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Concordancia na deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora
caninum no sangue e no leite bovino pela reagio de imunofluorescéncia indireta

Agreement in detection of antibodies against Toxoplasma gondii and Neospora
caninum in blood and milk of cattle by indirect fluorescent antibody test
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade
da pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e anti-
Neospora caninum em amostras de leite bovino pela reagédo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e sua concorddncia com
a deteccdo desses anticorpos em amostras de soro sanguineo,
simultaneamente coletadas das mesmas vacas. No total, foram
analisadas amostras correspondentes de soro sanguineo e de leite
de 177 vacas em inicio de lactagdo. Para o T. gondii, o diagnéstico
no leite demonstrou concordanciaboae sensibilidade baixa, quando
comparado ao soro sanguineo com titulo de anticorpos séricos >64
(ponto de corte). Quanto ao N. caninum, obteve-se concordancia
excelente entre a detecgéo de anticorpos no soro sanguineo com
titulo >50 (considerado ponto de corte para termos de diagnostico)
e no leite, com sensibilidade de 80,7% e especificidade de 100%,
no entanto, para as vacas com titulos de anticorpos 2100 no soro
sanguineo, a sensibilidade e a especificidade foram de 100%. Nas
condicdes do presente estudo, demonstrou-se que a RIFI ndo é
indicada para diagnostico da toxoplasmose em amostras de leite
bovino, devido ao alto percentual de vacas soropositivas para
anticorpos anti-T. gondii no soro sanguineo diluido 1:64, em cujas
amostras de leite ndo houve deteccédo desses anticorpos. Por outro
lado, a RIFI é um teste viavel para o diagnéstico da neosporose
bovina, especialmente considerando como ponto de corte um
titulo de anticorpos séricos 2100, podendo ser recomendavel pela
praticidade de coleta da amostra como parte de programas de
saude dos rebanhos e estudos epidemiolégicos.

Palavras-chave: RIFI, sorologia, neosporose, toxoplasmose,
vacas leiteiras.

ABSTRACT
This study aimed to evaluate: the applicability

search for anti-Toxoplasma gondii and anti-Neospora caninum
antibodies in cattle milk samples by indirect fluorescent antibody

test (IFAT), and their concordance with detection of the same
antibodies in blood serum samples, simultaneously collected from
the same cows. A total of 177 cows in the beginning of lactation
provided corresponding samples of blood serum and milk. To
T. gondii, milk diagnosis demonstrated good conformity and
low sensitivity in comparison with blood samples whose serum
antibody titer ranged >64 (cut-off point). As for N. caninum it
was obtained optimum conformity between the detection of blood
serum antibodies, with titer ranging >50 (diagnose-aimed cut-
off point) and milk, with sensitivity reaching 80.7% and 100%
specificity. However, sensitivity and specificity reached 100%

for cows whose antibodies titers in blood serum ranged >100.

The study was able to demonstrate that IFAT is not indicate to
diagnose toxoplasmosis in cattle milk samples due to the high
percentage of cows that showed seropositivity to anti-T. gondii
antibodies at the 1:64 blood serum dilution, in whose blood
samples there was no such antibody detection. On the other
hand, IFAT is a feasible test for diagnosing cattle neosporosis,
especially when cut-off point is a serum antibody titer >100.
It can be recommended as part of herd health programs and
epidemiologic studies due to sampling practicality.

Key words: IFAT, serology; dairy cattle, neosporosis,
toxoplasmosis.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum
sdo parasitos intracelulares obrigatérios e podem
acometer diversas espécies relevantes na producéo de
leite e seus derivados, como ovinos, caprinos, bovinos
e bubalinos (DAGUER et al.,, 2004; DUBEY &
SCHARES, 2011). Ambos parasitas sdo importantes
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causas de problemas reprodutivos, isolados ou
associados a outros agentes (DUBEY, SCHARES
& ORTEGA-MORA, 2007). O impacto econbmico
global da neosporose bovina foi avaliado recentemente
e 0 aborto é o principal fator de prejuizo ao produtor.
Em 10 paises avaliados, as perdas econdmicas devido
ao N. caninum na bovinocultura excedem um bilhdo
de ddlares anuais (REICHEL et al., 2012). No Brasil,
infecgBes por T. gondii trazem prejuizos tanto para a
salde publica quanto para o setor agropecuario. Ha
relatos de infecgdo por T. gondii em diversas espécies
animais, inclusive aquelas que sdo utilizadas para
consumo humano, podendo causar a toxoplasmose
humana (DAGUER et al., 2004; COSTAet al., 2009).

O diagndstico da neosporose e toxoplasmose
bovinas pode ser realizado pela detecgdo do parasita
por histopatologia, imunohistoquimica ou por PCR,
ou pela detec¢cdo de anticorpos contra o parasita por
ensaio imunoenzimatico (ELISA), soroaglutinagdo
ou reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
sendo a RIFI considerada uma técnica especifica e de
referéncia para ambos os parasitas (REMINGTON et
al., 2004; DUBEY & SCHARES, 2011). A pesquisa de
anticorpos em amostras de leite ¢ um método utilizado
na Europa para investigacdo, monitoramento e controle
de doencas infecciosas em rebanhos bovinos. O estado
sanitario do rebanho pode ser avaliado no leite em
relacdo a brucelose, diarreia viral bovina (BVD) e
Leptospira hardjo (MILNE etal., 2006). A deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum em amostras individuais
de leite, pela técnica de ELISA, tem sido utilizada em
alguns paises desde 1999 (CHANLUN et al., 2006;
MILNE et al., 2006; GONZALEZ-WARLETA et al.,
2011). Por outro lado, a RIFI, embora seja considerada
um teste padrdo para diagndstico soroldgico de
Neospora spp., é pouco estudado para deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum no leite (OOl et al., 2000;
CAMILLO etal., 2010).

No Brasil, hd estudos avaliando a
concordancia entre a detec¢do de anticorpos anti-N.
caninum, em amostras de soro sanguineo e do leite
individual de fémeas bovinas, somente no Rio Grande
do Sul (CAMILLO et al., 2011). Em toxoplasmose,
os relatos de deteccdo de anticorpos no leite sdo
limitados, sendo relatados em ratas, cabras e ovelhas
(VITOR et al., 1991; COSTA & LANGONI, 2010).
Em bovinos, no Brasil, ndo existem estudos que
associem a ocorréncia de anticorpos no soro sanguineo
e no leite para T. gondii. Os testes para detectar
anticorpos anti-T. gondii e N. caninum no leite
poderiam ser mais utilizados, porém, as informacoes
a respeito do método da RIFI para este tipo de analise
em bovinos sdo limitadas até o presente (COSTA

& LANGONI, 2010; CAMILLO et al., 2011). O
objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade da
pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e
anti-Neospora caninum em amostras de leite bovino
pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e
sua concordancia com a detecgdo desses anticorpos
em amostras de soro sanguineo, simultaneamente
coletadas das mesmas vacas.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram coletadas 177
amostras simultaneas de sangue e de leite de vacas em
fase inicial de lactacéo, procedentes de 10 propriedades
rurais, localizadas nas mesorregides Centro-Sul (trés),
Oeste (cinco) e Sudoeste (duas) do estado do Parana.
As amostras de sangue foram coletadas por puncéao
da veia coccigea e centrifugadas a 1000xg por 10min
para obtencdo do soro sanguineo. As amostras de soro
foram mantidas a -20°C até as analises. As amostras de
leite foram coletadas de maneira asséptica, em tubos de
ensaio estéreis e obtidas de quartos sem mastite clinica.
Os trés primeiros jatos de leite foram desprezados e as
amostras foram mantidas refrigeradas para transporte
até o laboratorio. O leite foi centrifugado a 1000xg
durante 20 minutos; aamostra para analise foi aspirada
abaixo da camada de gordura e mantida a -20°C até
as analises (OOl et al., 2000; CAMILLO et al., 2011).

Cada amostra de soro sanguineo foi
dividida em duas aliquotas nas dilui¢es iniciais de
1:64 e 1:50 (PBS, pH7,2), destinadas para a RIFI
contra T. gondii ou N. caninum, respectivamente;
as amostras de leite foram destinadas a RIFI sem
serem diluidas. As amostras de soro sanguineo que
apresentaram reacOes positivas foram diluidas até a
determinacéo do titulo méximo da reagcdo (CAMILO
etal., 2011; MACEDO etal., 2012). Foram utilizadas
laminas contendo taquizoitos de T. gondii (cepa
RH) ou N. caninum (cepa NC-1), obtidos através
de cultura in vitro em células VERO, produzidos
no Laboratorio de Patologia Clinica da UFPR. Os
taquizoitos foram diluidos para uma concentracdo
de 500 a 1000 taquizoitos pl* de PBS e colocados
em laminas forradas com teflon, contendo 12 pogos
de 5mm de didmetro cada, as quais foram secas em
estufa a 37°C e conservadas a -20°C até as analises.
Amostras de soro sanguineo de bovinos, positivas ou
negativas, foram utilizadas como controle para a RIFI
em todas as laminas, assim como anticorpo secundario
anti-lgG® bovino conjugado ao isotiocianato de
fluoresceina na diluicdo de 1:100. As amostras com
fluorescéncia periférica total do taquizoito foram
consideradas positivas (PARE et al., 1995).

Ciéncia Rural, v.44, n.12, dez, 2014.



2206 Meirelles et al.

As amostras de soro sanguineo e de
leite foram testadas paralelamente. Os resultados
da detecgdo de anticorpos nos diferentes fluidos
testados foram comparados, utilizando-se o resultado
da RIFI no soro sanguineo como referéncia. Foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade
e concordancia (indice kappa) seguindo as
recomendacdes da OPAS (1997). A sensibilidade e a
especificidade da detecgdo de anticorpos pela RIFI no
leite foram calculadas em comparacéo a deteccéo de
anticorpos nas amostras de soro sanguineo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de concordancia entre
o titulo de anticorpos no sangue e no leite, pelo
indice kappa para T. gondii e N. caninum, estdo
apresentados nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Nas
vacas que apresentaram titulo de anticorpos anti-T.
gondii de 1:64 no soro sanguineo, foi encontrada boa
concordancia (indice kappa 0,62), com sensibilidade
de 51,3% e especificidade de 100% nas amostras
de leite correspondentes. Nas amostras de soro
sanguineo, com titulo de anticorpos de 256 e 1024,
obteve-se sensibilidade e especificidade de 100% e
concordancia excelente.

O total de vacas positivas para anticorpos
contra T. gondii no soro sanguineo diluido a 1:64
foi de 37, porém, 19 dessas vacas ndo tiveram
anticorpos anti-T. gondii detectados no leite. O indice
kappa demonstrou concordancia boa e sensibilidade
considerada baixa para a deteccdo comparativa de
anticorpos contra T. gondii no soro sanguineo e no
leite nesta diluicdo. Estes resultados depSem contra
a seguranca do diagndstico sorolégico para T. gondii
em amostras de leite bovino pela RIFI. Considerando
que, em geral, preconizam-se diluicGes soroldgicas
com ponto de corte >64 (MARANA et al., 1994;

GARCIA et al., 1999; DAGUER et al., 2004), estes
resultados discordantes sdo particularmente relevantes
do ponto de vista diagndstico, uma vez que 51,35%
das vacas soropositivas para anticorpos contra T.
gondii, na dilui¢éo de 1:64 do soro sanguineo, seriam
consideradas negativas pela RIFI, utilizando amostras
de leite, incorrendo-se em resultados falso-negativos
quanto ao status sorolégicos destes animais.

A utilizacdo da RIFI para detec¢do de
anticorpos contra o T. gondii no leite bovino e sua
relacdo comparativa com amostras de soro sanguineo
sdo temas ainda pouco explorados em bovinos.
Analisando os resultados das amostras de soro
sanguineo e de leite para o T. gondii, observou-se que
a frequéncia de animais com anticorpos detectaveis no
leite aumenta conforme o titulo no soro, possivelmente
devido aos niveis de imunoglobulinas no leite serem
influenciados pelo nivel de anticorpos presentes no
soro sanguineo (HURLEY & THEIL, 2011).

As imunoglobulinas no leite sdo
influenciadas pelos niveis de anticorpos no soro, mas
também sdo produzidas no Ubere, antes do parto, e
o0 nivel de 1gG diminui rapidamente durante as duas
primeiras semanas de lactacdo (CHANLUN et al.
2006; HURLEY & THEIL, 2011). QOutros fatores que
podem alterar o titulo de anticorpos no leite sdo: a fase
da lactacdo; alta producéo leiteira diaria; ocorréncia
de inflamacdo da glandula mamaria; numero de
lactacOes; e o estresse (CHANLUN et al., 2006). No
presente estudo, todas as amostras reagentes no leite
foram provenientes de animais soro reagentes e o leite
foi coletado de quartos que ndo apresentavam mastite
clinica, o que indica possivelmente a auséncia de
reacOes falso-positivas no leite, que, de acordo com
KLINTEVALL e colaboradores (1991), poderiam ser
causadas por mastite ou residuos de gordura. Neste
caso, a necessidade de identificar quartos mamarios
sem indicios de mastite, para deteccdo de anticorpos

Tabela 1 - Comparagdo entre o titulo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em amostras de soro sanguineo e a detec¢do qualitativa de
anticorpos em amostras de leite, coletadas simultaneamente das mesmas vacas e avaliadas pela reacdo de imunofluorescéncia

indireta (RIFI).

Titulos de anticorpos no soro

N2 de vacas positivas no soro
sanguineo/N? total de amostras

N2 de vacas positivas no

leite/total de positivas no soro Critério”

sanguineo sanguineas (%) sanguineo (%, k%)

64 37/177 (20,9) 19/37 (50,3; 0,62) Bom

256 17/177 (9,6) 17/17 (100; 1,00) Excelente
1024 3/177 (1,7) 3/3 (100; 1,00) Excelente

%indice kappa (k).

“Critério de classificagdo - concordéncia estatistica em nivel de 5% entre os resultados avaliados, pelo indice kappa (ROSNER & WILLETT,

1988).
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Tabela 2 - Comparagdo entre o titulo de anticorpos anti-Neospora caninum em amostras de soro sanguineo e a detec¢do qualitativa de
anticorpos em amostras de leite, coletadas simultaneamente das mesmas vacas e avaliadas pela rea¢do de imunofluorescéncia

indireta (RIF1).

. . Ne de vacas positivas no soro
Titulos de anticorpos no soro

N¢ de vacas positivas no

. sanguineo/N® total de amostras leite/total de positivas no soro Critério”
sanguineo b " a
sanguineas (%) sanguineo (%, «%)

50 83/177 (46,9) 67/83 (80,7; 0,82) Excelente

100 63/177 (35,6) 63/63 (100; 1,00) Excelente

200 21/177 (11,9) 21/21 (100; 1,00) Excelente

400 12/177 (6,8) 12/12 (100; 1,00) Excelente

800 9/177 (5,1) 9/9 (100; 1,00) Excelente

%indice kappa ().

“Critério de classificagdo - concordancia estatistica em nivel de 5% entre os resultados avaliados, pelo indice kappa (ROSNER & WILLETT,

1988).

pode ser um fator complicador para utilizacdo do
diagnostico desses agentes a partir de amostras de
leite, limitando a utilizacdo do teste em animais com
alteragdes inflamatorias da glandula mamaria.

Foram detectados anticorpos contra N.
caninum no soro sanguineo diluido a 1:50 em 83/177
(46,9%) vacas. Destas 83 vacas soropositivas, 67
(80,7%) foram positivas também para amostras
de leite, com concordéncia considerada excelente
(kappa=0,82), sensibilidade de 80,7% e especificidade
de 100%. Os resultados obtidos foram superiores aos
de CAMILLO et al. (2011), que, em estudo similar,
obtiveram concordéancia de 0,40 no mesmo titulo. De
acordo com CHRISTENSEN & GARDNER (2000)
e CHANLUN et al. (2006), esta diferenga entre
concordancias poderia ser justificada pelos contrastes
de ecossistemas entre as regides estudadas, o estadio
de lactacdo, a amostragem ou a producdo de leite
diaria, o que pode interferir no titulo de anticorpos
contra N. caninum no leite.

Por sua vez, quando consideradas
as amostras de soro sanguineo com titulo de
anticorpos >100, obteve-se concordancia excelente,
sensibilidade e especificidade de 100% em relagdo
as amostras de leite. Esses valores corroboram
aqueles obtidos por OOI et al. (2000), que utilizaram
amostras de leite de vacas com titulo de anticorpos de
1:200 no soro sanguineo e obtiveram concordancia
excelente para a RIFI no leite e no soro sanguineo.
Também confirmam os de CAMILLO et al. (2011),
que demonstraram 100% de concordéncia entre a
RIFI, no soro e no leite, para os animais com titulos
de anticorpos séricos >100.

Todas as amostras avaliadas para N.
caninum que foram positivas no soro sanguineo e
negativas no leite (16/83; 19,3%) tinham titulacdo
sérica de 50 (k=0,82). A diluicdo de 1:50 no soro

sanguineo é utilizada como ponto de corte para
diagnostico de neosporose por varios autores
(DUBEY etal., 2011). Outros estudos realizados, que
utilizaram a RIFI para deteccéo de anticorpos no leite,
comparativamente ao soro sanguineo (OOI et al.,
2000; CAMILLO et al., 2011), também verificaram
concordancia de 100% entre soro sanguineo e leite
somente em vacas com titulo de anticorpos séricos
>100, o que indica que o diagndstico de neosporose
pela RIFI no leite pode ser utilizado, mas com
restrices, principalmente em vacas com titulos
séricos de 50. No método de ELISA, para diagndstico
de neosporose no leite, GONZALEZ-WARLETA et
al. (2011) encontraram resultados de concordancia no
leite e soro sanguineo de 97,6%. Da mesma forma,
SCHARES e colaboradores (2005), analisando
a adaptacdo de um ELISA comercial para testar
amostras de soro de sangue e de leite, observaram
uma excelente concordancia entre os resultados
das amostras pareadas. Estes resultados, aliados
aos do presente estudo, demonstram a viabilidade
da pesquisa de anticorpos anti-N. caninum em
amostras individuais de leite, como alternativa para o
diagnostico de neosporose em rebanhos leiteiros.

CONCLUSAO

Nas condigdes do presente estudo,
demonstrou-se que a RIFI ndo é indicada para
diagndstico da toxoplasmose em amostras de
leite bovino, devido ao alto percentual de vacas
soropositivas para anticorpos anti-T. gondii no soro
sanguineo diluido 1:64, em cujas amostras de leite
ndo houve deteccdo desses anticorpos. Por outro
lado, a RIFI é um teste viavel para o diagnostico
da neosporose bovina, especialmente considerando
como ponto de corte um titulo de anticorpos séricos
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>100, podendo ser recomendavel pela praticidade de
coleta da amostra como parte de programas de sadde
dos rebanhos e estudos epidemioldgicos.
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