega-mora, 2007). Esta
ocorre de forma exdgena onde a mae ingere oocistos esporulados no ambiente e 0s taquizoitos
atravessam a barreira transplacentaria, infectando o feto, ou de forma enddgena, onde a infeccao
no feto advém de uma infeccdo persistente na mae por reativacdo dos cistos parasitarios
(Williams et al., 2009). Esta é a principal forma de manutencédo da infec¢do no rebanho, como
demonstrado em um rebanho caprino, onde foram avaliadas seis familias de cabras
naturalmente infectadas, com arvores genealdgicas construidas com trés a cinco geragdes, na
qual a infeccdo por N. caninum se manteve ao longo das geracOes e a taxa de transmissdo
vertical variou de 71,4% a 100% (Oliveira Junior et al., 2020).

A transmissdo via lactogénica tem sido estudada e ja foi comprovada em condicdes
experimentais, em dois bezerros recém-nascidos que receberam colostro com taquizoitos de N.
caninum via mamadeira. Esses dois bezerros apresentaram anticorpos anti-N. caninum no soro

e DNA de Neospora caninum no encéfalo (Uggla et al.,1998). Além do colostro, também é
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possivel infectar bezerros via substitutivo do leite, porém, a transmissdo via lactogénica ndo

parece ser uma via importante de transmiss@o para bovinos (Davison et al., 2001).

Em ovelhas inoculadas com N. caninum aos 30 dias de gestacdo ocorreu reabsorcéo
embrionaria, nascimento de cordeiros mortos ou normais infectados congenitamente. No
entanto, nesse experimento, ndo ocorreu a transmisséo via lactogénica, no qual foi induzido
uma infecgdo em uma ovelha negativa 10 dias ap6s o parto e seu filhote ndo desenvolveu sinal
clinico nem lesdes histopatoldgicas que fossem compativeis com infeccdo por N. caninum apds
sete semanas de lactagdo (Socarras, 2001). Contudo, ndo foi realizado PCR para deteccdo do
DNA de N. caninum nos tecidos do cordeiro, ndo podendo, desta forma ser totalmente excluida

a transmisséo via lactogénica.

2.3 Sinais clinicos e patogenicidade

Em caprinos as principais complicacdes da neosporose em fémeas prenhas séo abortos,
natimortos, nascimento de animais fracos ou sem manifestacdes clinicas, mas permanentemente
infectados (Porto et al., 2016; Mesquita et al., 2018).

Alguns fatores podem interferir nos estudos sobre a patogenicidade do N. caninum, uma
vez que existem complicacdes em relacdo a cultura celular do parasito, que pode diminuir sua
patogenicidade com o aumento do nimero de passagens. Por outro lado, varios fatores podem
contribuir para o aumento da taxa de infeccdo, como clima e estacdo do ano, que favorecem a
esporulacdo do oocisto, fatores imunologicos como exposi¢do a outros agentes infecciosos que
causem estresse e supressdo do sistema imune do hospedeiro, interferindo na resposta
imunoldgica individual ao parasito (Dubey et al., 2007). Além disso, existe a possibilidade de
gue animais adultos cronicamente infectados sejam hospedeiros subclinicos imunologicamente
protegidos o que dificulta a ocorréncia de lesGes e formacao de cistos teciduais (Malaguti et al.,
2012, Nakagaki et al., 2016).

A invasao celular é um fator fundamental para a sobrevivéncia do N. caninum no
organismo e, consequentemente, para a infeccao persistente. Esse processo envolve um contato
de baixa afinidade entre o taquizoito e a célula hospedeira, seguido pela adesdo mediada pelos

proteoglicanos de superficie da célula hospedeira. Os glicosaminoglicanos de sulfato de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448816301432?via%3Dihub#bib0090
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condroitina (GAGs) sdo receptores importantes para 0s taquizoitos enquanto os residuos
terminais de cido siélico atuam como receptores de adesdo para os bradizoitos (Naguleswaran
et al., 2002, Vonlaufen et al., 2004). Os antigenos de superficie do agente facilitam esse contato
inicial com a célula, e através de deslizamento ativo e proteinas de organelas secretoras das

células hospedeiras, 0 parasito consegue entrar na célula (Khan et al., 2020).

2.4 Correlacéo de cepas de Neospora caninum e patogenicidade

Varias cepas de N. caninum foram isoladas mundialmente. Embora ndo tenham sido
amplamente estudadas, algumas ocasionaram diferentes graus de les6es dependendo da especie
de hospedeiro acometida (Chryssafidis et al., 2014; Khan et al., 2020).

A cepa Nc-1 foi a primeira cepa isolada em laboratério (Dubey et al., 1988) e é
considerada mais agressiva em comparagdo com a cepa Nc-3, razdo pela qual e amplamente
utilizada em experimentos (Chryssafidis et al., 2014; Khan et al., 2020). Por outro lado, a cepa
Argentina Nc-6 é descrita como mais patogénica quando comparadas com a Nc-1, causando
lesbes acentuadas nos fetos e na placenta (Bacigalupe et al., 2013). J4 a cepa Nc-Bahia
apresenta menor grau de patogenicidade quando comparada a cepa Nc-1 em modelos

experimentais envolvendo vacas e bufalos (Chryssafidis et al., 2014).

Vaérias cepas quando inoculadas no modelo camundongo BALB/c apresentaram
diferentes niveis de patogenicidade. Por exemplo, a cepa Nc-Goias 1 ndo apresentou
patogenicidade, e todos os camundongos sobreviveram sem manifestacdes clinicas (Garcia-
Melo et al., 2009). Em contraste, a cepa Nc-Liv, isolada de canino, induziu manifestacfes
clinicas mais agressivas, sendo as lesGes associadas a um infiltrado inflamatdrio e necrose
acentuados quando comparado com a cepa avirulenta Nc-SweB1, isolado de um bovino. A cepa
Nc-Nowra, também avirulenta causou encefalite ndo supurativa discreta (Atkison et al., 1999;
Khan et al., 2020).

Outras cepas incluem a Yanbian isolada de tecidos cerebrais de bovinos abortados na
China, com 99,5% dos genes compativeis com a cepa Nc-5, e altamente patogénica e infecciosa

(Jia et al., 2014). As cepas Nc-Spain5H, Nc-Spain7, Nc-Spain9, isoladas de bezerros
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assintomaticos, infectados congenitamente, causaram altas cargas parasitarias quando

inoculadas em camundongos BALB/c (Garcia Melo et al., 2010).

Duas cepas isoladas de caprinos de Minas Gerais e inoculadas em camundongos
BALB/c apresentaram diferentes padrbes de patogenicidade. Na cepa Nc-goatl as lesdes de
meningoencefalite com infiltrado inflamatério composto por linfocitos T CD3 foram
acentuadas, enquanto na cepa Nc-goat2 foram discretas (Costa et al., 2019).

Somado a isso, isolados de diferentes regides geograficas podem apresentar uma
diversidade genética, como o demonstrado por Cabrera et al. (2019), com quatro cepas de N.
caninum do Uruguai, onde a cepa NcUrul e NcUru4 sdo geneticamente iguais, porém foram
isoladas em regi0es distintas e apresentavam diferentes historicos de patogenicidade. Em
contrapartida as cepas NcUru2, isolada na mesma regido de NcUrul, apresentou pouca
semelhanga genética com NcUrul e NcUru4, enquanto a cepa NcUru3, embora de uma
localidade diferente, tinha maior semelhanca genéetica com NcUrul e NcUru4 (Cabrera et al.,
2019). Esses resultados sugerem que a viruléncia da cepa pode influenciar o processo evolutivo

da doenca e a reativacdo de infecgdes persistentes (Maley et al., 2003).

2.5 Diagndstico da neosporose

O diagndstico da neosporose € realizado pelo exame histopatoldgico de fetos abortados,
associados a marcacdo imuno-histoquimica (Dubey e Schares, 2006). Os métodos imuno-
histoquimicos incluem a imunoperoxidase indireta e complexo avidina e biotina (ou o
complexo streptavidina-biotina-peroxidase), utilizando anticorpos primarios monoclonais ou
policlonais, sendo o policlonal de maior sensibilidade (Khan et al., 2020). Alternativamente
pode-se detectar o DNA do parasito nos tecidos pela técnica de PCR, a qual apresenta alta

sensibilidade e especificidade (Dubey e Schares, 2006).

As lesdes microscopicas mais frequentes na neosporose em fetos abortados ocorrem no
sistema nervoso central, na forma de encefalite ndo supurativa. Essas lesdes sdo caracterizadas
por manguitos perivasculares composto por linfocitos e plasmdcitos, focos de gliose e necrose
com infiltrado inflamat6rio mononuclear ao seu redor, associadas ou ndo a visualizagdo de

cistos ou taquizoitos em substancia cinzenta (Dubey e Lindsay, 1996; Varaschin et al., 2012).
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Também podem ocorrer miocardite e miosite ndo supurativa (Varaschin et al., 2012) e lesdes
placentarias (Mesquita et al., 2018). Outros tecidos sdo menos frequentemente acometidos
(Dubey e Lindsay, 1996).

O isolamento in vivo com inoculagdo em camundongos é menos utilizado assim como
o0 isolamento in vitro, ja que o crescimento do parasito em cultivo celular é bastante lento
(Conrad et al., 1993; Stenlund et al., 1997). A microscopia eletrénica de varredura é um método
adicional utilizado para diferenciar Neospora caninum de outros parasitos como o Toxoplasma

gondii e Sarcocystis neurona (Khan et al., 2020).

Os métodos indiretos sdo os sorologicos, que podem detectar a imunoglobulina M (IgM)
por semanas apos a infeccdo primaria ou a IgG, que dependendo da espécie, sé atinge o pico
em 6 semanas apoés a infeccdo primaria (Khan et al., 2020). Nesta metodologia estéo inclusos
a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinacéo direta (NAT), que faz a
deteccdo de IgM e se mostra tdo sensivel quanto a RIFI, teste imunoenzimatico (ELISA), teste
de aglutinacdo em latex (LAT), imunotransferéncia (IB) (Dubey e Schares, 2006; Khan et al.,
2020) e Western Blot. A RIFI € considerada o teste padrdo ouro (Atkinson et al., 2000; Dubey
e Schares, 2006).

2.5.1 Deteccao de anticorpos anti-N. caninum em leite e colostro

Além da deteccdo de anticorpos anti-N. caninum no soro sanguineo, estes também foram
detectados em amostras de leite individuais ou coletivas de bovino (Ooi et al., 2000; Camillo
et al. 2011a, 2011b, Cirone et al., 2021, Villa et al., 2024) e em colostro de bovinos (Moskwa
et al., 2007) e ovinos (Bezerra et al., 2022). Para isso, foram utilizadas provas sorolégicas como
a RIFI (Ooi et al., 2000; Camillo et al., 2011; Cirone et al., 2021; Bezerra et al., 2022) e ELISA
(Chanlun et al., 2006; Moskwa et al., 2007; Gonzalez-Warleta et al., 2011; Cirone et al., 2021;
Villa et al., 2024), apresentando boa concordancia com os titulos de anticorpos anti-N. caninum

presentes no soro sanguineo (Camillo et al. 2011a, 2011b; Bezerra et al., 2022).

Moskwa et al. (2007) demonstra que a concordancia, entre a presenca de anticorpos
anti-N. caninum no colostro e soro de bovinos foi de 95%, além de detectar o DNA do parasito

no colostro através de PCR. Em ovinos, um estudo com 162 amostras de colostro e sangue, e
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182 amostras de soro dos filhotes, 27,8% das maes foram positivas no soro e quando testadas
somente as 27,8% fémeas positivas, 47,6% também foram positivas no colostro, com titulos
entre 1:50 e 1:200. Estatisticamente, houve concordéancia quanto a presenca de anticorpos anti-
N. caninum nas amostras de colostro e soro dos cordeiros. Além disso, ovelhas com titulos no
soro maiores ou iguais aos do colostro resultaram em descendentes, com titulacdo inferior ou

igual ao do colostro (Bezerra et al., 2022).

Em amostras individuais de 105 vacas em lactacdo na Tailandia, com anticorpos anti-
Neospora caninum detectados no soro e no leite por ELISA, coletados em diferentes ocasides,
75% das amostras tiveram percentual de positividade nos valores de 35 para soro e 58 para leite
(Chanlun et al., 2006).

Cirone et al. (2021) analisaram 98 amostras coletivas de leite, coletadas durante o
outono até a primavera de 2019, provenientes de 49 fazendas de bovinos leiteiros, além de 147
amostras individuais de leite e soro de outras duas fazendas, através de ELISA e RIFI com
ponto de corte de 1:100. As amostras coletivas coletadas no outono foram 100% positivas e na
primavera, obtiveram 91,8% de positividade, indicando alteracdo no status da neosporose
conforme a época de coleta. Entre as amostras individuais, os resultados demonstraram boa
concordancia entre o soro e o leite com uma concordancia de 84,6% para positividade e 95%
para negatividade. No entanto, o estudo ndo especificou valores de titulacdo para as amostras

individuais ou coletivas.

Camillo et al. (2011b) avaliaram a presenca de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI
em sangue e leite de 112 vacas em lactacdo de seis propriedades no Rio Grande do Sul, e em
uma amostra coletiva de leite de cada propriedade. Os resultados demonstraram que animais
com titulos acima ou iguais a 1:100 no soro sanguineo tiveram 100% de concordancia com 0s
titulos das respectivas amostras de leite. No entanto, amostras com titulos de 1:50 no soro
sanguineo, tiveram apenas 40% de concordancia com os titulos das amostras de leite, sendo
justificado pelos autores por serem titulos baixos no soro e consequentemente ndo detectaveis

no leite, sendo estas amostras irrelevantes do ponto de vista diagndstico.

Villa et al. (2024), detectaram de anticorpos anti-N. caninum por ELISA, em leite a

granel, coletadas de 586 rebanhos na Italia. Entre esses, 180 rebanhos positivos na sorologia,
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correlacionando com os fatores de risco para a infeccdo e sem descrever os titulos obtidos para

as amostras.

J& Gonzélez-Warleta et al., (2011), realizaram uma coleta pareada de amostras de soro
e leite de 1.134 bovinos leiteiros provenientes de 38 propriedades, além de uma amostra de leite
a granel de cada uma das propriedades, que foram submetidas ao teste de ELISA. Os resultados
demonstraram correspondéncia de 97,6% entre as amostras de soro e leite. Dos 1.134 animais,
167 foram positivos no soro e no leite, 940 foram negativos no soro e no leite sem influéncia
nos resultados pelo periodo de lactagdo ou paricdo. Além disso, apenas 13 vacas positivas no
soro, foram negativas no leite, e 14 vacas negativas no soro foram positivas no leite, sendo
considerado estatisticamente irrelevantes. Ja nas amostras coletivas de leite, a prevaléncia foi
de 59,9% dos rebanhos.

Ooi et al. (2000) demonstrou a presenca de anticorpos anti- N. caninum pela RIFI (ponto
de corte 1:200) no soro sanguineo de 275 bovinos, sendo que todos 0s bovinos soropositivos

também demonstraram anticorpos no leite.
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DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-Neospora caninum EM COLOSTRO E LEITE
DE CABRAS NATURALMENTE INFECTADAS

RESUMO

Neospora caninum € um importante agente causador de abortos e natimortos em caprinos. A
deteccdo de anticorpos-anti-N. caninum no leite de bovinos tem apresentando boa concordancia
quando comparados aos titulos sanguineos através da RIFI. Em cabras ndo existem estudos
demonstrando os titulos deste parasito no colostro e leite, assim como sua comparagdo com o
do soro sanguineo. Sendo assim o objetivo deste estudo é identificar através da RIFI anticorpos
anti-Neospora caninum em colostro e leite de cabras naturalmente infectadas e comparar com
a titulagdo mensal em soro sanguineo. Foram utilizadas nove cabras naturalmente infectadas
confirmadas pela presenga de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI e como controles negativos
trés cabras soronegativas. Uma cabra positiva morreu 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 da mae 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, D90 e D120, totalizando 81 amostras de animais positivos e 30 de animais
negativos. Os resultados demonstraram que houve deteccdo de anticorpos anti-N. caninum em
100% das amostras de soro (9/9) no dia do parto, em 88,88% do colostro (8/9) e em 58,33 %
(42/72) das amostras de leite, sendo que cabras com titulos maiores no soro tenderam a
apresentar maior titulacdo no colostro e somente 25% das cabras (2/8) apresentaram anticorpos
anti-N. caninum ao longo dos 120 dias de lactacdo, os quais foram progressivamente
diminuindo nas amostras de leite, demonstrando que a RIFI pode ser utilizada para a triagem
de rebanhos caprinos positivos para N. caninum, principalmente com o colostro e em 75% dos

animais até o décimo quinto dia de lactacéo.

Palavras-chave: Caprinos. Diagndstico sorologico. Pequenos ruminantes.



31

ABSTRACT

Neospora caninum is an important agent of abortions and stillbirths in goats. The detection of
anti-N. caninum antibodies in bovine milk has shown good agreement when compared to blood
titers through IFAT. In goats, there are no studies demonstrating the titers of this parasite in
colostrum and milk, as well as their comparison with blood serum. Therefore, the main of this
study is to identify anti-N. caninum antibody through IFAT in colostrum and milk from
naturally infected goats and compare them with the titer monthly in blood serum. Nine naturally
infected goats confirmed by the presence of anti-N. caninum antibodies by IFAT were used,
and three seronegative goats were used as negative controls. One positive goat died during the
experimental period. Blood samples were collected from the goats on the day of parturition
(mother and offspring before suckling colostrum) and monthly from the mother until day 120
postpartum. Ten mL of colostrum and milk were also collected by hand milking on the day of
calving (D0), day 3 (D3), D6, D9, D12, D15, D30, D45, D60, D90 and D120, totaling 81
samples from positive animals and 30 from negative animals. The results demonstrated that
were detected anti-N. caninum antibodies in 100% of the serum samples (9/9) on the day of
calving, in 88.88% of the colostrum (8/9) and in 58.33% (42/72) of the milk samples, with goats
with higher titers in the serum tending to present higher titers in the colostrum and only 25% of
the goats (2/8) presented anti-N. caninum antibodies throughout the 120 days of lactation, which
were progressively decreased in the milk samples, demonstrating that RIFI can be used to
screen goat herds positive for N. caninum, mainly with colostrum and in 75% of the animals up

to the fifteenth day of lactation.

Keywords: Goats. Serological diagnosis. Small ruminants.
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INTRODUCAO

Neosporose é uma doenca parasitaria causada pelo protozoario Neospora caninum
responsavel por perdas econémicas na agropecuaria de corte e leite (Reichel et al., 2013). Essa
enfermidade acomete varias espécies domésticas e silvestres em diversos paises, entre elas 0s
caprinos (Mesquita et al., 2013, Nakagaki et al. 2016, Oliveira Junior et al., 2020). Em caprinos
as maiores complicagfes em fémeas prenhas, incluem abortos, natimortos, nascimento de
animais fracos ou animais assintomaticos, mas permanentemente infectados (Porto et al., 2016;
Mesquita et al., 2018).

A infeccdo por N. caninum pode ser confirmada pela presenca de anticorpos anti-N.
caninum no soro sanguineo (Dubey et al., 2003), o que geralmente indica o status de portador
em bovinos adultos (Camillo et al., 2011b). Além do soro, anticorpos também tem sido
detectados em amostras de leite individual e coletivas de bovino (Camillo et al. 2011a, 2011b,
Cirone et al., 2021, Villa et al., 2024) e em colostro de bovinos (Moskwa et al., 2007) e de
ovinos (Bezerra et al., 2022), utilizando provas soroldgicas como a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Camillo et al., 2011a, 2011b; Cirone et al., 2021; Bezerra
et al., 2022) Estes estudos demonstram concordéancia nos resultados quando comparado a

titulacdo no soro e no leite (Camillo et al. 2011a, 2011b; Bezerra et al., 2022).

Em caprinos ndo ha estudos demonstrando a deteccao de anticorpos anti-N. caninum em
colostro e leite ao longo do periodo de lactacéo, assim como a sua comparacao com a titulagcdo
sanguinea. Desta forma este estudo tem por objetivos detectar anticorpos anti-Neospora
caninum em colostro e leite durante o periodo de lactacdo de cabras naturalmente infectadas e

comparar a titulacdo no colostro e leite com a titulacdo em soro sanguineo.

MATERIAL E METODOS

Este estudo tem aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo

n°009/22 (em anexo) da Universidade Federal de Lavras.

Manejo dos caprinos e coleta de sangue
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Foram utilizadas 09 cabras naturalmente infectadas por N. caninum, com idade entre
dois e 10 anos, com historico 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 é mantido pelo Setor de Patologia Veterindria do
Departamento de Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras por mais de 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 alimentacéo (feno/silagem e racdo) duas vezes ao dia e agua ad libitum. Além disso,

foram realizados exames clinico, coproparasitolgico e vermifugacéo periddica.

As cabras foram emprenhadas através de monta natural. Para confirmagédo de prenhez
foi realizada a ultrassonografia no dia 30 ap6s a monta e periodicamente para monitorar a
viabilidade fetal. O sangue da mae e dos filhotes (antes de mamar o colostro) foram coletados
no dia do parto e mensalmente até completar 120 dias pds-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. Todas as cabras foram testadas previamente para Toxoplasma gondii pela
RIFI, Brucella spp, Cloxiella burnetti e Chlamydia spp. por PCR, sendo todos os testes com

resultado negativo para 0s respectivos agentes.

Coleta das amostras de colostro e leite

Foram coletados 10 mL de colostro e de leite através de ordenha manual, apés realizacdo da
antissepsia dos tetos com alcool iodado e uso de luvas durante a manipulacdo. As amostras
foram armazenadas individualmente em tubo tipo Falcon® estéril e mantidas sob refrigeracédo
até a chegada ao laboratdrio, onde foram armazenadas a -20°C. As coletas foram realizadas no
dia do parto (D0), dia trés (D3), D6, D9, D12, D15, D30, D60, D90e D120. Posteriormente as
amostras foram centrifugadas a 2500rpm durante 15 minutos para separacdo de trés fases do
leite: gordura, liquida (intermediaria) e precipitado (solida). A fase liquida foi aliquotada em

microtubos (2 ml) tipo eppendorf ®, armazenadas a -20°C para posterior realizacdo da RIFI.

Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)
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Utilizou-se a reagéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a pesquisa de anticorpos
IgG anti- Neospora caninum nas amostras de soro, colostro e leite, armazenados em microtubos
a -20°C, conforme técnica previamente padronizada (Mesquita et al., 2013; Oliveira Junior et
al., 2020). Foram utilizadas ldminas contendo taquizoitos (antigeno) de N. caninum do isolado
NC-1 (Dubey et al., 1988) adquiridas comercialmente e como controle positivo e negativo, soro

sanguineo de caprinos ja testados anteriormente por Oliveira Junior et al. (2020).

As amostras de colostro e leite (fase liquida) foram descongeladas em temperatura
ambiente e em seguida diluidas a um ponto de corte de 1:50, assim como 0s soros controle
positivo e negativo, e posteriormente incubadas com antigenos a 37°C por uma hora em camara
Umida. Apos a incubacéo, as laminas foram lavadas em PBS e secas a temperatura ambiente.
Apols a secagem das laminas, foi aplicada imunoglobulina marcada com o conjugado

fluoresceina-anti-lgG caprino (conjugado Sigma Aldrich), diluida em PBS (1:100).

As laminas foram incubadas a 37°C por uma hora em cadmara Umida e escura. Em
seguida, submetidas ao mesmo processo de lavagem, secagem em temperatura ambiente,
cobertas com glicerina tamponada 10% e examinadas por meio do microscopio de luz
ultravioleta. Em cada ldamina foram colocados o0s soros controles positivo e negativo. O titulo
de anticorpos foi obtido pela maior diluicdo que resultar na completa fluorescéncia da superficie

de taquizoitos de N. caninum (Figliuolo et al., 2004), considerando ponto de corte 1:50.

RESULTADOS

A titulacdo final de anticorpos anti-N. caninum para o colostro e leite estdo
demonstrados na tabela 1 e para o soro sanguineo das cabras e filhotes na tabela 2 e 3
respectivamente. Trés cabras abortaram, ndo sendo possivel a coleta do sangue dos filhotes.
Uma cabra positiva foi sacrificada no pds-parto e as trés cabras negativas nao apresentaram

titulacdo anti-N. caninum ao longo da fase experimental.

A deteccdo de anticorpos anti-N. caninum foi eficiente em 100% das amostras de soro
(9/9) no dia do parto, em 90,62% das amostras de soro coletadas até os 120 dias de lactagdo
(29/32) em 88,88% do colostro (8/9) e em 58,33 % (42/72) das amostras de leite, sendo que



35

cabras com titulos mais altos no soro tenderam a apresentar maior titulacdo no colostro e as
cabras com titulo de 1:50 no soro foram negativas (cabra 2) ou apresentaram titulo semelhante
(cabra 5) somente em trés periodos da lactagdo. Somente 25% das cabras (2/8) apresentaram
anticorpos anti-N. caninum ao longo dos 120 dias de lactacdo, sendo que o nimero de animais
positivos foram diminuindo assim como a titulacdo (Tabela 1), onde no D3, 87,5% das cabras
(7/8) apresentavam titulos anti-N. caninum; no D6 e D9, 62,5% (5/8); no D12 e D15, 75% (6/8);
no D30, 62,5% (5/8), no D60, 37,5% (3/8); no D90, 25% (2/8) e no D120, 37,5%% das cabras
(3/8) foram positivas.

Tabela 1. Titulos de IgG anti-N. caninum obtidos através da Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta em colostro e leite de cabras naturalmente infectadas até 120 dias de lactacéo.

Cabra DO D3 D6 D9 D12 D15 D30 D60 D90 D120

1* 100 800 200 200 100 200 50 200 200 100

2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

3 800 200 50 400 200 50 400 50 NEG 50

4*x* 6.400 NC NC NC NC NC NC NC NC NC

5 50 50 NEG NEG NEG NEG 50 NEG NEG NEG

6* 200 50 NEG NEG 50 50 NEG NEG NEG NEG

7 6.400 800 50 50 50 50 NEG NEG NEG NEG

8* 6.400 1600 200 200 200 50 200 100 200 100

9 1.600 400 100 50 50 50 50 NEG NEG NEG

NC: ndo coletado; * Distarbios reprodutivos (abortos ou natimorto); ** Eutanasia; NEG:
negativo.
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Tabela 2. Titulos de 1gG anti-N. caninum obtidos através da Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta em soro sanguineo de cabras naturalmente infectadas do dia do parto até 120 dias de
lactacdo.

Cabra DO D30 D60 D90 D120

1* 6400 3200 1600 3200 3200
2 50 NEG 50 50 50

3 6400 3200 3200 1600 3200
4x* 3200 NC NC NC NC
5 50 50 NEG NEG 50
6* 800 800 400 800 400

7 3200 1600 6400 3200 1600

8* 1600 3200 3200 1600 3200

9 400 800 800 400 1600

NC: Néo coletado; * distarbios reprodutivos; **Eutanasia; NEG: negativo.
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Grafico 1. Titulos de IgG anti-Neospora caninum obtidos através da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta em colostro e leite de cabras naturalmente infectadas até 120 dias
de lactacéo.
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Grafico 2. Titulos de I1gG anti-Neospora caninum obtidos através da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta em soro de cabras naturalmente infectadas até 120 dias de lactacéo.
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Tabela 3. Titulo de IgG anti-N. caninum por Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta em soro
sanguineo pré-colostro dos cabritos de cabras naturalmente infectadas.

Cabrito Mae DO
F1 2 Negativo
F2 2 Negativo
F3 5 Negativo
F4 5 Negativo
F5 3 1600
F6 3 800
F7 9 200
F8 9 50
F9 7 400

F10 7 1600

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Devido ao caréater persistente da neosporose, a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum
geralmente indica o status de portador em bovinos adultos (Camillo et al., 2011b), e esses
achados podem ser expandidos para as outras espécies. Neste estudo, a detec¢do de anticorpos
anti-N. caninum foi eficiente em 100% (9/9) das amostras de soro no dia do parto e em 88,88%
das amostras de colostro (8/9). Esses resultados sdo semelhantes aos achados de Moska et al.
(2007) em bovinos, com uma concordancia de 95% entre o colostro e o soro, confirmando que

0 colostro € um bom indicador da infecgdo por N. caninum.
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A deteccdo de anticorpos anti-N. caninum, nas amostras de leite foi de 58,33% (42/72),
com uma tendéncia a diminuicdo ao longo da lactacdo. Essa diminuicdo progressiva é esperada
fisiologicamente, uma vez que a 1gG é a primeira classe de imunoglobulina no leite de caprinos,
sendo a maior concentracdo de 1gG observada no colostro com 32.99 mg/ml. A concentracéo
de 1gG, diminui progressivamente ao longo da lactagdo, como por exemplo, no dia um,
(20.13mg/mL) e no dia 90 de lactacdo, ultimo dia quantificado (0.88mg/ml) (Sanchez-Macias
etal., 2014). No entanto, ndo ha estudos disponiveis para comparar 0 comportamento dos titulos
de anticorpos no leite em caprinos com neosporose cronica. Em animais recém-nascidos que
ndo mamaram o colostro, a presenca de anticorpos indica que houve infeccdo transplacentéria
(Dubey, 2003), como o0 observado neste estudo, uma vez que a placenta sindesmocorial de
ruminantes ndo permite a passagem de anticorpos da mae para o feto (Chucri et al., 2010)

Cabras com titulos maiores no soro tendem a apresentar maior titulacdo no colostro e
leite, e essa titulacdo persiste por um periodo de tempo mais longo no soro. Entre essas fémeas
estdo aquelas que pariram filhotes positivos (cabras 3, 7 e 9). Por outro lado, cabras com titulo
de 1:50 no soro foram negativas (cabra 2) no colostro e leite ou apresentaram titulo semelhante
(cabra 5) somente em trés periodos da lactacdo, e ndo foram detectados anticorpos anti-N.
caninum em seus filhotes. As variacdes na titulacdo no soro sanguineos podem estar associadas
a resposta imunologica individual, fase de reativacdo parasitaria ou até mesmo a carga
parasitaria (Dubey et al., 2007; Mesquita et al.,2013). A ndo deteccdo de anticorpos anti N.
caninum no leite de animais com titulos baixos de anticorpos no soro sanguineo é descrito em
bovinos (Camillo et al., 2011b, Gonzélez-Warleta et al., 2011), justificando que os anticorpos
IgG presentes no leite correspondem a cerca de 5% do que estaria no soro, podendo desta forma
ser indetectaveis no leite quando os titulos sanguineos forem baixos (Gonzalez-Warleta et al.,
2011). Por outro lado, o nascimento de filhotes negativos de mées positivas para N. caninum
pode estar associado a fase de recrudescéncia dos cistos parasitarios na mae (Mesquita et al.,
2013).

Algumas cabras apresentaram titulos de anticorpos anti-N. caninum maiores no colostro
quando comparado ao soro (D0). Apds esse periodo, a titulacdo no soro sempre foi maior que
a do leite, sugerindo que titulos mais altos de anticorpos no colostro poderiam estar associados

a fase de colostrogénese, onde a secre¢do mamaria de IgG1 é mais alta do que no sangue, porém,
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esses titulos pode ser influenciados por fatores imunossupressores (Wheeler et al., 2007;
Baumrucker e Bruckmaier, 2014).

Os resultados demonstram que houve deteccdo de anticorpos anti-N. caninum em
88,88% das amostras de colostro e em 75% das amostras de leite nos animais até o 15° dia de
lactacdo e que a RIFI pode ser utilizada para a triagem de rebanhos caprinos positivos para N.
caninum, principalmente no colostro.
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ANEXO 1 - Aprovacéao do comité de ética

PRO-REITORIA DE PESQUISA
| l | a " I I COMISSOES PERMANENTES
COMISEAD DE ETICA N US0 DE ANDMALS

s — Cx/P 3037 « Lavras = MG = 37200.000 = A5} 33295122 chaFufla hr

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada * Deteccdo de DMA de Neospora
caninum em colostro, leite e glAndula mamdria, lesdes teciduais e de
anticorpos  anti-M.  caninum em colostro e leite de cabras naturalmente
infectadas " protocolo n® (00922, sob a responsabilidade de Mary Suzan
Varaschin, Flademir Wouters, Djeison Lutier Raymundo, Angélica T. Barth
Woutars & Ivam Moraira de Oliveira Junior, gque envolve a produgdo,
manutengio efou utiizagdo de animais pertencentes 3o filo Chordata, subfilo
Yenebrata (excetc homem), para fing de ensing e/ou pesguisa cientlfica,
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.858, de 15 de julho de 2008, & com as normas edificadas
palo Conselho Nacional de Controle de Exparimentagdo Animal (CONCEA), do
Ministérioc da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI), e foi aprovada pela
COMISSAD DE ETICA NO USC DE ANIMAIS (CEUA) da Pré-Reitoria de
Pesguisa/UFLA, em reunido de 22/03/2022.

Vigéncia da autorizaglo: de 01/04/2022 a 28/02/2023

Finalidade: [ ) Ensino (x ) Pesquisa Cientlfica

Espécie/linhagem/raga: Caprino

Mimero de animais aprovados: 15

Pesoildade: 10 a T0kg / Banos

Sexo: fémea

Crigem dos animais (documento apresentado pelo pesquisador responsdvel @
arguivado pela CEUA)

ot Flesclime Femeats

Prof. Refael Neodinl Remedio
Preaidente das Comissso de Efes no Uso de Animala CEUA



Anexo 2 — ldentificacdo das cabras

Cl1-ALINE

C2 - ARIEL

C3-BOMBINHA

C4 - DEBRITA

C5- INES

C6 - MARCIA

C7 - NANDINHA

C8 — PAULINHA

C9 - SAPECA
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