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RESUMO GERAL

Uma das principais causas mundiais de falhas reprodutivas em bovinos é a
infeccdo pelo protozoario Neospora caninum (Filo Apicomplexa, Familia
Sarcocystidae). A neosporose bovina é caracterizada por infeccdo assintomatica
na fémea ndo prenhe, no entanto, durante a gestacao, a transmissao vertical do
parasito é a responsavel pela manutencao da infecgdo por geragbes sucessivas.
A maior frequiéncia da infeccdo ocorre no sistema de producdo leiteiro e no
manejo intensivo de criagdo dos animais, sendo a maioria dos dados disponiveis
para N. caninum referentes a Bos taurus, mesmo para gado de corte. Assim, a
presenca de N. caninum tem sido pouco estudada em Bos indicus. Em Goiés, a
prevaléncia de N. caninum é de 29,61% em gado de corte e 30,4% em leite.
Como a prevaléncia da infeccdo em adultos deve ter correlagdo positiva com a
incidéncia da infeccdo fetal, objetivou-se avaliar a ocorréncia da transmissao
vertical de N. caninum em fetos zebuinos de variadas idades, obtidos de fémeas
abatidas em um frigorifico no municipio de Senador Canedo, Goias. Para tanto,
realizaram-se analise soroldégica em liquidos toraco-abdominais e andlises
molecular e histopatolégica em amostras teciduais (cérebro, coracéo e figado). A
idade fetal foi determinada a partir da distancia entre a regido occipital e a base
da cauda. Um total de 195 liquidos fetais foi colhido aleatoriamente e testado por
RIFI com um ponto de corte de 1:16. Foram submetidas 585 amostras de tecidos
a analise pela nested-PCR da regido ITS-1 rRNA e a histopatologia. Os
resultados encontrados foram relacionados com a idade fetal (primeiro, segundo e
terceiro estagios gestacionais). Anticorpos anti-N. caninum foram detectados em
12 (6,15%) liquidos fetais, com titulacdo observada a 1:64 (n=1), 1:128 (n=2),
1:512 (n=3), 1:1024 (n=5) e 1:2048 (n=1). Foi detectada a presenca do parasito
por PCR em 40 (20,5%) fetos. No exame histopatologico, 82 (42,05%) fetos
apresentaram lesdes caracteristicas e consistentes com infeccéo por protozoario,
caracterizadas por encefalite, miocardite e hepatite com infiltrado mononuclear,
com ou sem necrose. Na comparacao entre as diferentes idades gestacionais,
observaram-se maior nimero de reacdes positivas por RIFI, PCR e lesbes
compativeis por histopatolégico, no sexto e sétimo més de gestacéo. Do total das
585 amostras de tecidos examinadas, 56 foram positivas, sendo 12 na sorologia e
44 (35 cérebros, sete coracdes e dois figados) na PCR, provenientes de 45 fetos.
No histopatolégico, 10 amostras (trés cérebros, seis coracdes e um figado)
apresentaram lesdes caracteristicas de infeccdo por protozoarios como o N.
caninum. O DNA de seis fetos PCR positivos foi submetido a analise por
marcadores microssatélites para a caracterizacdo genética dos isolados de N.
caninum presentes, demonstrando a existéncia de perfis genéticos diferentes de
outros isolados do mundo e do Brasil infectando zebuinos. Os resultados obtidos
comprovam a ocorréncia da transmissao vertical de N. caninum, o diagndstico da
infeccdo em fetos zebuinos, a necessidade de associagdo de técnicas para a
determinacdo da neosporose fetal e a caracterizacdo de diferentes isolados
regionais circulantes no rebanho zebuino de Goias.

PALAVRAS CHAVE: Bos indicus, Imunofluorescéncia indireta, Histopatologia,
Microssatelites, Neosporose, PCR



ABSTRACT

One of the main causes of reproductive failure in cattle is infection by the
protozoan Neospora caninum (Phylum Apicomplexa, Family Sarcocystidae). The
bovine neosporosis is characterized by an asymptomatic infection in the non
pregnant cow; however, during pregnancy, the vertical transmission of the parasite
is responsible for the maintenance of the infection for successive generations. The
highest frequency of infection occurs in the dairy production system and in the
intensive management of animal breeding, with most of the available data for N.
caninum related to Bos taurus, even for beef cattle. Thus, the presence of N.
caninum has been little studied in Bos indicus. In Goias, the prevalence of N.
caninum is 29.61% in beef cattle and 30.4% in dairy cattle. As the prevalence of
infection in adults should have a positive correlation to the incidence of fetal
infection, this study aimed to evaluate the occurrence of vertical transmission of N.
caninum in zebuine fetuses of various ages, obtained from females slaughtered in
a slaughterhouse in the municipality of Senador Canedo, Goias. For that, the
serological analysis of abdominal fluid and molecular and histopathological
analysis in tissue samples (brain, heart and liver) were performed. The fetal age
was estimated by the measurement of crown-rump length. A total of 195 fetal
fluids was randomly collected and tested by IFAT with a cut-off point of 1:16. 585
tissue samples were submitted to nested-PCR analysis of ITS-1 rRNA region and
to histopathology. The results were related to the fetal age (first, second and third
stages of pregnhancy). Anti-N. caninum antibodies were detected in 12 (6.15%)
fetal fluids, with IFAT titers observed at 1:64 (n=1), 1:128 (n=2), 1:512 (n=3),
1:1024 (n=5) and 1:2048 (n=1). The presence of the parasite was detected by
PCR in 40 (20.5%) fetuses. On histopathological examination, 82 (42.05%)
fetuses had characteristic and consistent lesions, compatible with protozoan
infection, characterized by encephalitis, myocarditis and hepatitis with
mononuclear cell infiltrates, with or without necrosis. Comparing the different
gestational ages, there was a greater number of positive reactions by IFAT, PCR
and compatible histopathological lesions in the sixth and seventh month of
pregnancy. From the total of 585 tissue samples examined, 56 were positive,
being 12 at serology and 44 (35 brains, seven hearts and two livers) at PCR from
45 fetuses. In histopathology, 10 samples (three brains, six hearts and one liver)
showed characteristic lesions of protozoan infection such as N. caninum. The DNA
from six PCR positive fetuses was analyzed by microsatellite markers for genetic
characterization of isolates of N. caninum, demonstrating the existence of genetic
profiles different from other isolates of the world and of Brazil infecting zebuine
animals. The results confirm the occurrence of vertical transmission of N. caninum,
the diagnosis of infection in zebuine fetuses, the need of association of techniques
for determining fetal neosporosis and characterization of different regional isolates
circulating in zebu herd from Goias.

KEYWORDS: Bos indicus, Indirect immunofluorescence, Histopathology,
Microsatellites, Neosporosis, PCR



CAPITULO 1: Consideracdes gerais

O protozoario do género Neospora foi inicialmente descrito por
BJERKAS et al. (1984) como causador de encefalomielite e miosite em cdes. Em
seguida foi isolado em cultivo celular por DUBEY et al. (1988) e nomeado
Neospora caninum, pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae. A
neosporose bovina causada por esse parasito vem sendo considerada uma
enfermidade de distribuicdo cosmopolita e uma das causas mais frequentes de
falhas reprodutivas no mundo (DUBEY et al., 2007). Seu papel epidemiologico na
reproducao foi identificado por THILSTED & DUBEY (1989).

A infeccdo causada por esse parasito é geralmente latente e
assintomatica em vacas nao prenhes. No entanto, durante a gestacdo, a
parasitemia materna com infeccdo do Utero gravidico pode causar forte impacto
econOdmico, com ocorréncia mundial de abortamentos e nascimento de bezerros
neurologicamente comprometidos (ataxia e paralisia) ou clinicamente sadios,
porém persistentemente infectados (BUXTON et al., 2002; BARTELS et al., 2006;
DUBEY et al, 2006). A evidéncia sorolégica pré-colostral e o quadro
histopatoldégico muitas vezes apresentado associam-se a essa persisténcia da
infeccdo por N. caninum em bezerros neonatos (BARR et al., 1993).

A neosporose bovina esta amplamente disseminada em rebanhos de
leite na Europa, Africa do Sul, Asia, Oceania e nas Américas (DUBEY et al.,
2007). E também reconhecida em gado de corte na Bélgica (DE MEERSCHMAN
et al., 2002), Espanha (GONZALEZ et al., 1999; QUINTANILLA-GOZALO et al.,
1999), Itélia (OTRANTO, 2003), Coréia (KIM et al., 2002), Japdo (KOIWAI, 2005),
Ird (MALMASI, 2007), Australia (BOULTON et al., 1995), Canada (WALDNER et
al., 1998, 1999, 2001), Estados Unidos (EUA) (MCALLISTER et al., 2000),
Argentina (MOORE et al., 2003), México (GARCIA-VAZQUEZ et al., 2009) e
Paraguai (OSAWA, 2002).

Em bovinos de corte, principalmente Bos indicus, a presenca de N.
caninum tem sido pouco estudada (MELO et al., 2006). Portanto, os dados sobre
a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em bovinos de corte referem-se, na

sua maioria, a animais Bos taurus.



No Brasil, o parasito foi identificado pela primeira vez em feto bovino
abortado em uma exploracao leiteira na Bahia por GONDIM et al. (1999), com
uma prevaléncia regional de 14,09%. Relatos da ocorréncia de anticorpos anti-N.
caninum em bovinos leiteiros foram descritos para o Mato Grosso do Sul
(OSHIRO et al., 2007), Minas Gerais (DE MELO et al., 2004; MINEO et al., 2006;
GUEDES et al., 2008), Pard (MINERVINO et al., 2008); Parana (LOCATELLI-
DITTRICH, et al. 2001; GUIMARAES et al., 2004), Rio de Janeiro (MUNHOZ et
al., 2006), Rio Grande do Sul (CORBELLINI et al., 2002, 2006) e Rondonia
(AGUIAR et al., 2006). J& em gado de corte do Estado de Sao Paulo, freqiéncias
sorolégicas em fémeas zebuinas foram obtidas por VIANNA et al. (2008).

Para o Estado de Goias, os dados soroepidemiolégicos desse
protozoario sdo considerados escassos. MELO et al. (2006) comprovaram gue ho
Estado, a soropositividade estd amplamente distribuida no rebanho bovino das
microrregibes de Goiania e Anapolis, com uma prevaléncia de 29,61% nas
propriedades de corte, 30,41% nas propriedades de leite e 43,3% na propriedade
de exploracdo mista. Ainda analisando rebanhos goianos, SCHULZE (2008)
relatou uma prevaléncia para bovinos leiteiros de 56,6% e de corte de 26,2%.

De modo geral, surtos da enfermidade em gado de corte ndo sao
reportados como nos de leite (WALDNER et al., 1998, 1999, 2001; MCALLISTER
et al.,, 2000), apesar de ndo ter sido comprovada a existéncia de maior
sensibilidade a infeccdo das racas bovinas de aptiddo leiteira ou de maior
resisténcia das de corte (PARE et al., 1998). A epidemiologia da neosporose
bovina, entdo, parece diferir entre as diferentes aptidées zootécnicas, com um
menor risco de infeccdo e abortamento no rebanho de corte (DE MEERSCHMAN
et al., 2002; LOPEZ-GATIUS et al., 2005), que normalmente criado de maneira
extensiva faz com que a prevaléncia da doenca seja menor (SANDERSON et al.,
2000; OTRANTO et al., 2003). Fato explicado por MCALLISTER et al. (1996,
2000), e no Brasil por GUEDES et al. (2008), que sugeriram que a exposi¢cao
bovina a oocistos de N. caninum pode acontecer mais frequentemente em
bovinos de exploracdo intensiva pelo tipo de manejo com densidades
populacionais mais altas.

ALVAREZ-GARCIA (2003) afirmou ainda que a maior freqiiéncia de

neosporose em rebanhos de leite se deve as condi¢cdes mais adequadas destas
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exploragbes para a transmissao da infecgdo, uma vez que, em muitos casos, a
reposicao se realiza com animais da propriedade, ja que a infeccdo se transmite,
principalmente, por via transplacentaria. Assim, o sistema de producdo e manejo
dos animais, além da reposicdo de fémeas, provavelmente influencia na
apresentacao da enfermidade (QUINTANILLA-GOZALO et al., 1999; MOORE et
al., 2009).

Nessa analise, deve-se levar em conta ainda a importancia da
participacdo de espécies silvestres influenciando a presenca da infeccdo nos
rebanhos, em que BARLING et al. (2000) assinalaram que o risco de exposi¢cao a
N. caninum em areas de alta densidade populacional de vacas de corte nos EUA
aumentou com a maior concentracao de coiotes e raposas.

Nesse sentido, para a analise do risco existente para animais de corte
no Brasil, coiotes e veados da cauda branca ja foram identificados como
hospedeiros intermediarios naturais deste parasito (GONDIM et al., 2006).
Inclusive, canideos como o graxaim (Pseudalopex gymnocercus), o cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous), o lobo guard (Chrysocyon brachyurus) e a raposinha
(Didelphis marsupialis) evidenciaram sorologia positiva anti-N. caninum nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, levando a conclusdo de que
provavelmente também podem fechar o ciclo do protozoario, aumentando a
importancia do ciclo silvestre na epidemiologia da enfermidade no Pais
(CORBELLINI et al., 2002; GENNARI, 2004; VITALIANO et al., 2004).

Abordagens epidemioldgicas experimentais em aves como galinhas e
pombos também j& foram descritas no Brasil, respectivamente por FURUTA et al.
(2007) e MINEO et al. (2009), considerando o risco de também serem possiveis
hospedeiros intermediarios naturais do parasito.

No entanto, diante dos fatores expostos, deve-se considerar a regiao
geografica sob estudo e suas particularidades, sejam elas ambientais ou de
criacdo, a fim de se estabelecer maior ou menor possibilidade a infeccao,
independente se rebanho de leite ou de corte. OGAWA et al. (2005) e BANALES
et al. (2006), por exemplo, ao analisarem os fatores de risco para N. caninum em
rebanhos leiteiros no Brasil e Uruguai, respectivamente, ndo encontraram
nenhuma associacao significativa entre a soropositividade para N. caninum e as

variaveis relacionadas ao manejo, ao tamanho do rebanho, a producgéo de leite,



aos problemas reprodutivos, a alimentacao, e a presenca de caes ou de outros
animais na propriedade.

O ciclo de vida de N. caninum envolve trés estagios infectantes
representados pelas formas parasitarias denominadas esporozoitos, taquizoitos e
bradizoitos. Os cées (Canis familiaris) e os coiotes (Canis latrans) assumem um
importante papel na cadeia epidemiologica da infeccdo como hospedeiros
definitivos comprovados (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004).

ApoOs infectarem-se por ingestdo de tecidos contendo taquizoitos
(dimensbes de 6,0 por 2,0 um) ou cistos (cerca de 50 um de diametro) com
bradizoitos (dimensdes de 6,5 por 1,5 um), esses animais desenvolvem a fase
sexuada de esquizogonia e gametogénese no intestino, liberando nas fezes os
esporozoitos dentro de oocistos esféricos (10 a 11 pm de diametro) e nao
esporulados (BUXTON et al.,, 2002). Os cédes e o0s coiotes sdo considerados
assim, disseminadores do agente no meio ambiente, podendo contaminar
alimentos e dgua (MCALLISTER et al., 1998; DUBEY, 1999b; DIJKSTRA et al.,
2002).

Nas vacas, ap0s a ingestdo desses oocistos esporulados, se
desenvolvem os estagios de multiplicacdo rapida — os taquizoitos, e lenta — os
bradizoitos, infectando células de diferentes tecidos e 6érgaos, como cérebro,
medula espinhal, nervos, figado, masculos cardiacos, esqueléticos, oculares e por
fim, invadindo o feto por via transplacentaria (MCALLISTER et al., 1998; DUBEY,
1999Db).

Segundo revisdes feitas por DUBEY (2003), no Brasil existem relatos
da presenca de anticorpos anti-N. caninum ndo s6 em canideos como citado
anteriormente, mas também em bovideos, equideos, felideos, cervideos,
didelfideos (gambéas) e roedores (capivaras), sendo, portanto, todos possiveis
hospedeiros intermediarios.

Dentre as diversas formas de transmissdo do protozoario N. caninum,
UGGLA et al. (1998) relataram a ingestdo de taquizoitos com o colostro
(transmissdo lactogénica), provocando resposta sorolégica em bezerros
desafiados experimentalmente. O risco de transmissdo venérea, por inoculacao

intrauterina de sémen contaminado com taquizoitos, foi testado por SERRANO et



al. (2006), resultando em sorologia positiva das maes e PCR positivo de cérebro,
pulméo e figado dos fetos.

Apesar da baixa prevaléncia e limitado nimero de coccidios nos céaes,
MCALLISTER et al. (2000) e GONDIM et al. (2004) revisaram a rota de
transmissdo da doenca e definiram que embora ndo tdo relevantes, os cées
podem ter participacdo na epidemiologia de surtos de abortamento por
neosporose bovina.

Contudo, a transmissao vertical € o meio mais eficiente de propagacéao
do parasito e manutencdo da enfermidade. As vacas podem permanecer
infectadas por N. caninum por toda a vida (TREES et al., 1999), transmitindo
verticalmente a infeccdo para sua progénie por geracdes sucessivas, de maneira
subsequente ou intermitentemente (BJORKMAN et al.,, 1996; WOUDA et al.,
1998; GUY et a., 2001; FIORETTI et al., 2003). Fémeas soropositivas sdo mais
propensas ao abortamento que as soronegativas, mas de um modo geral esse
meio de transmissao contribui para a persisténcia da infeccdo no rebanho com
baixa mortalidade fetal (BJORKMAN et al., 1996; ANDERSON et al.,, 1997;
SCHARES et al., 1998; WOUDA et al., 1998).

Na ocorréncia de abortamentos, estudos levantaram taxas de infec¢éo
congénita de 40,7% em Ontario no Canada (PAN et al., 2004), 44% no Quebec no
Canada (BERGERON et al., 2000), 63,7% na Costa Rica (ROMERO &
FRANKENA, 2003), 73% nos Paises Baixos (DIJKSTRA et al., 2003), 81% na
California nos EUA (PARE et al., 1996), 85% em Nebraska nos EUA (BJORKMAN
et al., 2003), 93% na Alemanha (SCHARES et al., 1998) e 95% no Reino Unido
(DAVISON et al., 1999). Em se tratando de comparacdes desses percentuais,
pode-se observar que as diferencas ocorrem em funcdo do pais ou da regido
estudada, da idade das fémeas avaliadas, da técnica de diagndstico empregada,
do tipo de exploracdo e da presenca de antecedentes de aborto.

Acredita-se que a frequéncia de ocorréncia de transmissao
transplacentaria enddégena diminua com o aumento do nimero de paricdes da
fémea, sugerindo que as vacas eventualmente desenvolvam um grau de
imunidade que tende a prevenir esse modo de transmissdo e as perdas por
abortamento (ROMERO et al., 2002; DIJKSTRA et al., 2003).



Taxa de transmissédo vertical de 36,8% em novilhas nelore ja foi
relatada por VIANNA et al. (2008) com resultados PCR negativos, mas sorologia
fetal positiva. A morte do feto normalmente ocorre entre o quinto e o sétimo més
de gestacdo e advém das lesGes placentarias ou fetais, principalmente no
cérebro, coracédo e figado, tendo baixa frequéncia nos pulmdes e rins (DUBEY &
LINDSAY, 1996). A patogénese da infeccdo por N. caninum é considerada
complexa, e apds varios estudos experimentais associando as lesdes
inflamatérias a presenca de taquizoitos de N. caninum, ainda ndo esta
completamente elucidada (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006a).

Estudos experimentais, visando esclarecer a patogénese da infec¢ao,
tém demonstrado a importancia do momento em que a fémea bovina gestante
sofre a infeccdo primaria, a recrudescéncia parasitaria ou a reinfeccdo. Quando o
processo infeccioso se desenvolve antes da gestacdo, ha o nascimento de
bezerros soronegativos. No inicio da gestacdo, antes do desenvolvimento do
sistema imune fetal, comumente ha morte intra-uterina, resultando em produto
abortado pela multiplicacdo parasitaria ndo controlada (WILLIAMS et al., 2000;
MACALDOWIE et al., 2004). Se a infeccao ocorre no segundo terco gestacional,
pode haver morte fetal ou 0 nascimento de crias persistentemente infectadas,
uma vez que o amadurecimento da imunidade fetal evolui progressivamente
(WILLIAMS et al., 2000; GUY et al., 2001; INNES et al.,, 2001; MALEY et al.,
2003). Finalmente, ocorrendo infeccéo no ultimo terco de gestacdo, normalmente
obtém-se bezerros cronicamente infectados, pois o feto jA € imunocompetente,
inclusive com manifestacao de resposta humoral (WILLIAMS et al., 2000; GUY et
al., 2001; INNES et al., 2001; MALEY et al., 2003).

Sobre a transmissédo transplacentaria, ndo ha informacdes exatas até o
momento sobre os mecanismos utilizados pelo N. caninum para infectar o feto
bovino. Em modelos experimentais, protozoarios como o Trypanosoma cruzi
(SARTORI et al., 2003), Toxoplasma gondii (ABBASI et al., 2003) e N. caninum
(MACHADO et al., 2007), foram capazes de invadir células gigantes
trofoblasticas. Tais células se originam de células trofoblasticas mononucleadas,
que migram para o epitélio uterino, onde se fundem com as células do

endométrio, possuindo ai possivel papel na infecgdo transplacentaria por estes



parasitas, sendo que o processo in utero de transmissdo do N. caninum para o
feto permanece desconhecida.

Pelas caracteristicas da enfermidade, o diagnostico da neosporose
bovina é dificultado pela inexisténcia de sinal clinico patognomonico e pelo baixo
namero de parasitos nos fetos, necessitando de confirmacédo pela utilizacdo de
mais de uma técnica de diagnostico (JENKINS et al., 2002). Associados as provas
sorologicas para deteccéo indireta de anticorpos, os métodos convencionais para
identificacdo direta do parasito em amostras fetais sdo o exame histopatolégico
associado ou ndo a imunoistoquimica (IHQ), a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e o cultivo in vitro (SAGER et al., 2001). Na impossibilidade de
envio do feto inteiro, as amostras a serem remetidas seriam cérebro, coracao,
figado e placenta, uma vez que séo estes os tecidos afetados por frequiéncia de
aparecimento (DE MEERSCHAM et al., 2002).

Em ruminantes, a placenta nao permite a transferéncia de
imunoglobulinas maternas para a circulacéo do feto (INNES et al., 2001), assim a
sorologia fetal positiva indica exposicdo do mesmo ao parasito dentro do utero.
Para a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum no soro ou nos fluidos fetais tém
sido utilizadas técnicas soroldgicas, principalmente a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) como prova de referéncia pela elevada
sensibilidade e especificidade, em torno de 98% (OSAWA et al., 1998).

As limitacdes da sorologia fetal no diagnéstico de N. caninum residem,
fundamentalmente, nas discrepancias existentes entre os diferentes laboratorios,
nas propriedades da técnica empregada e nas oscilagbes dos niveis de
anticorpos especificos produzidos nos animais infectados. Portanto, de acordo
com ATKINSON et al. (2000), ndo se dispbe de uma prova soroldgica
padronizada para a maioria dos laboratdrios, havendo diferentes pontos de corte
e critérios para a interpretacdo dos resultados. Tal condicdo foi ressaltada por
BARR et al. (1995) e WOUDA et al. (1997), que questionaram a sensibilidade das
técnicas soroldgicas no diagndéstico da neosporose fetal.

A identificacdo do parasito mediante técnicas histopatolégicas
(hematoxilina-eosina) é restrita, devido a similaridade morfolégica de N. caninum
com Toxoplasma gondii e Sarcocystis spp., € a0 nhumero de taquizoitos ou cistos

presentes geralmente ser escasso e de dificil deteccdo. Além disso, a observacao



de lesdes histopatologicas ndo é definitiva, pelo quadro lesional ser tipico de
infeccbes causadas por protozoarios, fornecendo apenas um diagnéstico
presuntivo de infecgao por N. caninum (WOUDA et al., 1997).

Ainda assim, LERTORA et al. (2004) consideraram indispensavel o
estudo histopatologico do feto no diagnostico de distarbios da reproducédo. Os
fetos infectados por N. caninum apresentam multiplas areas de necrose e
infiltrado mononuclear (linfécitos, mondcitos e células plasmaticas) no sistema
nervoso central, coracdo, figado, musculo esquelético e pulmdes, consistindo
principalmente em encefalite, miocardite e hepatite ndo-supurativas (WOUDA et
al., 1997; GONZALEZ et al., 1999; DE MEERSCHAM et al., 2002; PEREIRA-
BUENO et al., 2003; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006a; CABRAL et al.,
2009).

A IHQ utilizando anticorpos poli ou monoclonais anti-N. caninum como
prova confirmatéria da histopatologia sugestiva € uma técnica relativamente
pouco sensivel para detectar o parasito em tecidos do hospedeiro. Esta
caracteristica de baixa sensibilidade é normalmente devida ao baixo niumero de
parasitos, e algumas vezes, a baixa qualidade do tecido fetal, que pode estar
autolisado, mumificado ou macerado. Nessas situac¢des, ha o risco de ocorréncia
de resultados falso-negativos (BASZLER et al., 1999; DUBEY, 1999a). Se lesbes
histopatolégicas ndo sédo observadas, a IHQ ndo se faz necesséaria (BOGER &
HATTEL, 2003).

A técnica de PCR é uma das mais utilizadas no diagnostico de
abortamento em bovinos, bem como em estudos epidemiolégicos e filogenéticos
para a deteccdo do DNA gendmico do parasito nos tecidos fetais, devido a sua
rapidez, facilidade de execucdo e alta sensibilidade e especificidade, além da
tolerancia com relacdo a qualidade da amostra enviada quando comparada ao
histopatoldgico e a IHQ (BASZLER et al., 1999; SCHOCK et al., 2000; SAGER et
al., 2001).

Estdo disponiveis protocolos de PCR baseados na amplificacdo da
regido ITS-1 do DNA ribossomal (HOLMDAHL & MATTSSON, 1996) e os que
amplificam a regido Nc5 do DNA gendmico (YAMAGE et al., 1996; WANG et al.,
2009). O uso de nested-PCR pode ser aplicado como forma de aumentar a



sensibilidade do teste (BUXTON et al., 1998; PAULA et al., 2004; COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006a; VIANNA et al., 2008; CABRAL et al.; 2009).

COLLANTES-FERNANDEZ et al. (2002, 2006b) inovaram com a
técnica de PCR quantitativa em tempo real, obtendo resultados na analise da
carga parasitaria das amostras de tecidos de animais infectados em substituicéo a
IHQ.

A inoculacao em cultivo celular e o bioensaio podem ser utilizados para
recuperar o parasito de tecidos fetais suspeitos. O éxito do isolamento dependera
do nimero de organismos presentes na amostra e do grau de autélise da mesma,
ndo podendo o material ter sido congelado (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

Uma vez constatada a presenca da enfermidade numa regido, as
estratégias de controle devem ser elaboradas com base no conhecimento sobre a
real situacdo epidemioldgica da enfermidade e, para tanto, seriam necessarias
informacdes sobre a variabilidade de isolados presentes. Assim como o estagio
gestacional, a resposta imune fetal, a carga parasitaria e a duracdo da
parasitemia — fatores estes ja comentados, a viruléncia do isolado infectante
também influencia a patogénese da neosporose bovina e sua manifestacdo
clinica (WILLIAMS et al., 2000; INNES et al., 2005; COLLANTES-FERNANDEZ et
al., 2006a; DUBEY et al., 2006; ROJO-MONTEJO et al., 2009).

COLLANTES-FERNANDEZ et al. (2006a) demonstraram associacao
entre a carga parasitaria no cérebro e a presenca de sintomatologia nervosa,
sugerindo que as diferencas de viruléncia entre isolados testados poderiam influir
na capacidade de replicacdo do parasito no 6rgéo.

Sobre essa condicdo, varios autores tém demonstrado a diversidade
biologica e genética intra-especifica de N. caninum infectando bovinos
(REGIDOR-CERRILLO et al.,, 2008; GARCIA-MELO et al., 2009; ROJO-
MONTEJO et al., 2009; PEDRAZA-DIAZ et al., 2009). Técnicas de biologia
molecular, cada vez mais especificas na diferenciacdo entre isolados de amostras
clinicas, tém sido desenvolvidas e aprimoradas, como € o caso da técnica de
marcadores microssatélites para o estudo da estrutura genética da populacdo do
parasito em diferentes situacdes epidemiolégicas (BASSO et al., 2009).

Portanto, a epidemiologia molecular pode ser aplicada como mais uma

ferramenta de estudo da complexidade genética do N. caninum e a sua influéncia
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na manifestacdo clinica da enfermidade no hospedeiro, até entdo provada
somente em animais taurinos (REGIDOR-CERRILLO et al., 2008; GARCIA-MELO
et al., 2009; ROJO-MONTEJO et al., 2009; PEDRAZA-DIAZ et al., 2009),
justificando a importancia de se valorizar o estudo em zebuinos. A caracterizacao
genética de diferentes cepas de N. caninum é considerada por BECK et al. (2009)
como de extrema importancia para a prevencgao, vigilancia e controle da
neosporose bovina, principalmente por ser uma enfermidade sem terapéutica
aplicavel.

Em Goias, onde os problemas reprodutivos sdo frequentes, ha a
evidéncia da necessidade de estudos regionais sobre o tema, uma vez que a
enfermidade esta presente em rebanhos de leite e corte e que ha poucos estudos
existentes para zebuinos. Qualquer causa que altere a planificacdo da reproducao
e os indices reprodutivos normais deve ser detectada e corrigida, para que a sua
repercussao nos resultados econdémicos seja minima.

Diante do exposto, uma vez que a incidéncia da infeccao fetal por N.
caninum em uma populagdo deve ter correlagdo positiva com a prevaléncia da
infeccdo em adultos, o estudo foi conduzido visando avaliar a ocorréncia da
transmissao vertical de N. caninum em zebuinos do Estado de Goias, pelo
diagndstico da neosporose fetal baseada na associacdo de técnicas soroldgicas,
moleculares e histopatologicas. Além de caracterizar geneticamente 0s possiveis
diferentes isolados regionais de N. caninum que estejam circulando no gado

zebuino comercial.
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Resumo

Para avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum e sua transmissao
pré-natal em zebuinos, foi realizada a analise sorologica de fluidos toraco-
abdominais de fetos de quatro a nove meses de gestacdo colhidos em um
frigorifico. Um total de 195 fluidos fetais foi testado por reacdo de
imunofluorescécia indireta com ponto de corte de 1:64. Anticorpos anti-N.
caninum foram encontrados em 12 (6,15%) fluidos fetais provenientes de fetos de
cinco a oito meses de idade gestacional com titulos de RIFI de 1:64 em uma
amostra, 1:128 em duas, 1:512 em trés, 1:1024 em cinco e 1:2048 em uma. O
maior nimero de reacfes positivas ocorreu em fetos do sexto e sétimo més de
gestacdo. Os resultados reforcam a existéncia da transmissao vertical de N.
caninum em vacas zebuinas, indicando a necessidade de mais estudos sobre a

enfermidade nessa espécie bovina.

Palavras chave: Bos indicus, Fluido fetal, Neosporose, RIFI
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Abstract

To evaluate the occurrence of antibodies anti-Neospora caninum and its prenatal
transmission in zebuine cattle, it was performed the serological analysis of
thoracic-abdominal fetal fluids collected from four to nine months old fetuses in a
slaughterhouse. A total of 195 fetal fluids were tested by indirect fluorescent
antibody test with a cut off of 1:64. Anti-N. caninum antibodies were found in 12
(6.15%) fetal fluids collected from five to eight months old fetuses with IFAT titers
of 1:64 in one sample, 1:128 in two, 1:512 in three, 1:1024 in five and 1:2048 in
one. The largest number of positive ratios occurred in fetus samples of the sixth
and seventh month of gestation. The results support the existence of vertical
transmission of N. caninum in zebuine cows, indicating the need of more studies

about the disease in this bovine species.

Key words: Bos indicus, Fetal fluid, IFAT, Neosporosis

Introduction

Neospora caninum is an obligate intracellular protozoan parasite which
has been recognized as a major cause of infectious bovine abortion worldwide™.
The endogenous transplacental transmission of this coccidian parasite, resulting
from recrudescence of bradyzoite cysts in a chronically infected dam, is the major
natural route of infection to the offspring during successive pregnancies®. N.
caninum infection is generally latent and asymptomatic in non-pregnant cattle,
although the consequences in a pregnant cow may be abortion, the birth of a weak
calf or a clinically healthy but persistently infected calf 3*.

In Brazil, N. caninum was identified for the first time by Gondim et al.” in
a dairy herd in Bahia. In Goias, Melo et al.® reported seroprevalences by an
enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) of 29.6, 30.4 e 43.3% in beef, dairy
and mixed breed cattle respectively.

In cattle, N. caninum is vertically transmitted efficiently’. Fetuses are

able to recognize and respond to an antigen stimulus at 150 days of gestation and
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later. Vianna et al.” showed the transplacental route of transmission of
neosporosis in zebuine fetuses by using an ELISA technique and detected
antibodies with four or more months of gestation.

The present work evaluated, by indirect fluorescent antibody test
(IFAT), the occurrence of antibodies to and the vertical transmission of N. caninum

in zebuine fetuses (Bos taurus indicus) in Goias, Brazil.

Materials and Methods

The study was performed using bovine fetal fluid samples of 195
fetuses collected randomly from slaughtered cattle in Senador Canedo, Goias,
Brazil. Before necropsy, data were recorded, such as the general status of the
fetuses (autolyzed, mummified, etc.), the presence of macroscopic lesions and the
ages of the fetuses estimated in months by the measurement of crown-rump
length®. Fetal fluids were recovered from the thoracic or abdominal cavity using
sterile syringes. Samples were centrifuged at 500 x g for 10 min, to eliminate
cellular debris, and the serum was aliquoted and stored at -20 °C until analyzed.
Specific N. caninum IgG antibodies were detected by IFAT using whole NC-1
(Dubeyet al., 1988) tachyzoites obtained in a cell culture as an antigen.

The samples were diluted in a phosphate buffered saline solution (pH
7.2) and screened at a 1:64 dilution (cut off point), as previously recommended by
Alvarez-Garcia et al.? in function of the gestational age for maximum sensibility
and specificity of the technique. Serum samples showing fluorescence at a 1:64
dilution were titrated using two-fold serial dilutions until fluorescence extinction.

Negative and positive control fetal sera (Universidad Complutense de
Madrid, Madrid, Spain) were included on each slide, in addition to the PBS buffer
as a conjugate control.

Results and Discussion
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Anti-N. caninum antibodies were detected in 6.15% (12/195) of the
fluids from fetuses of five to eight months of gestational age, with IFAT titers
varying from 1:64 to 1:2048, demonstrating congenital neosporosis. The IFAT
titers in relation to gestational age of fetuses are represented in Table 1.

IFAT has been used for the serological diagnosis of N. caninum in
fetuses”10111213.1415.1617.181920 " Tha relatively low number of positive fetuses
observed was due to the fact that this study was performed on non-aborted
fetuses whereas the majority of other studies were conducted on aborted
products!t1#1314.1516.1819.20 gome of the negative results obtained here could be

due an inadequate fetal humoral response like occurred with Moore et al.*

, or by
sampling, or the interval between infection and fetal death was not long enough for
antibodies development like proposed by Wouda et al.*®

The rate found was superior to the 4.5% related to beef fetuses by
Venturini et al.'®. However, Vianna et al.” obtained a higher rate (36.8%) of
positive healthy fetuses at four months of gestation diagnosed by ELISA test with
a cut-off point of 1:10 to detection low levels of specific antibodies. It is not
possible to establish a correlation between the D.O. values obtained by the ELISA
technique of Vianna et al.” and the antibodies titers detected in our study by IFAT
for zebuine fetuses because of the technical differences.

In relation to the cut-off, Alvarez-Garcia et al.® commented the absence
of a consent cut-off point between different laboratories, and alerted that the use of
a cut-off point inferior to those described in the literature, may increase the risk of
false-positive cases, mainly in such young fetuses (four months of gestation). To
avoid cross reaction, cut-off values for maximum sensitivity and specificity should

be used®%?

, and some ELISA tests are not considered very useful in detecting
antibodies to N. caninum in fetal sera'®, probably first of all needing to be
standardized in fetuses with confirmed neosporosis.

The age of the serologically positive fetuses (at least five months) is in
agreement with the available literature!'*#131%1017.1819  Thig s related to the
development and maturation of the immune system?’. Barr et al.?’ found that the
occurrence of antibodies in fetuses increases with the gestational age. We did not
find an age related increase in seroprevalence, but a tendency for titers to

increase with fetal age was seen at table 1 like Wouda et al.*®.
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For the sampling location and the slaughter flow, the mothers' sera
were not available to collect and consequently it was not possible to calculate the
rate of vertical transmission.

This study indicates that the vertical transmission of N. caninum does
occur in zebuine. In prevalence studies it has been reported that Bos indicus
present a lower seroprevalence than Bos taurus®??32* This could be due to
differences in susceptibility of the two species as demonstrated in other parasitic
models (helminths, ticks, etc); however, little information is available on these
differences in neosporosis transmission. More probably, it might be due to
differences in cattle breeds, where dairy management strategies for cow
replacement, under intensive grazing conditions over long periods of time, is done
with their own heifers, maintaining neosporosis by vertical transmission®.

In general, as well as in beef cows compared to dairy cows, the
prevalence of N. caninum antibody in beef fetuses tends to be smaller than in

dairy fetuses™.

Conclusions

The results support the existence of vertical transmission of N. caninum
in zebuine cows in Goias, indicating more studies about the disease in this bovine
species. Although, the prevalence is inferior to most found for taurine, probably for
handling differences and for the replacement of females, and could still be

supposed susceptibility differences.
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Table 1
Neospora caninum IFAT titers in relation to gestational age of 195 fetuses from slaughtered zebuine

cows, Goias, 2008.

_ Neospora caninum IFAT titers .
Gestational age N° of % with

(in mo) fetuses Negative N. caninum antibody

1:64 1:128 1:512 1:1024 1:2048

(<1:64)
4 11 11 0 0 0 0 0 0.00
5 38 37 1 0 0 0 0 2.63
6 62 58 0 1 2 1 0 6.45
7 56 50 0 1 1 3 1 10.71
8 26 25 0 0 0 1 0 3.84
9 2 2 0 0 0 0 0 0.00
Totals 195 183 1 2 3 5 1 6.15

8¢



39

CAPITULO 3: Aspectos histopatolégicos e deteccdo de DNA de Neospora
caninum em tecidos de fetos de vacas zebuinas abatidas em Goias, Brasil
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Aspectos histopatolégicos e deteccdo de DNA de Neospora caninum em
tecidos de fetos de vacas zebuinas abatidas em Goiés, Brasil

Resumo

O parasito Neospora caninum € importante causa de falhas reprodutivas em
bovinos de todo o mundo, estando presente em rebanhos brasileiros de leite e
corte. Novilhas cronicamente infectadas transmitem o parasito via transplacentaria
por gestacdes sucessivas. Objetivou-se realizar o estudo histopatologico e a
detectar DNA parasitario em tecidos de fetos zebuinos. Fetos de Bos indicus ndo
abortados (n = 195) obtidos em Goias entre abril e agosto de 2006 foram usados
nessa andlise. A idade fetal foi determinada pela medida de comprimento da
regido occipital até a base da cauda. Amostras de cérebro, coracdo e figado
foram colhidas, parte delas foi congelada a -80 °C e outra parte fixada em formol
a 10%. A infeccdo foi primeiramente diagnosticada pela deteccdo de lesbes
histopatolégicas tipicas de infeccdo por protozoarios, como inflamacédo nao-
supurativa e/ou necrose, complementada pela nested-PCR. A idade fetal variou
de quatro a nove meses. Quarenta (20,51%) fetos zebuinos foram positivos por
PCR e 82 (42,05%) apresentaram les6es microscopicas sugestivas de infeccao
por protozoarios. O DNA parasitario foi amplificado mais freqliientemente no tecido
cerebral, onde foi encontrada a maioria das lesbes. De modo geral, a
concordancia entre os resultados obtidos por essas técnicas foi baixa, embora
tenha permitido diagnosticar a infeccdo parasitaria. Os resultados demonstram a
ocorréncia de lesdes e de DNA parasitario em zebuinos e indicam a necessidade

de associacao de técnicas no diagnéstico da neosporose fetal.

PALAVRAS CHAVE: Bos indicus, Diagnéstico, Histopatologia, Neosporose,
Nested-PCR



41

Abstract

The parasite Neospora caninum is an important cause of reproductive failure in
cattle world-wide, being present in Brazilian dairy and beef herds. Chronically
infected dams repeatedly transmit the parasite transplacentally. The present work
was designed to accomplish the histopathologic study and to detect the parasite
DNA in tissues of zebuine fetuses. Bos indicus non-aborted fetuses (n = 195) from
Goias submitted between April and August 2006 were used in this analysis. The
fetal age was estimated by the measurement of crown-rump length. Samples of
brain, heart and liver were collected, part of them was frozen at -80 °C and the
other was fixed in 10% buffered formalin. Infection was primarily diagnosed by the
detection of histopathologic lesions typical of protozoan infection, such as non-
suppurative inflammation and/or necrosis, complemented by a nested-PCR. The
fetal age varied from four to nine months. Forty (20.51%) zebuine fetuses were
positive by PCR and 82 (42.05%) presented microscopic lesions suggestive of
protozoan infection. Parasite DNA was amplified most frequently from brain tissue,
where were found most of the lesions. In general, the agreement between the
results obtained by these techniques was low, although have allowed to diagnose
the parasite infection. The results demonstrate the occurrence of lesions and the
parasite DNA in zebuine, and indicate the need of association of technigues in the

diagnosis of the fetal neosporosis.

KEYWORDS: Bos indicus, Diagnosis, Histopathology, Neosporosis, Nested-PCR

Introducéo

A cadeia produtiva da carne bovina brasileira tem expressiva
representatividade em ambito nacional e internacional. O Brasil apresenta o
segundo maior rebanho bovino do mundo (122.072.905 cabecas), tendo a regido
Centro-Oeste cerca de 20 milhdes de cabecas (quarto maior do Pais) e o niumero
mais elevado de animais abatidos (11.053.456) (ANUALPEC, 2008). Na produgéo
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leiteira 0 Estado de Goias € o segundo maior produtor do pais, e no ranking
nacional de abate bovino ocupa o quarto lugar (IBGE, 2009).

Com essa importante industria da carne, as falhas reprodutivas, pela
ocorréncia de enfermidades infecciosas, provocam perdas econémicas
significativas. Na etiologia dessas enfermidades, o protozoario intracelular
obrigatério — Neospora caninum — foi identificado como uma das causas mais
importantes de abortamento bovino infeccioso na pecuaria leiteira e de corte
mundial (ANDERSON et al., 2000; DUBEY et al., 2007).

Mais estudos sdo necessarios para compreender sua epidemiologia e
permitir o controle da neosporose bovina na América do Sul (MOORE, 2005),
onde a infeccédo tem sido reportada na Argentina (CAMPERO et al., 1998), Chile
(PATITUCCI et al, 1999), Paraguai (OSAWA et al, 2002), Uruguai
(KASHIWAZAKI et al., 2004), Peru (STAHL et al., 2006) e no Brasil (GONDIM et
al., 1999; LOCATELLI-DITTRICH, et al., 2001; CORBELLINI et al., 2002, 2006;
DE MELO et al., 2004; GUIMARAES et al., 2004; AGUIAR et al., 2006; MELO et
al., 2006; MINEO et al.,, 2006; MUNHOZ et al., 2006; OSHIRO et al., 2007,
GUEDES et al., 2008; MINERVINO et al., 2008; VIANNA et al., 2008).

N&o ha estimativas das perdas por neosporose no Pais, mas com base
nas ocorréncias informadas, o0s prejuizos causados por esta infeccao
provavelmente excedem o0s de outras doencas abortivas como brucelose e
leptospirose (VIANNA et al., 2008). Perdas no ganho de peso pds-desmame e
baixa qualidade de carcacga foram associadas a bezerros soropositivos (BARLING
et al., 2000).

Em Goias, MELO et al. (2006) observaram prevaléncia de N. caninum
de 29,61% em gado de corte e 30,4% em leite.

A presenca de N. caninum em um Unico feto abortado pode ser o
reflexo da infeccdo no rebanho (THURMOND et al.,, 1995). No entanto, ha
evidéncias de que a epidemiologia da neosporose bovina ndo se apresenta da
mesma forma entre os rebanhos de leite e corte. Tais diferengcas sao
principalmente atribuidas ao manejo a eles aplicado. A criacdo intensiva, sob
maior densidade populacional, e o tipo de reposicdo das fémeas foram

associados ao aumento da prevaléncia de N. caninum em gado de leite
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(SANDERSON et al., 2000; KIM et al., 2002; OTRANTO et al., 2003; MOORE et
al., 2009).

Apesar de haver entdo um menor risco de infeccdo com abortamento
em vacas de corte infectadas (HELMAN et al., 1998; DE MEERSCHMAN et al.,
2002), surtos causados pelo parasito ja foram reportados nesses rebanhos por
MOORE et al. (2003) e ANDREOTTI et al. (2004).

A transmissdao vertical, comum em rebanhos endémicos, assume papel
importante na manutencdo da enfermidade no rebanho, sendo vital para a
sobrevivéncia do parasito e disseminacdo da infeccdo (DUBEY et al., 2006,
2007).

Pela inexisténcia de sinais patognoménicos e pela frequéncia de baixo
namero de parasitos, uma variedade de técnicas diagndésticas provou ser Util na
deteccdo da infeccdo em fetos, usadas em associacdo (PEREIRA-BUENO et al.,
2003). Uma das técnicas amplamente utilizada € a histopatologia do cérebro fetal
e de alguns outros érgdos como coracdo e figado, associada ou ndo com a
imunoistoquimica (IHQ), na tentativa de diagnosticar lesbes caracteristicas de
infeccdo por protozoarios (GONZALEZ et al., 1999; PEREIRA-BUENO et al.,
2003). Além disso, técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram
usadas para detectar o DNA parasitario em tecidos (COLLANTES-FERNANDEZ
et al., 2006), tornando-se essencial ao diagndstico laboratorial, especialmente
guando associadas aos achados histopatoldgicos (SAGER et al., 2001).

As lesdes sdo principalmente localizadas no cérebro, miocéardio e
ocasionalmente no figado (KIM et al., 2002; COLLANTES-FERNANDEZ et al.
2006), sendo mais frequientes e severas no cérebro e coracdo (MOORE et al.,
2002; CORBELLINI et al., 2002; COLLANTES-FERNANDEZ et al. 2006). Lesdes
histopatologicas consistentes com meningoencefalite, epicardite, miocardite,
hepatite, miosite e placentite ndo-supurativas multifocais e necrotizantes foram
descritas na maioria dos estudos sobre o assunto (CAMPERO et al., 1998;
GONDIM et al., 1999; GONZALEZ et al., 1999; VENTURINI et al., 1999;
CORBELLINI et al., 2002; MOORE et al., 2002, 2003; PEREIRA-BUENO et al.,
2003; KASHIWAZAKI et al., 2004; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).

Segundo CORBELLINI et al. (2002), pesquisas epidemioldgicas sobre

a neosporose no Brasil sdo necessarias, esclarecendo a influéncia dos diferentes
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sistemas de producao de leite e corte e das distintas racas Bos taurus e Bos
indicus, na manifestacéo e transmissao da enfermidade.

Como a maioria dos estudos sobre neosporose bovina tem sido
conduzida em gado leiteiro europeu (DUBEY & LINDSAY, 1996; MELO et al.,
2006; DUBEY et al., 2007) e ndo em rebanho de corte zebuino, objetivou-se
realizar o estudo histopatolégico de lesbes associadas a infeccdo por
protozoarios, e a deteccdo de DNA de N. caninum no cérebro, coracdo e figado

de fetos zebuinos provenientes de fémeas abatidas no Estado de Goias.

Material e Métodos

Colheita de amostras

Foram utilizados fetos de vacas zebuinas abatidas em um frigorifico
comercial de Goias, de abril a agosto de 2006. Um total de 195 fetos foi obtido em
amostragem por conveniéncia.

Antes da necropsia, a idade fetal foi estimada em meses, pela medida
do comprimento da regido occipital a base da cauda (HUBBERT et al., 1972).

Os fetos foram agrupados em trés classes correspondentes ao primeiro
(de 42 a 120 dias ou trés a quatro meses), segundo (de 121 a 195 dias ou cinco a
seis meses) e terceiro (mais de 196 dias ou sete a oito meses) estagios
gestacionais.

Durante a necropsia foram colhidas, sob condicbes assépticas, trés
amostras de diferentes locais do cérebro, coracdo e figado, padronizando as
areas a serem colhidas por érgdo em cada feto, totalizando 585 amostras de
tecidos. As amostras foram acondicionadas individualmente, em bolsas plasticas,
a -80 °C até extracao de DNA para andlise por meio da reacédo de PCR.

Para o exame histopatologico, fragmentos dos 6rgdos foram fixados
em formaldeido tamponado a 10%, pH neutro (7,0).

Os testes laboratoriais foram realizados no Centro de Parasitologia
Veterinaria da Universidade Federal de Goias e na Universidad Complutense de
Madrid.
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Exame histopatoldgico dos tecidos fetais

Os fragmentos de 6rgdos colhidos e fixados foram desidratados em
diluicdes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol, incluidos em parafina
e seccionados com 5 pum de espessura. Os cortes foram corados pela
hematoxilina-eosina (H&E) e examinados em microscépio optico.

De acordo com a deteccdo de lesbes como encefalite, miocardite e
hepatite ndo-supurativas focais ou multifocais, acompanhadas ou nédo de necrose,
os tecidos dos fetos foram classificados em “ndo detectado/n&o relacionado a” (-),
“consistente com” (+) ou “caracteristico de” (++) infeccdo por protozodrios,
utilizando-se os critérios adotados por GONZALEZ et al. (1999) e PEREIRA-
BUENO et al. (2003).

O quadro lesional “caracteristico de” infeccdo por protozoarios foi
definido por necrose circundada por infitrado inflamatério de células

mononucleares. As lesfes descritas como “consistentes com" foram
determinadas no cérebro como inflamacéo focal a multifocal ndo-supurativa ou
como necrose, caracterizada pela presenca de focos de microgliose espalhados
pelo parénquima cerebral, freqlientemente na proximidade dos vasos sanguineos.
Da mesma forma, no coracéo e no figado, identificou-se miocardite e hepatite ndo

supurativas Ou necrose.

Extracdo de DNA em tecido congelado

O DNA gendmico foi obtido a partir de 20 mg de amostras de tecidos
homogeneizados de cérebro, coracdo e figado dos fetos usando um kit de
extracdo (Real Pure Extraccion DNA Gendmico, Durviz, Patema, Espanha), de
acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo de DNA foi medida por
espectrofotdbmetro na absorbancia de 260/280 e todas as amostras de DNA foram
diluidas a concentracéo final de 60 ng/mL e armazenadas a -20 °C até analise por
PCR.
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Amplificagéo daregido ITS-1 de Neospora caninum pela nested-PCR

A analise pela PCR do DNA de N. caninum em cérebro, coragédo e
figado foi realizada por ensaio da nested-PCR baseado na amplificacdo da regido
ITS-1 (internal transcribed spacer 1), com uso dos primers NN1 (5-
TCAACCTTTGAACCCAA -3’) - NN2 (5’- CGAGCCAAGACATCCATT -3’) e NP1
(5’- TACTACTCCCTGTGAGTTG -3’) - NP2 (5- TCTCTTCCCTCAAACGCT -3)
(BUXTON et al., 1998). Os pares de primers internos NP1-NP2 sdo especificos
para N. caninum amplificando um fragmento de DNA de 213 pares de base (pb).

A quantidade de 300 ng de DNA extraido das amostras de tecido foi
usada como modelo em cada reacdo. A amplificacdo do DNA foi executada em
volume total 25 uL contendo agua ultrapura esterilizada ajustada ao volume final,
2,5 uL de tampao buffer 1x (Biotools), 1,0 uL de cloreto de magnésio (MgCl,) a
1,5 mM (Biotools), 0,5 yL de dNTPs a 200 uM (Sigma), 2,5 yL de cada primer
(Sigma) a 0,15 pM (NN1 e NN2) ou a 2,0 uM (NP1 e NP2), 1 unidade de DNA
polimerase (Biotools) e 5 uyL de DNA extraido, usando um termociclador
(Mastercycler, Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Os parametros do ciclo da
primeira amplificagdo consistiram em um ciclo & 94°C por 5 min., 35 ciclos de
desnaturacao (94 °C, 1 min.), anelamento (54 °C, 1 min.) e extenséo (72 °C, 1
min.), com extensao final a 72°C por 10 min. Depois da amplificacdo primaria, o
segundo par de primers foi acrescentado a 5 yL do primeiro produto de PCR ao
mix da reacdo de amplificacdo secundaria e o amplicons foram submetidos a 35
ciclos de 94 °C por 1 min., 62 °C por 1 min. e 72 °C por 1 min., com uma extensao
final de 72 °C por 10 min.

Aliguotas de 5 pL do segundo produto amplificado foram submetidas a
eletroforese, em gel de agarose a 1,8% corado com brometo de etidio e
visualizadas sob luz UV. Para evitar reacdes falso-positivas, a extracdo de DNA, a
preparacdo da amostra de PCR e a eletroforese foram executadas em salas
separadas com seus proprios equipamentos. DNA de taquizoitos de N. caninum
purificados mantidos em culturas de células e agua ultra-pura foram incluidos em
cada reacao de nested-PCR, respectivamente, como controles positivo e

negativo.
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Todos os procedimentos para execucgdo da técnica foram padronizados
no laboratdrio da Universidad Complutense de Madrid onde o presente estudo foi

desenvolvido.

Analise de dados

O grau de concordancia entre as diferentes técnicas utilizadas foi
calculado pelo valor de kappa (K), utilizando o programa estatistico WIN
EPISCOPE 2.0. Os valores de K obtidos foram interpretados conforme sugerido
por LANDIS & KOCH (1977).

A comparacdo da ocorréncia de lesdes ou da presenca de DNA de N.
caninum, nos diferentes 6rgdos examinados, foi feita pelo teste do Chi-quadrado
(X).

Foi realizada a avaliacdo da influéncia do periodo gestacional (primeiro,
segundo ou terceiro tercos) quanto a positividade por PCR ou a ocorréncia de

lesdes nos fetos, utilizando-se teste do X>.

Resultados

Dos 195 fetos avaliados nesse estudo, 11 (5,64%) pertenciam ao
primeiro, 100 (51,28%) ao segundo e 84 (43,08%) ao terceiro tergos gestacionais,
sendo 11 do quarto més, 38 do quinto, 62 do sexto, 56 do sétimo, 26 do oitavo e

somente dois no nono més de gestacao.

Histopatologia

A presenca de lesdes associadas a infeccdo por protozoarios foi
avaliada em amostras dos tecidos dos 195 fetos colhidos.
Um total de 42,05% (82/195) dos fetos estudados apresentou lesdes

“caracteristicas de” ou “consistentes com” infecgao por protozoarios. Entre as 585
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amostras de tecido, 100 (17,09%) apresentaram lesbes, sendo 10% (10/100)
delas consideradas como lesbes caracteristicas e 90% (90/100) como
consistentes, compostas por 52 (52%) cérebros, 42 (42%) coracdes e seis (6%)
figados (Tabela 1). Trinta e oito fetos apresentaram lesées somente em cérebro,
27 em coracdo e um em figado. Dois fetos apresentaram lesdes simultaneamente
nos trés 6rgdos; 11 em cérebro e coragdo; um em cérebro e figado, e dois em

coracao e figado.

Tabela 1 — Numero de amostras que apresentaram lesdes classificadas em
caracteristicas (n=10) ou consistentes (n=90) a infeccdo por protozoérios de
acordo com a idade gestacional dos fetos.

Idade Numero de amostras com lesbes

gestacional Caracteristicas Consistentes

(meses) cérebro coracdo figado cérebro coracdo figado
4 0 0 0 3 1 0
5 1 2 1 8 4 1
6 1 2 0 16 10 2
7 0 1 0 17 11 2
8 1 1 0 5 10 0
9 0 0 0 0 0 0
Nmero 3 6 1 49 36 5

e fetos

Em geral, as lesdes nos tecidos afetados foram caracterizadas por
multiplos focos de infiltrados mononucleares ndo-supurativos, com ou sem areas
de necrose.

Nas dez amostras de tecido com patologia fetal “caracteristica de”
infeccdo por protozoarios, as lesdes eram formadas por necrose circundada por
infiltrado inflamatério mononuclear consistindo em encefalite multifocal né&o-
supurativa, miocardite nao-supurativa com grupos de linfécitos e macréfagos
infiltrando as fibras musculares cardiacas (Figura 1 e 2), e hepatite periportal ndo-

supurativa (Figura 3).
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Figura 1 - Miocardite sugestiva de infeccdo por protozoarios em
fetos zebuinos. (A) Necrose focal e discreta em miocardio de um
feto de oito meses de idade (cabeca de seta). HE. 200x. (B)
Infiltrado inflamatério mononuclear perivascular em miocéardio de
um feto de sete meses de idade (seta). HE, 400x.
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Figura 2 - Miocardite sugestiva de infeccdo por protozodarios em
feto zebuino. Infiltrado inflamatério mononuclear multifocal
acentuado em miocardio de um feto de cinco meses de idade. HE,

100X.

Figura 3 — Hepatite sugestiva de infeccao por protozoarios em feto
zebuino. Infiltrado inflamatério mononuclear periportal acentuado
em figado de um feto de cinco meses de idade. HE, 100x.
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Nas 90 amostras restantes, as lesbes foram descritas como
"consistente com" e formadas por encefalite multifocal n&o-supurativa,
caracterizada pela presenca de focos de microgliose espalhados pelo parénquima
cerebral (Figura 4), frequentemente na proximidade dos vasos sanguineos. No
coracao e figado as lesdes consistiram em miocardite ndo-supurativa e hepatite

nao-supurativa.

Figura 4 — Encefalite sugestiva de infec¢do por protozoarios em
feto zebuino. Gliose focal moderada em encéfalo de um feto de
oito meses de idade (estrela). HE, 200x.

N&o houve diferenca entre o achado de lesdes caracteristicas ou
consistentes com N. caninum no cérebro e coracdo (p >0,05). Entre cérebro e
figado e coracéo e figado a diferenca foi significativa (p <0,001).

Nenhuma forma parasitaria de N. caninum, associada ou ndo as

lesbes, foi identificada nos tecidos por meio do método histopatoldgico aplicado.
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Deteccdo do DNA parasitario em cérebro, coracao e figado

DNA de N. caninum foi detectado em 20,51% (40/195) dos fetos
bovinos estudados. A distribuicdo dos fetos PCR positivos de acordo com o

periodo gestacional esta representada na Figura 5.
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Figura 5 - Distribuicdo de fetos segundo periodo gestacional,
apresentando resultados positivos ao PCR para Neospora caninum.

Das 585 amostras de tecido, 44 (7,52%) foram positivas na PCR,
compostas por 35 (79,55%) de cérebro, sete (15,90%) de coracdo e duas (4,55%)
de figado. Trinta e um fetos foram DNA positivos somente em cérebro, trés em
coracdo e dois em figado. Quatro fetos foram positivos simultaneamente em
cérebro e coracdo, ndo sendo detectada a presenca simultinea de DNA
parasitario em tecidos de coracéo e figado, cérebro e figado ou nos trés érgaos
de um mesmo animal.

Houve diferenca significativa (p <0,001) entre a deteccdo de DNA
parasitario no cérebro, quando comparado com cora¢do ou figado. Ja quando

comparados coracgao e figado, essa diferenca néao foi observada (p >0,05).

Comparacgéo entre técnicas utilizadas
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Dos fetos estudados 93 (47,69%) apresentaram lesdes e/ou foram
positivos na PCR em pelo menos um dos 6rgdos analisados (Tabela 2).

Tabela 2 - Presenca de lesdes histopatoldgicas e resultados da PCR para
Neospora caninum, em relacédo a idade gestacional, em 195 fetos obtidos
de vacas zebuinas, em Goias.

NUmero de fetos

Idade i : : :
gestacional Histopatologia Histopatologia
(meses) (presencade PCR (+) (presenca de Total
lesGes) lesdes) e PCR (+)
4 3 2 1 6
5 8 3 5 16
6 19 0 7 26
7 16 4 10 30
8 7 1 6 14
9 0 1 0 1
Total 53 11 29 93

O valor K obtido na comparacdo entre os resultados da PCR e de
histopatologia para fetos foi de 0,276, sendo, portanto, considerado como
concordancia baixa.

Entre as 52 amostras de cérebro, 42 de coracao e seis de figado que
apresentaram lesdes (Tabela 3), apenas 12 (23,07%), seis (14,28%) e uma
(16,67%) foram também positivas pela PCR, respectivamente. Das amostras que
nao apresentaram lesao, 16,08% (23/143), 0,65% (1/153) e 0,53% (1/189) foram
PCR positivo em cérebro, coracao e figado, respectivamente.

Na comparacéo entre as técnicas utilizadas em relagdo aos 6rgéos, o0s
valores de K variaram de 0,078, para PCR e histopatologia de cérebro, a 0,238

para PCR e histopatologia de figado.
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Tabela 3 - Lesbes histopatoldgicas e resultado da PCR para Neospora caninum,
em o6rgaos de 195 fetos obtidos de vacas zebuinas, de acordo com o periodo
gestacional, Goias.

Técnica diagnostica

Histopatologia PCR
) (presenca de lesdes) (+)
Orgéaos Ter¢co gestacional Terco gestacional
segundo terceiro segundo terceiro
(n, %) (n, %) (n, %) (n, %)
n=52 n=48 n=20 n=24
Cérebro 23 (44,0) 15 (31,3) 13 (65,0) 18 (75,0)
Coracao 12 (23,1) 15 (31,3) 2 (10,0) 1(4,2)
Figado 1(1,9) — 1(5,0) 14,2
Cérebro,
Coracao e 2 (3,8) — — —
Figado
Cérebro e
Coracdo 4 (7,7) 7 (14,6) 2 (10,0) 2 (8,5)
Cérebro e
Figado o 1(21) o o
Coracao e
Figado 1(1,9 1(2.1) — —
Discusséo

No presente estudo a ocorréncia da transmissao vertical em zebuinos
foi baseada na identificacéo de lesdes histopatoldgicas sugestivas de infec¢ao por
protozoarios e na detec¢cdo do DNA de N. caninum pela nested-PCR em tecidos
de fetos ndo abortados.

Em geral, observam-se diferencas importantes entre as taxas de
positividade obtidas em diversos paises, em rebanhos de aptiddo de leite e de
corte e em manejos de criagcao intensivo e extensivo. Os resultados obtidos fazem
parte da analise de um tipo amostral distinto do que se tem em literatura, pois a
maioria dos dados disponiveis para N. caninum se referem a criacdes leiteiras de
animais Bos taurus e a fetos abortados, o que faz com que a discussdo muitas
vezes ndo compare as mesmas informagoes.

Segundo WOUDA et al. (1997), o diagndstico sugestivo de neosporose
bovina pode ser feito com base nas lesbes histopatolégicas como a encefalite,

miocardite e hepatite. Embora ndo patognomonicas, essas alteracbes tém sido
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relacionadas a infec¢éo aguda, sendo consideradas indicativas de infeccédo por N.
caninum em fetos abortados (BARR et al.,, 1991, 1994; WOUDA et al., 1997,
GONZALEZ et al., 1999; PEREIRA-BUENO et al, 2003; COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006; CORBELLINI et al., 2006; PESCADOR et al., 2007).

Os resultados dos exames histopatolégicos obtidos nesse estudo
indicaram inflamagéo severa. Em ordem de apresentacgéo, as lesdes observadas
corresponderam a danos nos tecidos cerebral, cardiaco e hepatico, fato também
observado por COLLANTES-FERNANDEZ et al. (2006) e CABRAL et al. (2009)
em fetos abortados. PESCADOR et al. (2007) obtiveram lesdes inflamatérias
sugestivas de infeccdo por protozoarios, com maior freqiéncia nos musculos
esqueléticos, coracdo, pulméo e cérebro, com um envolvimento secundario do
figado e rim, ao examinarem também fetos abortados, corroborando a citacédo de
KIM et al. (2002) sobre o figado ser o 6rgdo menos severamente afetado.

Em bovinos de corte, principalmente Bos indicus, a presenca de N.
caninum tem sido pouco estudada (MELO et al., 2006). Fato é que as lesbes
histopatolégicas sdo mais freqientemente relatadas em fetos de gado de leite
(DE MEERSCHMAN et al.,, 2002), provavelmente por se observar maior
prevaléncia da enfermidade neste tipo de sistema de producdo (QUINTANILLA-
GOZALO et al., 1999; MOORE et al., 2009).

A porcentagem de fetos com lesdes sugestivas de neosporose obtida
neste estudo (42,05%) foi superior a encontrada, em fetos bovinos abortados de
fémeas de leite, por WOUDA et al. (1997) nos Paises Baixos (17%), MORALES et
al. (2001) no México (34,6%), SONDGEN et al. (2001) na Alemanha (12,6%), KIM
et al. (2002) na Coréia (25%), MOORE et al. (2002) na Argentina (22,8%),
PEREIRA-BUENO et al. (2003) na Espanha (31,3%) e RAZMI et al. (2007) no Ira
(22%). No Brasil, essa taxa também foi superior a registrada por CORBELLINI et
al. (2006) (23%), com fetos bovinos abortados provenientes, na sua maioria, de
rebanhos leiteiros, e por PESCADOR et al. (2007) (34%).

No entanto, todos eles tiveram seus resultados histopatolégicos
confirmados, seja por IHQ, PCR, sorologia ou ainda a associagdo entre as
técnicas. Apesar de o exame histopatolégico ser utilizado como técnica de
referéncia (BASZLER et al., 1999), a evidéncia da infec¢do pelo parasita por uma

das outras técnicas citadas é necessaria, pois outros protozoarios (Toxoplasma
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gondii e Sarcocystis spp.) podem causar lesdes semelhantes (JENKINS et al.,
2002; PEREIRA-BUENO et al., 2003), o que justifica a alta taxa de resultados
sugestivos de neosporose aqui encontrados.

E importante ainda considerar que s&o trés as principais categorias de
agentes infecciosos (protozoérios, bactérias e virus) que podem apresentar
achados histopatologicos semelhantes (JAMALUDDIN et al., 1996). As alteragtes
histopatoldgicas apresentadas pelos fetos podem entdo ser similares em carater e
distribuicdo com infec¢cbes causadas por bactérias dos géneros Brucella,
Leptospira, Ureaplasma e outras que também ocorrem em Goias.

O uso de uma variedade de protocolos de PCR no diagnéstico da
neosporose fetal tem sido testado por diversos autores no Brasil e no mundo
desde 1996. Genes como Nc5, 18S rDNA, 28S rDNA, ITS1 e 14-3-3 tém sido
usados como sequéncias alvo na deteccao de N. caninum (YAO et al., 2009).

Assim como no presente estudo foi utilizada a técnica de nested-PCR,
com deteccdo de DNA parasitario em 20,51% dos fetos ndo abortados com
infeccdo natural, outros autores, como PEREIRA-BUENO et al. (2003),
COLLANTES-FERNANDEZ et al. (2006), MOORE et al. (2008), CABRAL et al.
(2009) e YAO et al. (2009) também a utilizaram para fetos abortados, obtendo
resultados positivos.

O protocolo de BUXTON et al. (1998), baseado na regido ITS-1 do
DNA ribossomal, foi testado por PEREIRA-BUENO et al. (2003) em fetos Bos
taurus, na sua maioria provenientes de fémeas de leite da Espanha, verificando
uma taxa de 15,3%, portanto inferior ao detectado no presente trabalho. Também
CABRAL et al. (2009) e SANTOS et al. (2010), detectaram pela amplificacdo da
regido ITS-1 do DNA de N. caninum em fetos no Brasil, percentuais de 6,7 e 5%,
provando a técnica em fetos zebuinos e cruzados ndo abortados, provenientes de
fémeas abatidas.

Por PCR simples, examinando tecidos de fetos taurinos abortados,
RAZMI et al. (2007) verificaram 13% de positividade; PITEL et al. (2001), SAGER
et al. (2001), SONDGEN et al. (2001) e KIM et al. (2002), obtiveram taxas em
torno de 21%, similar ao percentual apresentado neste trabalho, e GOTTSTEIN et

al. (1998), por sua vez, obtiveram percentual mais alto (29%).
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No Brasil, também testando fetos zebuinos nédo abortados, VIANNA et
al. (2008), nédo obtiveram nenhuma amostra positiva pela PCR. Pode-se inferir
gue essa auséncia de fetos positivos se deva a fatores inerentes a distribuicdo
focal do parasito, a qualidade do material analisado, ou ainda a conservacao do
mesmo, porque para SAGER et al. (2001) a técnica da PCR deve ser considerada
altamente especifica e sensivel para deteccdo de N. caninum.

O cérebro foi a amostra de tecido onde mais se observaram resultados
positivos a PCR, concordando com GOTTSTEIN et al. (1998), BASZLER et al.
(1999), GONZALEZ et al. (1999), KIM et al. (2002), PEREIRA-BUENO et al.
(2003), COLLANTES-FERNANDE?Z et al. (2006), CABRAL et al. (2009) e YAO et
al. (2009), os quais adotaram o cérebro fetal como 6rgdo de referéncia em seus
estudos. Reforcando este achado, SANTOS et al. (2010) ndo obtiveram resultado
positivo amplificado a partir das analises em coracdo, assim como YAO et al.
(2009) néao verificaram positividade no figado. De acordo com INNES et al. (2001),
a deteccdo do DNA parasitario no sistema nervoso central pode ser explicada
pelo baixo nivel de infec¢éo in utero, insuficiente para estimular a resposta imune,
ou simplesmente porque o feto se tornou imunotolerante a N. caninum, o que &
comum dependendo do estagio gestacional.

No entanto, para MORALES et al. (2001) a frequéncia de deteccdo de
DNA de N. caninum foi maior no coracdo do que no cérebro, enquanto que para
MOORE et al. (2008), o figado apresentou mais resultados PCR positivos.

Para evitar que a ocorréncia da neosporose fetal na avaliacdo da
transmissao vertical em zebuinos seja superestimada, os resultados dos métodos
utilizados devem ser interpretados cuidadosamente, uma vez que 0 exame
histopatolégico € sugestivo ndo s6 de infeccdo por protozoarios, mas também de
infeccdes bacterianas, devendo entdo ser confirmado por provas especificas e
sensiveis (JENKINS et al., 2002).

Portanto, ndo se pode considerar a histopatologia como método
especifico e definitivo. Do percentual de 42,05% de fetos com lesdes consistentes
ou caracteristicas, apenas 35,37% (29/82) tiveram outra indicacéo de infeccéo por
N. caninum pela técnica de PCR. Com base na afirmagdo de WOUDA et al.
(1997), em que a encefalite multifocal combinada a danos cardiacos e hepéaticos

sao fortemente sugestivos de neosporose bovina fetal, os achados aqui
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observados com este quadro lesional foram verificados em quatro animais, 0s
quais realmente eram PCR positivos, trés deles simultaneamente no cérebro e
coracao.

Somando-se a essa porcentagem o numero de positivos também pela
RIFI, detectado por FERNANDES et al. (dados n&o publicados) nos mesmos
animais seriam obtidos 33 (40,24%) fetos com lesBes histopatoldgicas sugestivas
confirmadas pela PCR e/ou pela RIFI.

Por outro lado, resultados histopatologicos apresentando leses
caracteristicas de neosporose ndo devem ser descartados como indicativos de
infeccdo aguda por N. caninum, uma vez que a PCR pode apresentar resultados
negativos por baixa carga parasitaria associada a distribuicdo focal do parasito
(SAGER et al., 2001), ndo permitindo a deteccdo de DNA. Sob 0 mesmo aspecto,
a RIFI pode também resultar na ndo deteccéo de anticorpos anti-N. caninum, pela
influéncia da idade fetal com consequente imaturidade imunolégica do animal,
fazendo com que néo haja a producdo de anticorpos especificos.

Diferentemente de RAZMI et al. (2007), os quais encontraram boa
correlacdo entre a PCR e o histopatoldgico, nos 93 fetos ndo-abortados com
resultados sugestivos pela histopatologia e positivos pela PCR, ndo foi observada
concordancia entre essas duas técnicas, concordante com os resultados obtidos
por PEREIRA-BUENO et al. (2003).

Segundo SAGER et al. (2001) e CABRAL et al. (2009), fatores
referentes ao momento da colheita das amostras podem contribuir para a falta de
correspondéncia entre essas técnicas. Quando os fragmentos dos 6rgaos sao
retirados, um para histopatologia e outro para biologia molecular, o parasito e as
lesbes podem ndo estar presentes em ambas as porcdes justamente pela
distribuicdo focal do mesmo.

Entretanto, se propusesse a execucdo da técnica histopatolégica a
partir das amostras PCR positivas, obter-se-ia alta correlacdo (72,5%) entre essas
técnicas, proxima aos achados de GOTTSTEIN et al. (1998) (75%) e SAGER et
al. (2001) (84%) em fetos taurinos de fémeas de aptidao leiteira. Portanto, ao
invés de confirmar o exame histopatologico com a analise molecular,
complementariamos o resultado da PCR com a histopatologia, reforcando o

diagnéstico.
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Onze fetos foram nested-PCR positivos, com a idade variando entre
quatro e nove meses (dois aos quatro meses, trés aos cinco meses, quatro aos
sete meses, um aos 0ito meses e um aos nove meses), sem a manifestacao de
qualquer tipo de lesdo, provavelmente devido a interrupcdo da gestacdo pelo

abate durante a fase aguda da infecgao.

Conclusao

Pode-se assumir que, pela amplificagcdo do DNA de N. caninum e pela
presenca das leses histopatoldgicas, mesmo que consistentes com achados de
outras infec¢des, N. caninum esta presente em fetos zebuinos e que a associacao
de técnicas de diagndstico da neosporose fetal se faz necessaria. O cérebro foi o
principal 6rgdo para diagndstico da infeccdo, seguido do coracdo e figado,

independente do trimestre gestacional.
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Genetic characterization of Neospora caninum isolates from clinical samples

of zebuine fetuses obtained in abbattoirs in Goias, Brazil

Abstract

The Neospora caninum microsatellite markers were applied to clinical samples.
Genotyping technology by fluorescently labelled DNA fragment analysis was used
in combination with DNA sequencing for those markers which complex repetitive
sequences. Nineteen DNA samples from 15 brains, and four hearts of naturally
infected non-aborted zebuine fetuses from abbattoirs in Goiés, Brazil, where N.
caninum had been detected by nested-PCR of the ITS1 rRNA region, were
analyzed using these microsatellites. Seven complete, or almost complete allele
profiles were obtained from six fetuses. In a unique microregion (Meia Ponte) of
Goias, three distinct profiles of N. caninum may be identified, with two alleles for
the same marker detected in a unique fetus, probably infected with two different
strains. A new allele was described for one of the microsatellites. The multilocus
analysis performed here showed a preliminary discriminate between individual
isolates according to their geographical origin. These are the first results obtained
for the molecular characterization of isolates of N. caninum from infected zebuine
fetuses in South America, revealing for the first time that there are genotype

differences on isolates responsible by fetal transmission in zebuine fetuses.

KEY WORDS: Bos indicus, Microsatellites, Multilocus genotyping, Neosporosis

Introduction

Neospora caninum is a protozoan of the phylum Apicomplexa that has
emerged as the major diagnosed cause of abortion in dairy cattle (DUBEY et al.,
2007), and probably in zebuine cows too (VIANNA et al., 2008). It is widely
accepted that neosporosis is maintained in the herd primarily by repeated

transplacental transmission, nevertheless neosporosis maybe transmitted to



12

intermediate hosts by consumption of oocysts shed by definitive host (horizontal
transmission) (DUBEY et al., 2007).

Different factors affect the outcome of bovine neosporosis during the
pregnancy, including the quantity and duration of parasitemy, the gestation age of
fetal infection, the effectiveness of the fetal immune response against the parasite
and, additionally the virulence of N. caninum isolates implicated with infection
(INNES et al. 2005; COLLANTES-FERNANDEZ et al. 2006; DUBEY et al. 2006;
ROJO-MONTEJO et al., 2009a).

The global distribution and broad host range of the parasites, together
with their capacity for sexual reproduction, suggest significant biological and
genetic diversity in N. caninum. The biological diversity has been reported among
some isolates in their capacity to produce pathology using experimental murine
(LINDSAY et al., 1995; ATKINSON et al., 1999; COLLANTES-FERNANDEZ et al.,
2006) and in bovine infections (ROJO-MONTEJO et al., 2009a), as well as in their
behavior in in vitro studies (SCHOCK et al., 2001; PEREZ-ZABALLOS et al., 2005;
ROJO-MONTEJO et al., 2009b).

Genetic diversity in N. caninum have been also demonstrated
employing different molecular techniques and genetical markers (ATKINSON et
al., 1999; SCHOCK et al., 2001; GONDIM et al., 2004; REGIDOR-CERRILLO et
al., 2006; BECK et al., 2009; PEDRAZA-DIAZ et al., 2009).

Random Amplified Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR) and sequence
analysis of rDNA internal transcribed spacer 1 (ITS-1) regions have been used to
demonstrate intraspecies genetic diversity of N. caninum (ATKINSON et al., 1999;
SPENCER et al., 2000; SCHOCK et al., 2001; GONDIM et al., 2004). However,
these techniques employ as markers genomic regions that are insufficiently
polymorphic to differentiate between N. caninum isolates, and with some
limitations, for a broad use in field studies, like the inconvenience of the influence
of exogenous DNA at least with RAPD-PCR, being more applicable for cultured
parasites.

Microsatellite sequences have showed to be the most suitable
polymorphic markers for typing of N. caninum isolates, having been applied to
genetic characterization in a set of isolates obtained from cattle and canine

worldwide with the demonstration of an extensive intra-species diversity
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(REGIDOR-CERRILLO et al., 2006, 2008; AL-QASSAB et al., 2009; BASSO et al.,
2009a,b; GARCIA-MELO et al., 2009; PEDRAZA-DIAZ et al., 2009; ROJO-
MONTEJO et al., 2009b).

Also called simple sequence repeats (SSRs), these markers are
repetitive short DNA sequences (2-6 base pair), stable in vivo and in vitro
passages (REGIDOR-CERRILLO et al., 2008; BASSO et al., 2009a,b; GARCIA-
MELO et al., 2009; ROJO-MONTEJO et al. 2009a), that are ubiquitously
distributed in the genome of eukaryotic and prokaryotic organisms, containing
tandem repeats of this DNA motif, with extensive polymorphism in sequence and
length (AL-QASSAB et al., 2009). They can be found both in protein-coding and
non-coding regions, presenting this high polymorphism due to the allelic repeat
length variation more likely to mutate than protein-coding sequences (BASSO et
al., 2009Db).

This way, REGIDOR-CERRILLO et al. (2006) had examined nine in
vitro-grown N. caninum isolates by multilocus microsatellite analysis and described
12 polymorphic microsatellite loci for N. caninum that exhibited three to nine
separate alleles. The microsatellite markers can be easily typed by molecular
DNA-techniques, including PCR amplification, fragment analysis or sequencing.
Furthermore, microsatellite analysis has been improved and these markers have
been used to genetic characterization of N. caninum from healthy and clinically
infected animals (REGIDOR-CERRILLO et al., 2008; BASSO et al., 2009a,b;
PEDRAZA-DIAZ et al., 2009).

This method may prove useful for the identification of infection sources
in molecular epidemiological studies and circulation of isolates in a delimited
region. Estimates can be made of the allele frequencies within populations, and
comparison of the profiles obtained in different farms, regions and countries, could
be studied providing information on the genetic relatedness of geographically
separated parasite populations, and allow estimation of the gene flow between
them (OURA et al., 2003).

Moreover the diagnosis, the genetic characterization and discrimination
of different N. caninum isolates maybe central to the prevention, surveillance and

apply of suitable control measures for bovine neosporosis, particularly given that
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currently there is no broadly applicable treatment regimen for apicomplexan
diseases (BECK et al., 2009).

Nevertheless, detailed information about the genetic diversity among
different geographical isolates of N. caninum is scant (AL-QASSAB et al., 2009).
Further molecular-epidemiological studies are needed to understand the
population structure of this parasite, the circulation of different genotypes across
the world on evolution of N. caninum, and how genetic diversity influences the
epidemiology, clinical presentation and pathogenicity in neosporosis.

New information could be provided by the analysis of N. caninum
isolates from infected but non-aborted fetuses, necessary to determine the actual
genetic diversity of this parasite as it was proposed for aborted fetuses by
PEDRAZA-DIAZ et al. (2009).

Here, we report the genetic analysis of N. caninum isolates from clinical
samples of zebuine (Bos indicus) fetuses naturally infected by vertical

transmission.

Materials and Methods

Sample collection

Samples were obtained from dead zebuine fetuses Bos indicus at a
local commercial slaughterhouse of Goias from April to August 2006. Data of the
location of the lots of fetuses were recorded.

During the slaughtering, a total of 195 fetuses were obtained, 585 fresh
different sections from brain, heart and liver were collected of which and stored at
-80 °C until DNA extraction.

DNA extraction and ITS-1 PCR amplification

DNA was prepared from 20 mg of bovine tissues using a commercially

available kit (Real Pure, Durviz, Patema, Spain) according to the manufacturer’'s
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instructions. The concentration of DNA was determined by spectrophotometric
analysis at A260 / 280 and all DNA samples were adjusted to a final concentration
of 60 ng/mL. DNA samples were stored at -20 °C until PCR analysis.

Detection of N. caninum DNA in samples obtained from bovine tissues
was carried out by a specific nested-PCR amplification of internal transcribed
spacer 1 (ITS-1) sequence using the oligonucleotides described by BUXTON et al.
(1998). Secondary amplification product of 213 base-pairs (bp.) was visualized by
1.8% agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining. To avoid false
positive reactions, DNA extraction, PCR sample preparation and electrophoresis
were performed in separate rooms with different sets of instruments and aerosol
barrier tips and disposable gloves were employed. Positive and negative controls,
respectively the DNA from N. caninum tachyzoites maintained in cell cultures and

ultrapure water, were included at all stages and for all batches.

PCR amplification of microsatellites

A total of nine markers described by REGIDOR-CERRILLO et al. (2006)
were amplified using sets of nested-PCRs well developed for each genetic marker
to determine the genetic profile of N. caninum isolates infecting the population
analyzed here. DNA isolated from tissues samples were analyzed by the
microsatellites MS4, MS5, MS6A, MS6B, MS7, MS8, MS10, MS12 and MS21 of
N. caninum, as described by REGIDOR-CERRILLO et al. (2006) and PEDRAZA-
DIAZ et al. (2009). Microsatellite markers and primers for primary and secondary
reactions are shown in Table 1. The primers were specific for N. caninum
amplifying a fragment of DNA around 300 bp.

A quantity of 300 ng of DNA extracted from tissue samples were used
as template in each reaction. DNA amplification was performed in 25 uL total
volume containing 2.5 pL 1x PCR buffer, 0.75 pyL 50 mM MgCl,, 0.50 yL 10 mM
dNTPs, 1.0 pL 10 pmol of each primer, and 1 unit of DNA polymerase (Biotools,
Madrid, Spain). After the primary amplification, 5.0 yL of a 1:5 dilution of the PCR

product were added to the secondary amplification reaction mixture.



Table 1 - Microsatellite markers and primers used in this study.

External PCR Primers (5’-3’)

Internal PCR Primers (5’-3’)

Marker Repeat
forward reverse forward reverse*
MS4 (AT)n CTACCCCTGGGAGTGAAT GCTCGTGTAAGACTCTGAA AGAAGAAGAAACGCGGAATG TCTGAAACGAATTCCCTTGG
MS5 (TA), GTCTCGATACCCTCATTGAA TTGACACAAAACAAAACAGC AATCAGGACTCCGTCACACC CCAGAGAGTCCCACATCTC
MS6A (TA), TCCGCGTGTGGTTTATCT TGCGCATGCACGAATAATAG
AGATCTCTTCTGCCACGTA AGCTCATTAAGATTGCAGGA
MS6B (AT), GCACTCATGGGATTTTGTAGG AAAAATCAATGCACCTGATCG
MS7 (TA), AATATGAGGCGTAGAGAGC AGAAGCCCTCCGTGTTTC GATCCAACTCGGCGAGATAC CGTTCCCTTCCCAAATCTTC
MS8 (AT), TGCTCAAGTTGTTCTAACG ATTAAGAACACCCGAGACG ACACTCGCCTTTCCTTTGTG CACACAGGCCAGTTGAAAAG
(ACT)n-
MS10 (AGA),- GGACACAAAAGTGAGGAA ACAAGAGTAAACGCGAAAAA CTATCACAGCCGTGAGTGTTG CGCGCTATCCTTTATTCT
(TGA),
MS12 (GT)n CCTTTCTTCTTGTGCTTCA CGAGCAAAAACGCACTT CCAGCATTTCTTCTCCTT CAAAAACGCACTTTCTTTCG
MS21 (TACA), GGCTGTGAGCATAACGGT CCTAATCGACAGCAGATGA TGTGAGCATAACGGTGGTTC TTTCTACCCTCCCCTTCACC

9,
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For the primary amplification, samples were subjected to one cycle at
94°C for 5 min., 35 cycles of 94°C for 1 min., 54°C for 1 min., and 72°C for 1 min.,
with a final 72°C for 10 min. And for secondary amplification, 35 cycles of 94°C for
1 min., 62°C for 1 min. and 72°C for 1 min., and a final 72°C for 10 min. When
amplification was not achieved in the second round of the PCR reaction, 5 pL of
the first PCR product without dilution was also tested in a second round of PCRs.
Positive and negative controls were included at all stages and for all batches as
mentioned above. Five L aliquots of the PCR products were visualized under UV

light in 1% agarose/ethidium bromide gel.

Automated allele sizing

Allele assignment was performed according to the sizes obtained by
capillary electrophoresis for all microsatellite markers.

The size of alleles amplified in each sample were determined by
fragment analysis using reverse primers fluorescent-end-labelled with 6-FAM in
the secondary PCR.

Dilutions of PCR products were prepared in sterile distilled water to a
concentration of approximately 1/10-1/20 ng/uL. Then 13.75 pL of HiDi formamide
and 0.25 pL of Gene Scan-500 (LIZ) Size Standards (Applied Biosystems, Foster
City, CA) were added to 1 pL of each diluted PCR product. Size of fluorescent
PCR-products was determined using a 48-capillary 3730 DNA analyzer (Applied
Biosystems) and the GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems) as
size standard at the Unidad Gendmica del Parque Cientifico de Madrid and

analyzed with the GeneMapper® V 3.5 Software.

Sequencing of microsatellites

The microsatellite markers called MS7 and MS10 were sequenced as

reported by REGIDOR-CERRILLO et al. (2006). PCR products amplified with non-

labelled primers for these microsatellites were purified using the GENECLEAN
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Turbo kit (QBiogene, California, USA) according the manufacturer’s instructions
and then sequenced in both directions using the Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) and a 3730 DNA analyser (Applied
Biosystems) at the Unidad Gendmica del Parque Cientifico de Madrid. Sequences
were analyzed using BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.1 (Hall, 1999)
(Copyright© 1997-2004 Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad, California 92008,
USA).

Data analysis

A multilocus genotype for each genomic DNA sample was generated by
combining the data for each allele at the nine loci analyzed. For each allele was
designated a Roman numeral according to the length of the repeat (allele size)
and the differences found in the sequence as was reported by REGIDOR-
CERRILLO et al. (2006). When sequencing of MS10 was not achieved but size
was determined, each non-sequenced allele was identified by a capital letter
according to the amplicon size.

Results

Parasite detection by ITS-1 PCR

N. caninum DNA was detected in 40 (20.51%) of all 195 fetuses by ITS-
1 PCR. From them, a total of 41 samples from tissues was PCR positive,
represented by 32 (78.57%) brains, seven (16.67%) hearts and two (4.76%) livers.
Thirty one fetuses were positive only in brain, three in heart and two in liver. Four
fetuses were positive in brain and heart, and no parasite was detected

simultaneously in the heart and liver or in the three organs of the same animal.

Microsatellite amplification, allelic variation and multilocus analysis
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In 21 fetuses (17 fetal brain tissues, three fetal heart tissues and two
fetal liver tissues) nested-PCR failed to amplify any microsatellite. Of the
remaining 19 fetuses only one or two microsatellite markers were amplified and
identified from 13 tissue samples (12 fetal brain tissues, one fetal heart tissue) and
more than three markers were obtained exclusively from six tissue samples (three
fetal brain tissues and three fetal heart tissues). The amplification’s rate of each

marker from each tissue was summarized in Table 2.

Table 2 - Nested-PCR efficiency measured by the amplification rate of
each microsatellite in the total of analyzed samples (32 brains, 7 hearts

and 2 livers).
Marker . Rate of amplification (%) .
brain heart liver

MS4 70.00 (7/120)  30.00 (3/10) 0.00
MS5 70.00 (5/7) 30.00 (2/7) 0.00
MS6A 75.00 (3/4) 25.00 (1/4) 0.00
MS6B 75.00 (3/4) 25.00 (1/4) 0.00
MS7 90.00 (8/9) 10.00 (1/9) 0.00
MS8 100.00 (2/2) 0.00 0.00
MS10 50.00 (3/6) 50.00 (3/6) 0.00
MS12 70.00 (6/9) 30.00 (3/9) 0.00
MS21 100.00 (3/3) 0.00 0.00

The length of repetitive motive and the size of allele amplified for each
marker and the complete list of the alleles signed with their corresponding number
are given in Table 3.

There was no apparent correlation between the number of repeats and
the degree of polymorphism. The largest allele number was found for the
microsatellites MS4 e MS5, exhibiting five alleles, while the MS6B and MS21
markers were found to be monomorphic for this set of samples. The MS7, MS8
and MS12 showed two different alleles. The remaining microsatellite markers
MSG6A and MS10 displayed, respectively, three and four different alleles.



Table 3 - Allele sizes and number allocation for each of the nine markers
for microsatellite analysis of Neospora caninum.

Marker Repeat Allele size Allele
(bp.) No.
MS4 (AT)16 296 2
(AT)17 298 3
(AT)1s 300 4
(AT)10 302 5
(AT)20 304 6
MS5 (TA)11 304 1
(TA)12 306 2
(TA)19 320 7
(TA)17 316 8
(TA)1s 318 10
MS6A (TA)14 302 3
(TA)1s 304 4
(TA)17 308 8
MS6B (AT)12 289 2
MS7 (TA)10 279 1
(TA)11 281 5
MS8 (AT)13 289 1
(AT)12 287 7
MS10 (ACT),- 298 AR
(AGA),-(TGA),
(ACT),- 301 B*
(AGA)y-(TGA),
(ACT),- 307 ch
(AGA)y-(TGA),
(ACT)s- 304 28
(AGA)14-
(TGA)10
MS12 (GT)16 308 2
(GT)1a 304 48
MS21 (TACA)10 303 1

A Alleles A, B, C from MS10 marker were assigned with a capital letter
according to their size because sequencing was not achieved. According
to this and previous studies (REGIDOR-CERRILLO et al 2006, 2008) the
allele A could be the alleles 1 (ACT)s-(AGA)14-(TGA)g, 10 (ACT)s-(AGA)13-
(TGA)s, 14 (ACT)-(AGA)12-(TGA)g, 18 (ACT);-(AGA)13-(TGA)s, or 21
(ACT)6-(AGA)14-(TGA)g and those not currently identified with a size of
298 bp. Similarly allele B, the alleles No. 2 (ACT)s-(AGA)14-(TGA)e, 17
(ACT)e-(AGA)13-(TGA)10, 22 (ACT)e-(AGA)15-(TGA)s, 26 (ACT)s-(AGA)15-
(TGA)s (301 bp.) and the allele C, the alleles 3 (ACT)s-(AGA)17-(TGA)s, 15
(ACT)6-(AGA)16-(TGA)g, 29 (ACT)s-(AGA)15-(TGA)10 (307 bp.)

® New allele.

80
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Figure 1 - Graphs obtained with the GeneMapper® V 3.5 Software. Graph
A showing a unique peak (large arrow) for one microsatellite locus (MS8)
representing one allele in the brain of fetus no. 180. Graph B presenting a
double peak (head arrows) for the same locus (MS8), indicating the
detection of two alleles in a unique sample (brain of fetus no. 190). Peaks
sizes are measured in base pairs and are shown in the boxes underneath
peaks.

Multilocus profiles with three or more microsatellite markers were
obtained for only six fetuses numbered 102, 155, 156, 180, 190, 200 (Table 4),
originated from the geographical regions represented at the follow map (Figure 2).
For one of these fetuses (102), no data of the location was obtained, and two of
them (180 and 190) had come from a same microregion (Meia Ponte) and one of
them revealed 2 profiles simultaneously, since two alleles were amplified and
observed for MS8 in fetus no. 190 (Figure 1).
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Table 4 - Summary of microsatellite analysis obtained for Neospora caninum.

N. of Fetal Geogr.aphical Microsatellites loci and alleles
fetus origin MS4 MS5 MS6A MS6B MS7 MS8 MS10 MS12 MS21

(M) (microregion)
14 9 ND - 1 - - 5 - -
(brain)
15 8 ND o . . 5 - _
(brain)
17 4 ND o . . 1 - _
(brain)
18 6 ND o - - - 2 .
(brain)
20 6 ND - 2 - . 1 - _
(brain)
34 8 ND 6 - . _ - _
(brain)
39 8 ND - _ . - 2 _
(brain)
49 7 ND o - _ 1 - N
(brain)
102 6 ND 3 a1
(heart)
152 7 Vale do Rio L -
(brain) dos Bois
154 7 Vale do Rio . _ - - _
(brain) dos Bois
155 7 Vale do Rio 3 7 _ I - & 2 o
(heart) ¢ dos Bois
156 5 Rio Vermelho 3 10 4 2 A 2 L
(heart)
177 7 Meia Ponte 2 L - - - 4 _
(brain)
180d 6 Meia Ponte 4 8 3 2 12 1 282 2 1
(brain)
190 ) 7 Meia Ponte 3 10 8 2 12 1° 28% 1
(brain)

7C

198 Porangatu 3 - _ _ -
(brain)
200 g 7 Porangatu 5 8 4 2 1 _ 2 1
(brain)
204 5 Porangatu _ - . - 2 _
(heart)

ND — no information data
4 MS7 sequenced for all samples and MS10 sequenced for two samples.
® The MS10 marker from 102, 152, 155 Y 156 fetuses were not sequenced.

©Two alleles for MS8 marker were detected in the fetus no. 190.

4 Multilocus profiles with amplification of three or more microsatellite markers.
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Figure 2 - Geographical origin of fetuses in Goias, typed by microsatellite
analysis.

Discussion

Most of the markers used in the present study have been further
applied for the molecular characterization of isolates from calves and fetuses from
Spain (REGIDOR- CERRILLO et al., 2008; PEDRAZA-DIAZ et al., 2009; ROJO-
MONTEJO et al.,, 2009a), and from dog isolates from Portugal (BASSO et al.,
2009a,b) having proven their usefulness for the identification and genetic
characterization of isolates of N. caninum.

It is known that levels of parasitemy are highly variable in natural
infections and they are frequently low. The amplification of microsatellites could
not be achieved for all samples analyzed here and was more successful for those
in which the amplification of the ITS-1 fragment was more intense. This could
indicate the fact that 21 of 40 PCR positive zebuine fetuses analyzed did not
amplify any microsatellite marker from DNA. The parasite load in those samples
might have been higher, but it should be considered that these samples were

collected in 2006, were proceeded from non-aborted fetuses, and the risk of some
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of them be partially autolyzed, added to the freezing at -80 °C for long periods of
time, might have affected the integrity of the DNA.

With the set of markers applied in this kind of sample with probable low
parasite load for the reasons mentioned above, it could be deduced, by Table 2,
that the brain was shown the tissue sample with larger amplification rate of
microsatellites, varying from 50 to 100%. The brain is the tissue sample where
more positive results are observed by the amplification of the ITS-1 fragment,
being considered the reference organ by several studies (PEREIRA-BUENO et al.,
2003; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006; CABRAL et al., 2009).

How one of the constraints for molecular epidemiological studies is this
low number of parasites in most of tissue samples commented before, the authors
BASSO et al. (2009b) and PEDRAZA-DIAZ et al. (2009) reported the use of the
nested-PCR protocols for an increase of sensitivity in the analysis of clinical
samples where lower concentrations of parasite DNA are present, and the
application of the microsatellite technique is, so, less efficient than the in vitro
isolates, even so only six zebuine fetuses from slaughtered cows breaded at the
region object of the investigation showed, for the first time, complete or almost
complete profiles.

The number of alleles for each microsatellite amplified from fetal
samples ranged from 1 to 5. All alleles identified in the present work were
previously observed in other studies (REGIDOR-CERRILLO et al., 2006, 2008;
ROJO-MONTEJO et al., 2009a), with the exception of allele 4 described here for
MS12 (Table 3).

In relation of a possible low or high polymorphism, a cautious analysis
should be done of Tables 3 and 4 due of the low number of samples that amplified
microsatellites markers. In the analysis of the number of alleles by the number of
samples that amplified the marker, the most polymorphic microsatellite was the
MS8, in which a unique allele was detected for each isolate (two alleles in two
amplified). After that, the higher polymorphism in the present study was observed
for MS6A and MS5 (75.00 and 71.43%, respectively), followed by MS10 (66.67%),
MS4 (50.00%), MS21 (33.33%), MS6B (25%), MS7 (22.22%) and MS12 (22.22%).
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The applicability of the most polymorphic marker MS8 should also be
important when detecting two alleles at this locus in a unique sample (fetus no.
190), that will be discussed later.

For AL-QASSAB et al. (2009) the most polymorphic marker was the
MS10. As well as it occurred for REGIDOR-CERRILLO et al. (2006, 2008) and
PEDRAZA-DIAZ et al. (2009), our results showed a high polymorphism for MS10
and MS5 (>65%). Although the sequencing of three alleles at this locus MS10
(Table 3) was not achieved, probably for the low amount of DNA, the allele
assignment was performed with a capital letter to difference from the remaining
alleles within this locus, and the sequences observed for this marker at the present
work was not described previously for any N. caninum isolate.

In the analysis of the multilocus genotype for each genomic DNA
sample, it was observed seven different profiles from samples with more than
three microsatellites amplified, considered here enough for genetic
characterization of N. caninum. No one exhibited identical genetic patterns — the
opposite occurred: all produced unique multilocus genotypes, distinct to each
other and from those worldwide isolates already identified and published in
previous studies (REGIDOR-CERRILLO et al., 2006, 2008; BASSO et al., 2009b;
PEDRAZA-DIAZ et al., 2009; ROJO-MONTEJO et al., 2009a), possible being new
genetically different isolates of the N. caninum species.

As the purpose of the present work was the identification of genotype
differences on isolates responsible by fetal transmission of N. caninum in zebuine
fetuses, an epidemiological analysis was not conducted here due to the low
number of samples and consequently to the low number of different isolates that
could be analyzed, even so it could be guaranteed that the individual DNA-
microsatellite patterns observed here were not previously reported for any N.
caninum isolate profile described before (REGIDOR-CERRILLO et al. 2006, 2008;
AL-QASSAB et al., 2009; GARCIA-MELO et al. 2009; ROJO-MONTEJO et al.
2009a).

They are the first indications of the genetic analysis of the probable
distinct N. caninum strains naturally infecting zebuine cattle from Goias, Brazil. In
the same way, complete or almost complete profiles, in natural clinical samples,
were observed by PEDRAZA-DIAZ et al. (2009) in aborted Bos taurus fetuses.
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Table 4 and Figure 2 intend to affirm the high variability for N. caninum,
represented by the fact that in a unique region (Goias) distinct isolates are
surrounding with more than one profile per property, and more than that, in a
unique microregion (Meia Ponte), three distinct profiles of N. caninum may be
identified, showing the outcome of a preliminary screen for diversity amongst local
isolates in their repetitive DNA.

Despite the similarity between the types is close to zero, the growing
need of more markers and larger number of samples should be wanted to the
continuous analysis of this variability. BECK et al. (2009) point out the importance
of microsatellite markers for the recognition of an increased frequency of mixed
infections, just as it happened with PEDRAZA-DIAZ et al. (2009), which assumed
the occurrence of a multiplicity of infection by two or more isolates.

In consideration to MALLON et al. (2003) that the parasite is considered
to be haploid, only a single allele would be detected in each isolate unless the host
had been infected with more than one parasite genotype, that seems have
happened with PEDRAZA-DIAZ et al. (2009) and with one fetus of the present
work (Fetus 190, MS8 — see Table 4), probably infected with two different strains,
with clearly different size of products, possibly corresponding the detection of
multiple infection by two isolates genetically different (Figure 1).

It is known that samples which showed multiple alleles at one locus also
tended to show multiple alleles at other loci (ANDERSON et al., 1999), but this did
not happen here. These observations raise concerns about the stability of
microsatellite repetitive sequences and their use for genotyping (AL-QASSAB et
al., 2009). Given this stability of these markers after in vitro and in vivo passages
of the parasite observed here and in previous studies (REGIDOR-CERRILLO et
al., 2006, 2008; BASSO et al., 2009b), the coexistence of different isolates in a
farm might be due to different routes of infection, or to the acquisition or transit of
infected animals from different locations (PEDRAZA-DIAZ et al., 2009). Further
study will determine the value of this approach through future epidemiological and
population genetic studies (AL-QASSAB et al., 2009).

The results evidenced that it is quite possible that N. caninum isolates
may have different population structures, depending on the geographical areas

and conditions of zebu breeding, or in which samples are collected. For
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comparative purposes, and to establish definitive conclusions about, it is
reasonable, to fortify the preliminary genetic diversity observed for N. caninum in
this area, further studies involving larger number of field samples from the same
location as well as additional epidemiological information regarding the origin of
the animals in the farm, the presence of dogs and the evaluation of possible feed
contamination.

And probably may be required, for investigation, more parasite load in
clinical samples from more diverse geographical areas in Goias, to permit the
knowledge of the local population structure and your parasite route of
transmission.

Future pathogenic characterization of these isolates will contribute to
the investigation of the relationship between isolate virulence and the outcome of
infection, as well as other epidemiological features, such as a further analysis of
transmission.

Anyway, it is worth to emphasize that these are the first results obtained
for the molecular characterization of isolates of N. caninum from infected zebuine
fetuses, not just in Goias, but even so in South America, revealing for the first time
that there are genotype differences on isolates responsible by fetal transmission in
zebuine breed.

Conclusion

With no evaluation of the isolate virulence or of the intensity of infection,
to our knowledge, these are the first results of genotype differences responsible by
fetal infection in zebuine in South America. A new allele was detected and specific
multilocus profiles were obtained and were not described previously for any N.
caninum isolate, confirming the high discrimination power of these genetic
markers. Further studies are needed in this area to investigate the genetic

diversity of field N. caninum isolates infecting zebu herds of cattle.
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CAPITULO 5: Consideracdes finais

Como a descoberta de N. caninum vem sendo considerada causa de
abortamento bovino desde a década de 80 em varias partes do mundo,
informacdes relacionadas a ocorréncia da infeccéo e ao seu impacto em zebuinos
se faz necessaria.

Nos dltimos anos tém ocorrido progressos na compreensao da
patogénese da neosporose bovina, que influenciam o desenvolvimento da
gestacao e a capacidade do animal em leva-la adiante. Entretanto, a infeccdo tem
sido mais estudada em animais taurinos, tanto na analise dos seus fatores de
risco como no seu diagnostico e caracterizacdo genética. Valoriza-se neste
trabalho entdo, o reconhecimento da infeccdo e a complexidade genética de N.
caninum em Bos indicus.

Assim, os resultados obtidos permitiram verificar a ocorréncia de
transmissdo vertical deste protozoario em zebuinos, diagnosticando a
enfermidade e o quadro lesional em fetos de fémeas destinadas ao abate. Além
de relatar, pela primeira vez, a variabilidade genética encontrada para o parasito
na espécie zebuina na América do Sul.

Embora ndo tenha havido concordancia entre as provas diagndsticas
pelos indices de positividade obtidos, ndo permitindo correlacionar seus
resultados, a transmissdo vertical de N. caninum em zebuinos pdde ser avaliada
por RIFI, por PCR, com a deteccdo do DNA parasitario em tecidos fetais e por
histopatologia com andlise das lesdes, possivelmente provocadas pelo parasito
nos principais 6rgaos.

Baseado nos resultados apresentados no segundo capitulo pode-se
afirmar que apesar de demonstrar a presenca da infeccdo em uma populacéo e a
ocorréncia da transmissao vertical, a sorologia por si s6 se mostrou insuficiente
como técnica de deteccdo da enfermidade quando comparada ao PCR e a
histopatologia.

O método de RIFI executado apresentou uma baixa sensibilidade na
avaliacdo da transmisséo vertical de N. caninum em zebuinos quando comparada
as outras duas técnicas descritas no terceiro capitulo, no entanto, ndo deixou de

demonstrar elevada repetibilidade e precisdo como técnica complementar.
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Como exposto no terceiro capitulo, péde-se observar que o cérebro é o
sitio onde mais se detectou o parasito por PCR, independente do periodo de
gestacao, corroborando com estudos que indicam a persisténcia do parasito neste
orgao. Portanto, a analise do mesmo é indispensavel para realizar o diagndstico
da infeccdo. O coragdo € o segundo 6rgdo em que mais freqiientemente se
detectou o parasito, seguido do figado. Nessa mesma ordem ocorreu a frequéncia
de apresentacdo das leses histopatoldgicas caracteristicas e consistentes com a
neosporose bovina.

Do grande nimero de amostras com lesGes sugestivas de infeccao por
protozoarios, caracteristicas ou consistentes com neosporose, a infeccdo por N.
caninum foi aqui verificada pela deteccdo do DNA parasitario por PCR e pela
presenca simultanea de necrose e inflamacdo no cérebro associada com
inflamagé&o no coragdo, mesmo quando PCR negativo.

Com relacéo aos resultados histopatolégicos, sugere-se a confirmacgao
dos mesmos por IHQ. No entanto, poderiamos ndo obter resultados positivos
devido a baixa carga parasitaria das amostras, por ndo serem tecidos de fetos
abortados cuja parasitemia geralmente € maior.

Pela obtencdo de amostras positivas pelos trés métodos como
observado acima, pode-se assegurar que realmente faz-se necessaria a
associacdo de técnicas para o diagnostico da neosporose fetal bovina, ndo se
podendo estipular um Unico método a ser aplicado.

A indicacdo de uma técnica ou outra seria entdo dependente da
necessidade de determinada situacdo, como por exemplo, ao buscar por
resultados negativos, a alta especificidade da técnica de RIFI se adequaria; na
pretensdo de maior nimero de resultados positivos, a alta sensibilidade do
histopatoldgico seria favoravel, no entanto dependente de confirmacgéo.

A baixa concordancia entre as técnicas ndo deixa de ser justificavel.
Fatores como a idade fetal e o tipo amostral analisado, proveniente de animais
nao abortados e obtidos ao abate, poderiam prejudicar, respectivamente, as
reacoes de RIFI e PCR.

No capitulo quarto o estudo forneceu os primeiros indicios de que
existem diferentes isolados presentes no Estado de Goias infectando zebuinos,

0S quais provavelmente possuiriam diferencas de patogenicidade entre si.
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Com o conhecimento da influéncia do sistema de producao leiteiro ou
de corte, e do manejo intensivo ou extensivo dos animais, sobre o comportamento
epidemioldgico da enfermidade, e que a maioria dos dados disponiveis para N.
caninum, mesmo em gado de corte, se referem a animais taurinos, neste quarto
capitulo, demonstrou-se pela primeira vez perfis genéticos do parasito infectando
zebuinos, distintos dos ja identificados para animais taurinos. Ressalta-se no
entanto, a necessidade da continuidade desse pioneirismo dos achados genéticos
para Bos indicus, ampliando o niumero de amostras de DNA obtidas de fetos
zebuinos positivos a serem analisadas em estudos futuros.

Logo, para valorizar mais os resultados originais encontrados com
expressiva variabilidade genética, estudos subseqiientes sdo ainda necessarios
para o uso dos microssatélites como marcadores de viruléncia, a serem utilizados
em amostras de campo para a analise sucessiva da complexidade genética de N.
caninum e da epidemiologia molecular da neosporose.

Sem a pretensdo de supor uma maior resisténcia do zebuino a
infeccdo por N. caninum, tal como em outros modelos parasitarios, acredita-se
que a viruléncia dos isolados aqui presentes, infectando esta raca nas
microrregides analisadas no Estado de Goias, seja baixa, justificando as taxas
encontradas e a reduzida carga parasitaria detectada por PCR. Baixa parasitemia
esta que dificultaria a quantificacdo organica do parasito por PCR quantitativa em
tempo real, a qual poderia ser associada as variacfes existentes na viruléncia
entre os possiveis diferentes isolados de N. caninum observados.

Os resultados alcancados nesse trabalho, comprovando a ocorréncia
da transmissdo vertical do parasito, apontam um potencial comportamento
endémico da infeccdo por N. caninum no rebanho zebuino comercial no Estado
de Goias, justificando a baixa carga parasitaria e a presenca de lesées menos

severas nos fetos.



