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Increase of scientific and technology competence to control Neospora
caninum in cattle for agricultural national defense
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A neosporose ¢ uma enfermidade parasitaria considerada como uma das
principais doengas reprodutivas em animais domésticos de produgdo em todo
o mundo. Grande parte das infec¢oes em bovinos ¢ originaria da transmissao
vertical. Sendo assim, os principais objetivos deste estudo foram: determinar a
patogenia da infecgdo transplacentéria em fémeas bovinas inoculadas com N.
caninum; padronizar as técnicas de extragao de DNA do N. caninum utilizando-
se diferentes tecidos obtidos de modelos experimentais; e implementar a técnica
de qPCR para diagndstico de neosporose e determinar a presenga de N. cani-
num nas diferentes dreas do sistema nervoso e nos diferentes érgaos de fetos
bovinos. Camundongos foram submetidos a inoculagdo de N. caninum e sacri-
ficados para coleta de segmentos do sistema nervoso central para padronizagao
das técnicas de detecgdo por PCR convencional. Para a obtengao do antigeno,
taquizoitos da cepa NC-1 do N. caninum foram inoculados em cultivo de células
Vero para multiplicagdo até alcangar um titulo aproximado de 1 x 107 taquizo-
ito/mL. Trinta vacas soronegativas ao protozodrio foram alocadas em diferentes
grupos: G1 (n = 9) inoculagao com N. caninum e apds 60 dias foram submetidos
ao protocolo de IATF (60d + IATF); G2 (n = 11) inoculagdo com N. caninum 60
dias ap6s a IATF (IATF + 60d); e G3 (n = 9) soronegativos para N. caninum sub-
metidos a IATF (controle). Os animais foram monitorados por ultrassonografia
35 dias ap6s IATF até a interrupgdo da gestagdo por cesarea aos 170 dias para a
realizagao das analises do tecido fetal. As amostras fetais foram submetidas a
extragdo de DNA para avaliagdo quantitativa da presenca do N. caninum por
qPCR com a utilizacdo de uma sonda TagMan desenhada a partir da sequéncia
do gene Ncs (GenBank: X84238). Como controle, foi utilizada a detecgao através
de PCR convencional, amostras de taquizoitos cultivados in vitro e IPC para a
reagao de presenga/auséncia pela técnica de TagMan. As taxas de prenhez aos 35
dias dos animais previamente inoculados 6od + IATF (4/9; 44,4%) foram maio-
res do que no grupo-controle (8/9; 88,8%) (P < 0,05). Aos 60 dias, o grupo 6od
+ IATF (o/4; 0%) mostrou-se diferente quando comparado aos grupos IATF +
60d (5/7; 71,4%) e controle (6/8; 75,0%) (P < 0,05). Com a TagMan foi observada
a presenca do DNA de N. caninum no bulbo olfatdrio e crtex posterior direito
de 3/5 fetos provenientes do grupo inoculado apds a IATE Com esses resultados
ficou demonstrado que a técnica de qPCR mostrou-se capaz de detectar o DNA
do protozoario no SNC fetal. Conclui-se que houve infecgdo transplacentaria
nos animais inoculados ap6s a IATF e que o protozodrio N. caninum interferiu
negativamente na gestagao dos animais inoculados.
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Deteccao de anticorpos anti Neospora caninum em
amostras individuais e coletivas de leite de bovinos pela
reacdo de imunofluorescéncia indireta*

Detection of antibodies against Neospora caninum in individual

and bulk milk samples from cattle by the technique of indirect
immunofluorescence assay
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Neospora caninum é um agente envolvido em perdas reprodutivas em bovi-
nos. Essas manifestagdes induzidas pelo parasito causam relevantes prejuizos aos
rebanhos de corte e leite. O diagndstico dessa infec¢ao é de grande importéncia,
principalmente para programas de erradicagao e controle. Sendo assim, os ob-
jetivos deste estudo foram: adaptar uma reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) para detecgdo de anticorpos anti-N. caninum no leite, a partir de uma
RIFI padronizada para a detecgao desses anticorpos no soro sanguineo; analisar
a concordéncia entre a detecgdo desses anticorpos pela RIFI no soro sangui-
neo e no leite de fémeas bovinas; e avaliar a viabilidade da RIFI para a detecgiao
de anticorpos anti-N. caninum em amostras coletivas de leite. Foram testadas
amostras de soro sanguineo e de leite, coletadas de 112 vacas em lactagio, e seis
amostras coletivas de leite, correspondentes a cada uma das propriedades avalia-
das localizadas na regido central do Rio Grande do Sul. As amostras de sangue
foram coletadas por pungio da veia coccigea e identificadas individualmente. As
amostras de leite individuais foram coletadas de todos os animais em lactacéo,
em tubos de ensaio estéreis. Em cada propriedade, foi coletada uma amostra
coletiva de leite, 15 mL aproximadamente, do tanque refrigerado, o qual continha
a totalidade do leite coletado das vacas avaliadas. A pesquisa de imunoglobuli-
nas da classe G anti-N. caninum no soro sanguineo e no leite foi efetuada pela
RIFI. Encontrou-se 78% de concordéncia entre a detec¢do de anticorpos no soro
sanguineo (com titulo de anticorpos > 50) e no leite, com sensibilidade de 90%
e especificidade de 100% para a RIFI nas amostras de leite. Entretanto, para as
vacas com titulos de anticorpos =100 No Soro sanguineo, tanto a concordancia
como os valores de sensibilidade e especificidade da RIFI no leite foram de 100%.
Todas as amostras coletivas de leite foram positivas na RIFI. Isso demonstra que,
conforme a propriedade, pode-se eleger com seguranga qual a melhor aborda-
gem diagnostica a ser adotada em relagdo a coleta de soro sanguineo ou de leite
para a pesquisa de N. caninum pela RIFI. Além disso, a determinacao da pre-
senga de anticorpos em amostras coletivas de leite pode servir para diagndstico
e triagem de rebanhos com animais infectados.
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