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Resumo

SINNOTT, Francine Alves. Avaliacdo das proteinas recombinantes NcSRS2 e
NcSAG1 para o diagnostico da neosporose. 2018. 134f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Biolégicas) — Programa de Po6s-Graduacdo em Parasitologia, Instituto de
Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatério, pertencente ao filo
Apicomplexa. Possui como hospedeiros definitivos os canideos, domeéstico e
silvestre, e uma variedade de animais podem atuar como hospedeiros
intermediarios, destacando-se 0s bovinos e 0s ovinos, como os animais de producao
mais estudados para a neosporose no Brasil. O diagnéstico padréo desta parasitose
é feito através da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), porém, devido a
semelhancas morfologicas e antigénicas de N. caninum com outros protozoérios do
seu filo, como Toxoplasma gondii, podem ocorrer resultados falsos positivos. Com o
objetivo de diminuir as reacdes cruzadas com outros coccideos, proteinas
especificas do protozoario vém sendo testadas em diferentes ensaios. As proteinas
de superficie celular ganham maior atencdo por serem responsaveis pelo primeiro
estimulo ao sistema imunolégico dos hospedeiros, salientando-se as proteinas
NCcSRS2 e NcSAG1, como sendo as proteinas mais amplamente utilizadas em
estudos de diagndsticos da neosporose. O objetivo deste trabalho, foi desenvolver
um ensaio no formato ELISA indireto para o diagndstico da neosporose bovina e
ovina, utilizando proteinas recombinantes NcSRS2 e NcSAGl (rNcSRS2 e
rNcSAG1) associadas. Para tal, o vetor pET100/D TOPO/NcSRS2, previamente
construido foi utilizado para produzir a proteina rNcSRS2 em Escherichia coli cepa
BL21 Star (DE3). Para a producéo da proteina rNcCSAG1, o gene sintético contendo
a sequéncia codificadora da proteina, foi ligado ao vetor de expressdo pAE. O
plasmideo recombinante pAE/NcSAG1, foi utilizado para expressar a proteina
NcSAG1 em E. coli cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RP. As proteinas rNcSRS2 e
rNcSAG1 foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna carregada
com niquel e testadas quanto ao seu reconhecimento por anticorpos presentes em
soros de ovinos e bovinos naturalmente infectados, através de Western blot e
ELISA. Para o desenvolvimento do ELISA, 216 soros bovinos e 154 soros ovinos,
previamente caracterizados pela IFl, foram utilizados em um ELISA indireto
utilizando as proteinas (rNcSRS2 e rNcSAG1) isoladas e em associacdo. A
sensibilidade e especificidade do ELISA com a proteina rNcSRS2 isolada foi de
91,5% e 96,4% para bovinos e 89,6% e 96,3% para ovinos, respectivamente, e a
sensibilidade e especificidade do ELISA com a proteina rNcSAGL1 isolada foi de
84,9% e 97,3% para bovinos e 89,6% e 92,6% para ovinos, respectivamente.
Quando testadas as proteinas associadas, a sensibilidade e especificidade foram de
98,1% e 99,1% para bovinos e 100% e 97,2% para ovinos, respectivamente. Os
resultados apresentados, indicam que o ELISA rNcSRS2/rNcSAG1 é um método
sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos em populacdes de bovinos e
ovinos, sendo uma alternativa para o diagnéstico da neosporose.

Palavras-chave: Neospora caninum; ELISA; imunodiagnostico; NcP43; NcP29



Abstract

SINNOTT, Francine Alves. Evaluation of the recombinant proteins NcSRS2 and
NcSAG1 for the diagnosis of neosporosis. 2018. 134f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Bioldgicas) — Programa de Po6s-Graduacdo em Parasitologia, Instituto de
Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Neospora caninum is an obligate intracellular protozoan, belonging to the
Apicomplexa phylum. It has as final hosts canids, domestic and wild, and a variety of
animals can act as intermediate hosts, standing out cattle and sheep, as the most
studied production animals for neosporosis in Brazil. The standard diagnosis of this
parasitosis is through the indirect immunofluorescence (IFI) technique, however, due
to the morphological and antigenic similarities of N. caninum with other protozoa of
its phylum, such as Toxoplasma gondii, false positive results may occur. In order to
reduce cross-reactions with other coccidians, protozoan-specific proteins have been
tested in different experiments. The cell surface proteins gain greater attention
because they are responsible for the first stimulus to the host's immune system,
emphasizing the proteins NcSRS2 and NcSAGL1, being the proteins most widely
used in studies of diagnosis of neosporosis. The objective of this work was to
develop an indirect ELISA assay for the diagnosis of bovine and ovine neosporosis
using recombinant NcSRS2 and NcSAG1 recombinant proteins (rNcSRS2 and
rNcSAGL). For this purpose, the previously constructed pET100 / D TOPO / NcSRS2
vector was used to produce the rNcSRS2 protein in Escherichia coli strain BL21 Star
(DE3). For the production of rNcSAGL1 protein, the synthetic gene containing the
protein coding sequence was ligated to the pAE expression vector. Recombinant
plasmid pAE / NcSAGL1, was used to express the NcSAG1 protein in E. coli strain
BL21-CodonPlus (DE3) -RP. The rNcSRS2 and rNcSAG1 proteins were purified by
nickel loaded column affinity chromatography and tested for recognition by antibodies
present in naturally infected sheep and bovine sera via Western blot and ELISA. For
the development of the ELISA, 216 bovine sera and 154 ovine sera, previously
characterized by the IFI, were used in an indirect ELISA using the proteins (rNCSRS2
and rNcSAG1) isolated and in association. The sensitivity and specificity of the
ELISA with the isolated rNcSRS2 protein were 91.5% and 96.4% for cattle and
89.6% and 96.3% for sheep, respectively, and the sensitivity and specificity of the
ELISA with rNcSAGL1 isolates were 84.9% and 97.3% for cattle and 89.6% and
92.6% for sheep, respectively. When tested the associated proteins, the sensitivity
and specificity were 98.1% and 99.1% for cattle and 100% and 97.2% for sheep,
respectively. The results show that the rNcSRS2 / rINCSAG1 ELISA is a sensitive and
specific method for the detection of antibodies in bovine and ovine populations, being
an alternative for the diagnosis of neosporosis.

Palavras-chave: Neospora caninum; ELISA; immunodiagnostic; NcP43; NcP29
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1 INTRODUCAO GERAL

Neospora caninum €é um parasito heteroxeno, pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem Eucoccidiorida e familia Sarcocystidae.
Este protozoario foi isolado primeiramente por Dubey et al. (1988) de tecidos de
cdes com paralisia cerebral. E o agente causador da doenca conhecida por
neosporose, sendo esta uma das principais causas de abortos em bovinos no
mundo, tanto em bovinos de leite quanto de corte (ANDREOTTI et al., 2009;
COBADIOVA et al., 2013; PEREIRA et al., 2014). Ja em ovinos, ndo € considerado
como uma causa relevante de abortos em animais naturalmente infectados (HOWE,
et al., 2012). N. caninum é um parasito intracelular obrigatorio, sendo os canideos,
domésticos e silvestres, os hospedeiros definitivos e os hospedeiros intermediérios
podendo ser uma ampla variedade de mamiferos, como bovinos, ovinos, equinos,
caprinos, entre outros (AZEVEDO et al., 2010; TEMBUE et al., 2011; DONG, et al.,
2012; PAIZ et al., 2015). A neosporose canina se caracteriza por paralisia muscular,
enquanto a neosporose bovina apresenta abortos e mortalidade neonatal (HIASA,
et al., 2012). Ja a nesporose ovina ocorre com menor frequéncia, e esta associada a
infeccbes congénitas e nascimentos de cordeiros fracos (DUBEY & LINDSAY, et al.,
1996, ROSSI et al., 2011).

N&do h& evidencias de que a infeccdo por N. caninum seja zoondtica, no
entanto, h& relatos na bibliografia, da soropositividade da doenca em humanos
imunocomprometidos. Em 2015, um grupo de pesquisadores brasileiros avaliou a
soropositividade em amostras de pacientes HIV positivos. Neste estudo 26,1 % dos
pacientes no Mato Grosso do Sul e 31,2% de pacientes no Parana, apresentavam
anticorpos contra N. caninum, demonstrando que pode ser uma infeccdo a emergir
nessa populacdo (OSHIRO, et al., 2015).

O ciclo desta enfermidade se d& através da eliminacdo de oocistos néo
esporulados nas fezes de canideos infectados. Os oocistos se tornam infectantes no
ambiente, contendo 2 esporocistos com 4 esporozoitos cada, sendo ingeridos

juntamente com a pastagem e agua pelos hospedeiros intermediarios (DUBEY;
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LINDSAY, 1993; MACHADO et al., 2011). Os esporozoitos sao liberados e invadem
as células do trato intestinal, transformando-se em taquizoitos, representando a
forma aguda da doenca (WESTON et al., 2012; GOODSWEN et al., 2013). Os
taquizoitos se reproduzem de forma rapida e podem ser encontrados em células do
sistema nervoso, macrofagos, fibroblastos, células do endotélio vascular,
hepatocitos, entre outras (DUBEY et al., 1988; GALGUT et al., 2010). A principal
localizacdo do parasito é no sistema nervoso central, mais especificamente no
cérebro, podendo ser encontrado com menor ocorréncia em macrofagos e
fibroblastos (JIMENEZ-RUIZ et al., 2012). No interior das células, os taquizoitos
transformam-se em bradizoitos, com multiplicacdo mais lenta, conferindo a fase
cronica da doenca nos hospedeiros intermediarios (GONDIM et al.,, 1999;
MARUGAN-HERNANDEZ et al., 2011). Os hospedeiros definitivos se infectam ao
ingerirem os tecidos de hospedeiros intermediarios contendo cistos com bradizoitos,
0s quais, no epitélio intestinal, se diferenciam em formas sexuadas, multiplicando-se
e gerando oocistos que sao liberados nas fezes (DUBEY, 1999; ASMARE, et al.,
2013). Os hospedeiros definitivos também podem se auto-infectar, quando
consomem suas proprias fezes contaminadas ou quando consomem fezes de outros
animais infectados, se tornando hospedeiro intermediario e desenvolvendo cistos
teciduais (JARDINE, 1996).

Em bovinos a transmisséo vertical € responsavel por até 95% das infeccoes,
nao obstante, este tipo de transmissdo ndo confere infeccdo em 100% dos casos,
sendo necesséria a transmissao horizontal para que o parasito se mantenha no
rebanho (CABRAL et al., 2009; SANTOLARIA et al., 2011).

No Brasil, muitos grupos de pesquisa vém estudando esta parasitose devido a
sua prevaléncia e prejuizos econbmicos gerados para a pecuaria. Na tabela 1,
observam-se valores de prevaléncia da neosporose em estados brasileiros nos
altimos anos, onde a maior parte dos trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de
identificar a doenca nas populacdes de caninos, bovinos e ovinos, provavelmente
por serem as espécies mais acometidas por esta parasitose. No entanto, a
identificacdo da prevaléncia em outras espécies animais também foram relatadas.
Conforme se pode observar na tabela 1, as prevaléncias divergem bastante entre
animais da mesma espécie, pode-se sugerir que estas diferencas ocorram devido a

variacbes nas regides do estudo, ao ponto de corte utilizado no diagndstico, a
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presenca de antecedentes de abortos, bem como nas condi¢cdes de higiene e
manejo entre as criacdes estudadas.

Tabela 1: Prevaléncia da neosporose em estados brasileiros.

Cidade - Estado Técnica  Hospedeiro N° de Prevaléncia % Referéncia
amostras
Oeste e Planalto Serrano — IFI Caprino 654 4,58 (Topazio et
sc? al., 2014)
Curitiba — PR IFI Canino 26 115 (Constantino
et al., 2016)
Curitiba - PR IFI Canino 147 11,56 (Plugge et
al., 2011)
Centro-Oeste — SP° IFI Ovino 596 59,23 (Paiz et al.,
2015)
Brotas - SP IFI Canino 342 4,97 (Langoni et
al., 2013)
Cacapava — SP IFI Bovino 2750 3,32-11,71° (Cardoso et
Lagoinha — SP IFI Bovino 1291 3,9 -22,06° al., 2012)
Pindamanhangaba — SP IFI Bovino 2154 28,57 — 37,10°
Avaré - SP ELISA Bovino 615 21,6 —38,9° (Piagentini et
indireto al., 2012)
Botucatu e Pardinho — SP IFI Ovino 382 12,8 (Langoni et
al., 2011)
Ibitinga, Itapolis, IFI Ovino 1497 8,0 (Machado et
Borborema e Canino 42 4,08 al.,, 2011)
Tabatinga - SP
Cordeiropolis, Valparaiso, IFI Capivara 63 3,0 (Valadas et
Andradina, al., 2010®)
Cosmorama, S&o Paulo e
Ribeirdo
Preto — SP
Pinheiros — ES IFI Canino 187 11,76 (Acosta et al.,
2016)
MG* IFI Caprino 667 10,7 (Andrade et
al., 2013)
Uberlandia — MG IFI Ovino 155 471 (Rossi et al.,
2011)
Ibicarai - BA IFI Bovino 196 3,1 (Magalhées
et al., 2014)

BA e PE° PCR Pardal 40 7,5 (Gondim et
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al., 2010)
Ibimirim - PE IFI Caprino 319 26,6 (Tembue et
Ovino 81 64,2 al., 2011)
Mecei6 — AL IFI Canino 237 4,2 (de Sousa et
al., 2012)
AL IFI Ovino 343 9,6 (Faria et al.,
2010)
Patos e Esperanca - PB IFI Suino 190 3,2 (Feitosa et
al., 2014)
Patos - PB IFI Suino 130 3,1 (Azevedo et
al., 2010)
PA° IFI Canino 129 12,4 (Valadas et
al., 2010b)
Araguaina - TO ELISA Canino 204 43,1 (Raimundo et
indireto al., 2015)
IFI 30,4
Tapirapé e Karaja " IFI Canino 325 9,8 (Minervino et
al., 2012)

% Amostras foram coletadas em 57 municipios do estado de Santa Catarina.
® Amostras foram coletadas em 2 abatedouros do estado de S&o Paulo.
° Amostras foram coletadas em 2 diferentes periodos, o primeiro resultado é da primeira coleta e o
segundo resultado da segunda coleta.
4 Amostras foram coletadas de 90 fazendas de 90 municipios do estado de Minas Gerais.
¢ As aves foram capturadas em 3 municipios no estado da Bahia (Serrinha, Mata de S&o Jo&o e
Conceigdo de Feira) e em Pernambuco, proximo a empresas aviarias. *O trabalho n&o identifica
regides do estado de PE.
" Amostras coletadas em 26 rebanhos de 23 municipios do estado de Alagoas.
9 72 amostras s&@o provenientes de 34 propriedades rurais de 20 municipios do estado do Para e 57
amostras foram coletadas pelo Centro de Controle de Zoonoses do municipio de Santarém e cedidas
L:)ara o trabalho.

Comunidades indigenas da Amazénia Brasileira.

Para o diagnéstico da neosporose, exames histolégicos podem sugerir a
doenca em fetos abortados pela visualizacdo das lesGes caracteristicas causadas
pelo protozoario, como encefalite ndo supurativa, miocardite, hepatites, etc. Os
orgaos geralmente utilizados neste diagnéstico sdo cérebro, placenta, figado e
coracao (DUBEY; SCHARES, 2006). Porém, esta técnica necessita sempre da
confirmacédo da presenca do parasito ja que outros protozoarios poderiam causar
lesbes similares (DUBEY; SCHARES, 2011).

A imunohistoquimica (IHC) é considerada o teste padrdo ouro para a
deteccdo do parasito em fetos abortados (KHODAKARAM-TAFTI et al., 2012). No

entanto, ndo é sempre possivel a visualizacdo do parasito pela técnica de coloracéo
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hematoxilina e eosina (HE) utilizada nos exames histolégicos. Contudo, a eficiéncia
da IHC é prejudicada por amostras de tecidos de abortos autolisados (GOODSWEN
et al., 2013).

A reagcdo em cadeia da polimerase (RCP = Polymerase Chain Reaction -
PCR) é uma ferramenta muito importante para deteccdo de N. caninum, tendo como
vantagens ser uma técnica rapida e possuir alta sensibilidade e especificidade.
Porém, devido ao parasito formar cistos teciduais, nem sempre € possivel detectar o
DNA do protozoario na amostra utilizada (TRAMUTA et al., 2011). A PCR pode ser
aplicada para o diagnostico, para o sequenciamento, quantificacdo de DNA do
protozoario e identificacdo de novos hospedeiros do parasito (BARTLEY et al., 2006;
DUBEY et al., 2011).

A técnica sorolégica utilizada como referéncia para o diagnostico da
neosporose € a imunofluorescéncia indireta (IFl), a qual utiliza taquizoitos intactos
fixados (FROSSLING et al., 2003; CARDOSO et al., 2012; ANDRADE et al., 2013),
sendo esta 0 primeiro ensaio sorolégico descrito para o diagndstico da doenca
(DUBEY et al., 1988). Porém, devido a utilizacdo de antigeno total (taquizoitos
inteiros) na IFI podem ocorrer reacdes cruzadas com o protozoario Toxoplasma
gondii, pois este apresenta grande similaridade morfoldégica e compartilha muitos
antigenos com N. caninum. Ainda, a IFl é um teste laborioso, pois necessita da
manutencao de cultivos de taquizoitos in vitro (DONG et al., 2013).

A utilizagdo de antigenos de superficie celular, exclusivos da espécie N.
caninum, é uma alternativa para aumentar a especificidade dos testes sorologicos,
evitando assim resultados falsos — positivos (JIMENEZ-RUIZ et al.,, 2013). Os
antigenos de superficie vém sendo utilizados em ensaios imunoenzimaticos (ELISAs
e imunoblotting), aglutinagdo em latex, os quais foram descritos visando o aumento
da sensibilidade e especificidade dos testes (HU et al.,, 2011; MORAVEJI et al.,
2012; DONG et al., 2013; HE et al.,, 2013; PINHEIRO et al., 2013; DE SA et al.,
2014; GHALMI et al., 2014; SINNOTT et al. 2017).

O antigeno NcSRS2 (SAG 1 — Related Sequences) é expresso em taquizoitos
e bradizoitos, portanto é detectavel tanto na fase aguda quanto na fase cronica da
doenca, e possui fungédo importante no reconhecimento, adeséo e invasao da célula
hospedeira. A imunogenicidade e antigenicidade desta proteina ja foram
demonstradas em estudos anteriores utilizando a proteina de forma recombinante
(HOSSEININEJAD et al., 2010; SINNOTT et al., 2014; PINHEIRO et al., 2018). O
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antigeno NcSAGL1 (Surface Antigen Glycoprotein) € um dos principais antigenos de
superficie dos taquizoitos, sendo expresso s6 na fase aguda da doenca, €
imunodominante e também esta envolvido com as primeiras interacbes com as
células do hospedeiro, além de ser considerada uma das proteinas mais
imunogénicas de N. caninum. (WILKOWSKY et al., 2011; DONG, et al., 2013). O
gene NCSRS2 apresenta 44% de homologia com TgSRS2 de T. gondii, ja 0 gene
NcSAG1 apresenta uma homologia de 53% com TgSAG1, também de T. gondii
(HOWE et al., 1998). Para evitar reacfes cruzadas nos ensaios imunologicos que
utilizam estas proteinas como alvos, muitos trabalhos utilizam estes antigenos de
forma truncada, mantendo-se somente a sequéncia do DNA especifica do
organismo de interesse (BORSUK, et al., 2011; DE SA, et al., 2014; SINNOTT, et al.,
2014). Dentre os antigenos totais de N. caninum, as proteinas de superficie NCSRS2
e NCSAG1, devido as caracteristicas descritas anteriormente, tém sido utilizadas em
ensaios diagnosticos, nas suas formas recombinantes, na busca de um teste
especifico para N. caninum (WILKOWSKY, et al., 2011; DONG et al.,, 2013;
PINHEIRO et al., 2013; DE SA et al., 2014).

Os ELISAs sao aplicados no diagnostico de doencas infecciosas, devido a
alta sensibilidade, possibilidade de automacdo e rapidez no processamento de
amostras em larga escala (GOFF et al., 2003; HARTLEBEN et al., 2012; SINNOTT
et al., 2014). O ELISA indireto tem sido o formato mais utilizado para a deteccéo de
anticorpos no soro dos animais suspeitos com neosporose, jA que se trata de
método eficaz e passivel de reprodutibilidade (PINHEIRO et al., 2013; TAKASHIMA
et al., 2013). Neste contexto, desenvolver um ELISA indireto, associando as
proteinas rNCSRS2 e rNcSAGL, pode fornecer um nivel adicional de sensibilidade e
especificidade, pois possibilita a deteccdo de animais positivos tanto na fase aguda
(taquizoitos), quanto na fase cronica (bradizoitos), além de minimizar os resultados
falsos-positivos.

A hipotese deste trabalho é de que o desenvolvimento de um ensaio
diagnostico no formato ELISA indireto, para deteccdo da neosporose bovina e ovina,
utilizando os antigenos rNcSRS2 e rNcSAG1l combinados, apresente melhor
sensibilidade e especificidade quando comparado com o ELISA indireto utilizando as
mesmas proteinas de forma isolada, e com o teste referencial de IFI.

A tese esta apresentada na forma de artigos cientificos, o que a nosso ver

propicia uma divulgacdo objetiva e rapida dos resultados obtidos. No item 3 &
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apresentado um artigo de revisdo bibliografica sobre o diagndstico da neosporose,
se baseando em trabalhos publicados em periddicos disponiveis no site de busca
PubMed, no periodo de 2011 a 2016. Esse trabalho foi publicado no periodico
Veterinary Parasitology, no ano de 2017. O item descreve um manuscrito referente a
padronizacdo e desenvolvimento de um ELISA indireto para o diagnostico da
neosporose bovina e ovina, utilizando as proteinas NcSRS2 e NcSAG1, em suas
formas recombinantes (rNCSRS2 e rNcSAG1) individuais e associadas. Esse
trabalho sera submetido para publicagdo no periddico Veterinary Parasitology.
Também sera encaminhado para a Coordenacédo de Inovacao Tecnolégica (CIT) da
UFPel, um pedido de depdésito de patente, descrito no item 5 deste documento. Os
artigos e patente estdo formatados conforme exigéncia dos periédicos cientificos e
do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), respectivamente, em que

foi/serdo publicados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver um ELISA Indireto com as proteinas rNcSRS2 e rNcSAG1, para o

diagnoéstico da neosporose bovina e ovina.

2.2 Objetivos especificos

e Expressar e purificar as proteinas NcSRS2 e rNcSAG1 de N. caninum em um
sistema heterélogo baseado em E. coli;

e Testar a antigenicidade das proteinas produzidas através de Western blotting,
frente a soros de bovinos e ovinos;

e Desenvolver e padronizar um ELISA indireto com soros de bovinos e de
ovinos, utilizando as proteinas INCSRS2 e rNcSAGL1 isoladas e associadas;

e Comparar o desempenho dos testes de ELISA desenvolvidos, com o teste
sorolégico padréo, IFl, através de andlise estatistica.
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Abstract

Neosporosis, caused by the apicomplexan protozoan Neospora caninum, is a disease which
affects a wide range of mammalian hosts (mainly cattle and dogs). N. caninum infection is
considered the major cause of livestock abortions worldwide, and therefore is responsible for
great losses in the industry. Because there are no effective treatments or vaccines, diagnosis is
essential for pathogen control. Studies of N. caninum mechanisms of pathogenesis have led to
the identification of new antigens, including NcSRS2, NcSAG1, Ncp40, NcSUB1, NcMIC10,
and NcGRAs; and a variety of molecular and immunological assays, based on these
molecules, have been proposed to detect N. caninum in tissues or serum samples. We report
advances achieved in the last five years in neosporosis control, based on the immunological

and molecular diagnostic tests.

Keywords: Neospora caninum; Immunological tests; Recombinant proteins; Molecular

diagnostics.

1. Introduction

Neospora caninum is an obligate intracellular heteroxenous protozoan belonging to the
phylum Apicomplexa, and it is considered a major cause of abortion in cattle worldwide
(Bacigalupe et al., 2013; Cobéadiova et al., 2013; Benavides et al., 2014; Pereira et al., 2014;
Li et al., 2015). Until 1984, due to morphological and antigenic similarities, the protozoan
was mistakenly identified as Toxoplasma gondii (Bjerkas et al., 1994). However, a new genus
and species were proposed for the organism in 1988 (Dubey et al., 1988).

Canids (domestic dogs, coyotes, gray wolves and dingoes) are considered definitive hosts
of the parasite (Uzéda et al., 2013; Hamidinejat et al., 2015). In dogs, neosporosis causes

neuromuscular problems that can lead to death (Mann et al., 2016). Cattle are classified as the
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principal intermediate hosts, with abortion being the main clinical sign. However, other
ruminants, horses and birds may also develop the disease, thus exhibiting, although rarely,
clinically characteristic signs (Martins et al., 2011; Dubey et al., 2013; Oliveira et al., 2013).

Since the protozoan is closely associated with domestic dogs, humans do occasionally
suffer from exposure; however, the disease is not considered a zoonosis (Dubey and Schares,
2011). Immunocompromised patients in general may become an opportunistic host of the
pathogen; thus, the disease emerges in this population (Oshiro et al., 2015).
Seroepidemiological studies are needed to clarify both the occurrence and prevalence of N.
caninum infection in the immunocompromised patients.

Tachyzoites are an active form of the N. caninum parasite, representing the acute phase of
the disease (Weston et al., 2012; Goodswen et al., 2013). Tachyzoites differentiate into
bradyzoites, which characterize the chronic phase of the disease (Marugan-Hernandez et al.,
2011; Jiménez-Ruiz et al., 2012). The infective form for intermediate hosts is the oocyst,
which is released in feces of definitive hosts (Dubey et al., 2005; Benavides et al., 2014).
However, the transplacental, or vertical, route accounts for about 50-95% of infections and is
the main route of transmission in intermediate hosts (Cardoso et al., 2012; Bacigalupe et al.,
2013; Almeria and Lopez-Gatius, 2015), playing an important role in the continuation of the
pathology in cattle herds (Santolaria et al., 2011).

Diagnosis of abortion due to N. caninum is routinely performed via histopathology and
immunohistochemistry (IHC) using tissues from aborted fetuses (Uzéda et al., 2013). The
polymerase chain reaction (PCR) is also used for the detection of parasite-specific nucleic
acids in samples of brain or other tissues from aborted animals (Wilkowsky et al., 2011), as is
the detection of antigen-specific antibodies in samples of suspected sera (Jimenez-Ruiz et al.,
2012). Among serological assays, indirect fluorescence antibody test (IFAT) is considered the

reference technique (Dubey et al., 1988). However, IFAT requires intact tachyzoites
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(antigen), and the test yields cross-reactions with other members of the phylum Apicomplexa,
such as the protozoan T. gondii (Dong et al., 2012). To improve the diagnostic accuracy,
several tests have been developed, which use specific protozoan proteins in their native and
recombinant forms, thus reducing the cross-reactivity with other coccidian (Borsuk et al.,
2011; Moraveji et al., 2012; Dong et al., 2013; Ybafiez et al., 2013; De Sa et al., 2014).

In Brazil, recent farm studies have reported the prevalence of neosporosis of between 2.5
and 14.9% for beef cattle and 14.1 to 34.8% for dairy cattle, with economic losses in these
sectors exceeding 100 million USD per year (Reichel et al., 2013). Since no effective
treatment or vaccine is available to control neosporosis (Almeria and Lopez-Gatius, 2015),
there is an urgent need for diagnostic improvement. The use of sensitive and specific
diagnostic methods is an effective alternative strategy to identify and control the spread of
protozoa (Altbuch et al., 2012). The objective of this study was to review the studies
conducted over the past 5 years aiming at developing both antigen detection methods and

antibodies for neosporosis diagnostics.

2. Study criteria

The searches for this review were performed on the PubMed search site
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) by limiting the search period to the last five years
(2011 — 2016), and using as keywords the terms "Neosporosis”, "Immunodiagnosis Neospora
caninum”, "Detection Neospora caninum”, "Diagnosis Neospora caninum®, and "Molecular
diagnosis Neospora caninum™. The search terms generated respective totals of 181, 20, 94,
182, and 14 articles. Abstracts of these articles were analyzed, and all studies with an
objective of developing diagnostic methods for neosporosis were included in this review. All

non-relevant studies found in this search were excluded (about 80 articles). Articles of more
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than five years old, yet containing information relevant to the history of the disease, are also

cited in this paper.

3. Neospora caninum antigens

A variety of N. caninum antigens have been described, many of which have the potential
for vaccination (Jiménez-Ruiz et al., 2012; Weston et al., 2012; Uchida et al., 2013; Lv et al.,
2015) or as diagnostic targets (Hu et al., 2011; Hiasa et al., 2012b; Yin et al., 2012; He et al.,
2013; Ybariez et al., 2013; Ghalmi et al., 2014; Hamidinejat et al., 2015). Among the antigens
used for neosporosis diagnosis, surface proteins NcSRS2, NcSAG1, NcSAG4, and Ncp40,
cytoskeleton protein NCPF, dense granule proteins NcGRA2, NcGRAG, and NcGRA7, serine
protease NcSUB1, and microneme proteins NcMIC6 and NcMIC10 are particularly worth
highlighting. All of the described antigens were frequently found in the last five years in
studies developing new diagnostic techniques, as described in Table 1.

Membrane antigens, important for the survival of the parasite, are involved in recognition
of, adhesion to, and invasion into host cells, and stimulate immune responses (Borsuk et al.,
2011; Hiasa et al., 2012a; Dong et al., 2013; De Sa et al., 2014; Sinnott et al., 2014). Among
cell surface proteins, NcSAG1 and NcSRS2 stand out, with the NcSRS2 protein indicated for
the detection of antibodies in both acute and chronic phases of the disease due to its presence

in both bradyzoites and tachyzoites.

4. Diagnosis of neosporosis

4.1. Polymerase chain reaction

PCR is a very important tool for the N. caninum detection, with the advantages of being a

quick, sensitive, and specific technique. However, it still has high costs (Tramuta et al., 2011).



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

28

PCR can be applied for the diagnosis, sequencing, protozoan DNA quantification, and
identification of new hosts for the parasite (Dubey et al., 2011).

Several PCR formats have been applied to neosporosis diagnosis as described in Table 2,
such as real-time PCR (Pereira et al., 2014), nested PCR (Li et al., 2014), and multiplex PCR
(Tramuta et al., 2011; Reisberg et al., 2013), which can be used on aborted fetus tissue,
amniotic or cerebrospinal fluid, blood, feces, milk, semen, etc. (Pereira et al., 2014).

The PCR methods developed may be used for characterization and identification of N.
caninum in suspected samples. Recent studies showed that N. caninum has a wide genetic
diversitysing, so differences in biological behavior could be also expected. Microsatellite—
DNA sequence analysis proved to be a valuable tool to study this genetic diversity
(Bacigalupe et al., 2013). Microsatellites, also known as simple sequence repeats (SSRs), are
highly variable loci which consist of tandemly repeated units of 1-6 base pair (bp) length,
present in the genome of eukaryotic and prokaryotic organisms (Campero et al., 2015b). The
polymorphisms in these sequences result from the gain and loss of single repeat units. Sereval
studies have been performed using microsatellite loci for for genetic characterization of N.
caninum isolates (Brom et al., 2014; Salehi et al., 2015; Qian et al., 2016; Medina-Esparza et
al., 2016). N. caninum microsatellite amplification by nested PCR showed a higher sensitivity
than by conventional PCR (Bacigalupe et al., 2013)

DNA sequences encoding ribosomal RNA (rDNA), specifically 18S rDNA and 28S
rDNA, have already been widely used, as well as the 14-3-3 gene, which encodes highly
conserved amino acid sequences in eukaryotes. However, the internal transcribed spacer 1
(ITS1) region of rRNA and the Nc-5 gene are used most commonly (Table 2). The ITS1 gene
region has been shown to be an effective target, containing differences in nucleotide
sequences that allow specific parasite identification at the species level (Cobadiova et al.,

2013; Li et al., 2014). The Nc-5 gene, a repeated DNA sequence in the N. caninum genome,
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has also been shown to be an effective target (Dubey et al., 2011; Ishigaki et al., 2012;
Khodakaram-Tafti et al., 2012; Silva et al., 2012; Cobadiova et al., 2013; Li et al., 2014;

Pereira et al., 2014).

4.2. Serological assays

N. caninum infection stimulates the humoral immune response of the host, allowing the
detection of antibodies against immunodominant antigens (Hiasa et al., 2012a) found in the N.
caninum tachyzoite or bradyzoite form and also allowing the determination of the acute or
chronic infection stage (Dubey et al., 2013).

Neospora-specific IgM antibodies can be detected after 2 weeks of infection,
characterizing the acute stage. However, these antibodies decrease considerably at 4 weeks
and are difficult to detect afterwards (Dion et al., 2011). The levels of 1gG antibodies (IgG1
and 1gG2) are low in the early days of infection; yet, they soon increase during the first few
weeks, indicating the chronic phase of the disease. After 6 months of primary infection, both
natural and experimental infections show high levels of 1gG antibodies (Dubey and Schares,
2011; Goodswen et al., 2013).

Indirect diagnoses through serological testing have great advantages, such as the ability to
be used before animal death, allowing differentiation between stages (acute or chronic) of the
disease (Hiasa et al., 2012a; Takashima et al., 2013), monitor the disease and help

management control.

4.2.1. Commercial Kits
Several serological tests for antibodies against N. caninum are commercially available.
The majority are based on the indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) due to

its easy implementation and the possibility of analyzing multiple samples in the same assay.
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Almost all of these kits use a tachyzoite lysate or purified native antigens for polystyrene plate
sensitization (Table 3). The use of native or total antigens reduces the specificity of the test
due to cross-reactions with other coccidian (Ybafiez et al., 2013). However, the search for
unique N. caninum protein targets appears promising for the development of sensitive and

specific diagnostic assays.

4.2.2. Indirect fluorescence antibody test

IFAT was the first serological test described (Dubey et al., 1988) and is currently the
reference technique used for the diagnosis of neosporosis (Piagentini et al., 2012). However, it
is necessary to maintain tachyzoite-infected cell lines (Sinnott et al., 2014); this results in high
cost of diagnosis. Further, subjectivity makes the results directly dependent on the experience
of the technician, and the specificity of the test can be impaired due to the possible antibody
reactions with other protozoa (Risco-Castillo et al., 2011; He et al., 2013; Ybafiez et al.,
2013). Other disadvantages of the technique include only a limited number of analyses can be
carried out and differences between the cutoff points used for the diagnosis (Campero et al.,
2015a), which vary in 1:25, 1:50 and 1: 100 (Langoni et al., 2011 Cardoso et al., 2012,
Minervino et al., 2012), making it difficult to compare the results presented in several studies.
Despite the disadvantages, IFAT remains the standard serological technique for the diagnosis
of neosporosis, which justifies its use in most studies carried out to determine the prevalence
of the disease. Among the neosporosis prevalence studies conducted in Brazil, the majority
have been performed to detect the disease in populations of bovine and ovine (Langoni et al.,
2011, Rossi et al., 2011, Machado et al., 2011, Tembue et al., 2011, Cardoso et al., 2012,
Piagentini et al., 2012, Magalhaes et al., 2014, Paiz et al., 2015); however, the prevalence in

other animal species has also been reported, sush as caprine, canine and swine (Machado et
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al., 2011, Plugge et al., 2011, Tembue et al., 2011, Minervino et al., 2012, de Sousa et al.,
2012, Andrade et al., 2013, Langoni et al., 2013, Feitosa et al., 2014, Topazio et al., 2014,)
In small ruminants (sheep and goats), the seropositivy has been associated with the
age, showing a higher occurrence in older animals (Tembue et al., 2011). In cattle, it is
associated most often with dairy farms (Goodswen et al., 2013) being also present in farms of
beef herds, but in a lower prevalence (Reichel et al., 2013), probably due to the type of
management being different between the two types of livestock.. The studies conducted in
different regions of Brazil have reported different seroprevalence patterns among animals of
the same species. In the state of Pernambuco, Tembue et al. (2011) found a neosporosis
prevalence of 64.2% in sheep, while in the state of Sdo Paulo, Machado et al. (2011) found
seroreactivity for the disease at 8.0% in the same species. This suggests that differences may
occur due to variations in the regions studied, the cutoff point used in the diagnosis, the

history of miscarriages, and even hygiene and management.

4.2.3. Development of new serological diagnostics for neosporosis

Due to the lack of vaccines and effective treatments, the best control strategy for
neosporosis is diagnosis. Serological tests have the advantage of using samples such as serum
and milk. Still, many studies have been performed in order to improve the accuracy of the
tests by using specific proteins and new assay formats, which have good sensitivity and
specificity and also offer lower costs and shorter realization times (Ghalmi et al., 2014).

In order to minimize false positives, most of the work done in the last five years has used
specific N. caninum recombinant proteins (Table 4) produced in Escherichia coli prokaryotic
expression systems. However, the use of native purified tachyzoite proteins in their original
conformation avoids undesirable changes that can occur in heterologous expression systems

(Uzéda et al., 2013). Alternative expression systems have also been described, such as the
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yeast (Pichia pastoris) (Pinheiro et al., 2013) or insect larvae (Dong et al., 2012, 2013, 2104),
which are capable of performing post-translational modifications that result in recombinant
proteins similar to native proteins.

Purification of proteins may also influence the performance of the developed tests.
Among the markers used for the purification of recombinant proteins, a six-histidine amino
acid tag is most widely used in vectors for eukaryotic and prokaryotic expression (Borsuk et
al., 2011; Hu et al., 2011; Hu et al., 2011; Wilkowsky et al., 2011; Moraveji et al., 2012; Yin
etal., 2012; Dong et al., 2012, 2013; Pinheiro et al., 2013; De Sa et al., 2014; Ghalmi et al.,
2014; Sinnott et al., 2014), along with the protein glutathione-S-transferase (GST) (He et al.,
2013; Hiasa et al., 2012a, 2012b; Jin et al., 2015; Takashima et al., 2013; Ybariez et al.,
2013). However, a fusion with GST can interfere with the assay performance (Borsuk et al.,
2011), and therefore, it is often necessary to remove GST with proteases, such as
enterokinase.

For the development of new diagnostic tools for the disease (Table 4), indirect ELISA
format tests are mostly used, which are both sensitive and specific. Other ELISA formats have
been developed to increase the accuracy of this technique, for example, competitive ELISA,
blocking ELISA, and capture ELISA, which use mAbs or pAbs that bind to the same epitope
as animal serum antibodies. Moreover, these tests do not require the use of secondary
antibodies, which are specific for different species, and IgM and 1gG antibodies can be
detected in the same assay (Yin et al., 2012; De Sé et al., 2014; Dong et al., 2014; Sinnott et
al., 2014).

Other techniques also demonstrate efficiency in the diagnosis of neosporosis, however
they are used less frequently. Among these, to immunoblot (IB) is a reliable method with a
high sensitivity and specificity for antibody detection and is widely used to evaluate

serological assays performances (Hu et al., 2011). IB is mainly used as a confirmatory method
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and provides additional information such as the molecular weight of the reactive antigens
(Ghalmi et al., 2014).

Most of the tests developed in the last five years detected antibodies against N. caninum
in cattle (Table 4), and only few studies focused on the diagnosis of neosporosis in other
species. The developed tests demonstrated a sensitivity from 60% to a maximum of 100% and
a specificity from 88.7% to 100%. The results obtained are satisfactory, and therefore, some
of the tests may overcome the disadvantages of the reference technique or become an efficient

screening method.

5. Final considerations

Due to the lack of vaccines or effective drugs to combat the protozoan N. caninum, early
detection of neosporosis is still the best disease control strategy. Serological diagnostic
methods, which use parasite-specific antigen formulations to enable screening and appropriate
intervention in the management of herds, are most widely studied. The use of specific
recombinant N. caninum proteins, such as cell surface proteins NcSRS2 and NcSAG1, has
gained wide acceptance in recent years. The problems associated with the disease and its
global geographic distribution have stimulated the scientific community to pursue a better
understanding of both the parasite and the disease. In this context, various diagnostic methods
have been described in order to improve the diagnostic accuracy, and many studies have

shown promise results, bringing new perspectives to the diagnosis of neosporosis.
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The antigens that are most commonly used to develop diagnostics for neosporosis.

Antigen N. caninum Tachyzoite— T Reference
Localization Bradyzoite — B

NcSRS2 Cellular surface TeB (Sinnott et al., 2014; Dong et al.,
2014; De Sa et al., 2014; Pinheiro et
al., 2013; Uzéda et al., 2013; Dong et
al., 2012; Borsuk et al., 2011;
Fernandes Pinheiro et al., 2015)

NcSAG1 Cellular surface and T (Takashima et al., 2013; Dong et al.,

dense granule 2013; Dong et al., 2012; Hiasa et al.,

2012a; Moraveji et al., 2012;
Wilkowsky et al., 2011)

NcSAG4 Cellular surface B (Huetal., 2011)

Ncp40 Cellular surface * (Heetal., 2013)

NcPF Cytoskeleton * (Hiasa et al., 2012b)

NcGRA2 Dense granule TeB (Dong et al., 2012);

NcGRAG6 Dense granule * (Ghalmi et al., 2014)

NcGRA7 Dense granule TeB (Takashima et al., 2013; Uzéda et al.,
2013; Hiasa et al., 2012a;
Hamidinejat et al., 2015; Kefayat et
al., 2012)

NcSUB1 Serine protease T (Ybafiez et al., 2013)

NcMIC10 Microneme T (Yinetal., 2012)

NcMIC6 Microneme T (Lietal., 2015)

* Location not described.
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PCR based methods used for detection of the parasite N. caninum in different animal species

DNA target  Type of PCR Host Sample Reference
Gene Nc-5 One-Step PCR Fox Brain (Nascimento et al., 2015)
Gene Nc-5 Two-Step Dog Feces (Lietal., 2014)
ITS1 Nested PCR;
One-Step PCR
Gene Nc-5 One-Step PCR Wolf Cell culture (Dubey et al., 2014)
Gene Nc-5 Real Time PCR Sheep Fetal tissues (Pereira et al., 2014)
(TagMan)

Gene Nc-5 One-Step PCR; European brown Muscle, liver, (Cobadiova et al., 2013)
ITS1 Two-Step bear spleen

Nested PCR
ITS1 Nested PCR Ferret, fox, badger Brain and other (Bartley et al., 2013)

tissues

Gene Nc-5 Two-Step semi- Dog Cerebrospinal fluid  (Ishigaki et al., 2012)

Nested PCR
Gene Nc-5 Multiplex PCR Dog Brain (Langoni et al., 2012)

Nested PCR
ITS1 One-Step PCR Goat Placenta (Varaschin et al., 2012)
Gene Nc-5 One-Step PCR Chicken Lung, heart, brain, (Khodakaram-Tafti et al.,

joints and 2012)
chorioallantoic
membrane

Gene Nc-5 One-Step PCR Ox Uterus and blood  (Silva et al., 2012)
Gene Nc-5 Two-Step Wolf Feces (Dubey et al., 2011)

Nested PCR
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1 Table3

2 The commercial tests that are cited for neosporosis diagnosis during the last five years.

Test Format Antigen Manufacturer Reference
IDEXX Neospora X2 Ab test kit ELISA Not informed IDEXX (Asmare et al.,
Indirect Laboratories 2013);

(Wilkowsky et al.,
2011)

IDEXX Neospora Ab test kit ELISA Not informed IDEXX (Byremetal.,
Indirect Laboratories 2012); (Bien et al.,
2012)
CHEKIT Neospora antibody test kit ELISA Tachyzoites IDEXX (Syed-Hussain et
Indirect lysed by Laboratories al., 2014);
detergent (Sanhueza et al.,
2013)
HerdChek anti-Neospora IDEXX ELISA Tachyzoites IDEXX (Ghalmi et al.,
Indirect lysed by Laboratories 2014)
sonication
Neospora caninum Antibody Detection Kit ELISA Purified Bio-X (Ghalmi et al.,
(BIO K 192) Sandwich tachyzoite Diagnostics 2014); (Gonzélez-
antigen — SPRL Warleta et al.,
NcSRS2 2011)
Neospora caninum ELISA Kit (BIO K 218) ELISA Purified Bio-X (Roelandt et al.,
Competitive  tachyzoite Diagnostics 2015)
antigen-NcSRS2  SPRL
CIVTEST BOVIS NEOSPORA ELISA Tachyzoites HIPRA (Silva et al., 2012)
Indirect lysed by
sonication
SVANOVIR Neospora-Ab ELISA ELISA Antigens SVANOVA (Selahi et al.,
Indirect associated with Biotech AB 2013); (Moraveji
immune etal., 2012)
stimulating
complexes
(ISCOM)
Neospora caninum Antibody Test ELISA Surface antigens  VMRD (Pruvot et al.,
Kit (CELISA) Competitive captured by 2014)

monoclonal
antibodies
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2 Serological assays developed for antibodies against N. caninum.
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Format

Antigen

Sensitivity-Se/
Specificity-Sp
- %

Species and n° de samples

Reference

ELISA indirect

ELISA indirect

ELISA indirect

ELISA (blocking)

Latex agglutination
(LAT)

ELISA (blocking)
ELISA sandwich &
ELISA competitive
ELISA indirect

ELISA indirect

ELISA indirect
Immunohistochemistry

(IHC)

ELISA indirect

Recombinant Protein
NcGRA7

Recombinant Protein
NcSRS2

Truncated recombinant
Protein NcGRA2

Truncated recombinant
Protein NcGRA2

Recombinant Protein
NcGRAG6

Truncated recombinant
Protein NcSRS2

Recombinant Protein
NcSAG1

Recombinant Protein
Ncp40

Truncated recombinant
Protein NcSRS2

Recombinant Protein
NcSAG1 and NcGRA7

Purified Tachyzoites

Recombinant Protein
NcSUBL1 (fragment
NcSUB1t; fragment
NcSUBL1tr) ;

Bovine:

Se 94.64
Sp 90,38
Bubaline:
Se 98,57
Sp 86,54

Ovine:
Se 100
Sp 94,5
Canine:
Se 100
Sp 93,3

**

Se 98,7
Sp 88,7

Canine:
Se 76
Sp 100
Bovine:
Se 60
Sp 100

**

Se 98,2
Sp 98,6

Se 100
Sp 97,8

**

NcSUBIt:
Se 94,59
Sp 80
NcSUB1tr:
Se 95,95
Sp 100

108 bovine sera and 122
Bubaline sera

110 ovine sera and 65 canine
sera

* Experimentally infected canine
sera

152 bovine sera

100 canine sera and 100 bovine
sera

24 bovine sera

* Bovine sera

682 bovine sera

139 bovine sera

129 bovine sera

* Bovine tissues were artificially

prepared with tachyzoite culture

79 cow sera with abortion
history and 4 experimentally
infected cow sera

(Hamidinejat et al.,
2015)

(Fernandes Pinheiro et
al., 2015)

(Jinetal., 2015)

(Sinnott et al., 2014)

(Ghalmi et al., 2014)

(De Saetal., 2014)

(Dong et al., 2013)

(Heetal., 2013)

(Pinheiro et al., 2013)

(Takashima et al.,

2013)

(Uzéda et al., 2013)

(YYbafiez et al., 2013)



ELISA Capture
Latex agglutination
(LAT)

ELISA indirect

ELISA indirect

ELISA indirect

ELISA indirect

Immunoblotting

Antigen print
immunoassay (APIA)

Recombinant Protein
NcMIC10

Recombinant Protein
NcSAG1

Recombinant Proteins
NcSRS2, NcSAGl e
NcGRA2

Recombinant Proteins
NcGRA7 e NcSAG1
Recombinant Proteins

NcGRAY and NcPF

Truncated recombinant
Protein NcSRS2

Recombinant Protein
NcSAG4

Recombinant Protein
NcSAG1

Se 90
Sp 100

*%

Se 91,7
Sp 100

*%*

Se 95
Sp 96

*%*

Se 85
Sp 96

10 caprine sera

164 bovine sera

32 bovine sera

4 experimentally infected bovine
sera, and 58 cow sera with
abortion history

174 canine sera

497 bovine sera

52 bovine sera

232 bovine sera

52

(Yinetal., 2012)

(Moraveji et al., 2012)

(Dong et al., 2012)

(Hiasa et al., 2012a)

(Hiasa et al., 2012b)

(Borsuk et al., 2011)

(Huetal., 2011)

(Wilkowsky et al.,
2011)

1 * Number of samples not described.

2 **Seand Sp not described.
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RESUMO

A neosporose € considerada uma das principais causas de aborto na bovinocultura e é
intimamente ligada ao nascimento de cordeiros fracos na ovinocultura. O diagndstico padrao é
feito através da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), no entanto, reac6es cruzadas
com outros protozoarios sdo descritas. Como estratégia para um diagnéstico mais especifico,
antigenos recombinantes vém sendo testados em diversos formatos de imunoensaios,
destacando-se as proteinas NcCSAGL1 (surface antigen-1) e NcSRS2 (SAG1-related sequence
2) como as mais estudadas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
ELISA indireto com as proteinas recombinantes NCSRS2 e NcSAG1 (rNcSRS2 e rNcSAGL1),
para o diagnostico da neosporose bovina e ovina. Para tal, um total de 370 amostras de soros
foram utilizados, sendo 216 de bovinos (106 positivos e 110 negativos) e 154 de ovinos (48
positivos e 110 negativos), em um ELISA indireto com as proteinas NcSRS2 e rNcSAGL1 de
forma isolada e em associacdo. Os resultados do ELISA indireto foram submetidos a analise
ROC (Receiver Operating Characteristic). A sensibilidade e especificidade com a proteina
rNcSRS2 isolada foi de 91,5% e 96,4% para bovinos e 89,6% e 96,3% para ovinos,
respectivamente, e a sensibilidade e especificidade com a proteina rNcSAGL1 isolada foi de
84,9% e 97,3% para bovinos e 89,6% e 92,6% para ovinos, respectivamente. Quando as
proteinas foram associadas, a sensibilidade e especificidade foram de 98,1% e 99,1% para
bovinos e 100% e 97,2% para ovinos, respectivamente. Os resultados obtidos, indicam que o
ELISA rNcSRS2/rNcSAG1 é um método sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos

em populacGes de bovinos e ovinos, sendo uma alternativa para o diagndstico de N. caninum.

PALAVRAS CHAVES: Neospora caninum; ELISA; Diagnostico; Ncp-43; Ncp-29.
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1. INTRODUCAO

Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatério, causador da doenca
conhecida por neosporose, sendo esta uma das principais causas de abortos em bovinos no
mundo, tanto na bovinocultura de leite quanto de corte (Andreotti et al., 2009; Cobadiova et
al., 2013; Pereira et al., 2014). Os hospedeiros definitivos sdo os canideos, demésticos e
silvestres, e uma ampla variedade de mamiferos podem se apresentar como hospedeiros
intermediarios, destacando-se 0s bovinos e ovinos como o0s hospedeiros mais estudados
(Dong et al., 2012; Dubey et al., 2011; Dubey and Lindsay, 2006; Sinnott et al., 2014). A
neosporose bovina ocasiona abortos e mortalidade neonatal (Hiasa et al., 2012), ja a
nesporose em ovinos ocorre com menor frequéncia, e esta associada a infeccdes congénitas e
nascimentos de cordeiros fracos (Dubey and Lindsay, 2006; Rossi et al., 2011).

O diagndstico soroldgico padrdo para a neosporose € a imunofluorescéncia indireta
(IFI), a qual utiliza taquizoitos intactos fixados (Andrade et al., 2013; Cardoso et al., 2012;
Frossling et al., 2003), sendo este o primeiro ensaio sorolégico descrito para o diagnéstico da
doenca (Dubey et al., 1988). No entanto, para sua execucao se faz necessario a manutengéo
de linhagens celulares infectadas com taquizoitos, tornando-se um diagnéstico laborioso.
Além disso, a subjetividade do resultado € diretamente dependente da experiéncia do executor
do teste, e sua especificidade pode ser prejudicada devido a reacdo de anticorpos presentes em
amostras positivas para outros protozoarios, como por exemplo, Toxoplasma gondii, pois este
apresenta grande similaridade morfoldgica e compartilha muitos antigenos com N. caninum
(Dong et al., 2013).

Dentre os métodos mais utilizados em pesquisas para a deteccdo de anticorpos contra
N. caninum, os ensaios no formato ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), ganham

maior destaque por possuirem ampla aplicacdo no diagndstico de doencas infecciosas, devido
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a alta sensibilidade, possibilidade de automacao e rapidez no processamento de amostras em
larga escala (Goff et al., 2003; Sinnott et al., 2017).

As proteinas de superficie NcCSRS2 e NcSAG1, sdo antigenos imunodominantes, e
representam um papel fundamental no reconhecimento, adesao e invasdo da célula
hospedeira (Borsuk et al., 2011; Hosseininejad et al., 2010). O antigeno NCSRS2 é expresso
em taquizoitos e bradizoitos e apresenta 44% de homologia com TgSRS2 de T. gondii, ja 0
antigeno NcSAGL1 é um dos principais antigenos de superficie de taquizoitos e apresenta uma
homologia de 53% com TgSAGL, também de T. gondii (Dong et al., 2013; Howe et al.,
1998). Para evitar reacdes cruzadas, muitos trabalhos descrevem a utilizacdo do gene em sua
forma truncada para producéo de proteinas recombinantes, mantendo-se somente a sequéncia
especifica do género Neospora (Borsuk et al., 2011; De Sa et al., 2014; Sinnott et al., 2014).
A utilizacdo individual dessas proteinas, de forma recombinante, ja foi descrita em
composicdes vacinais e em testes diagnosticos (Fernandes-Pinheiro, et al., 2018; Haldorson et
al., 2005; He et al., 2013; Wilkowsky et al., 2011), no entanto, a associac¢do de proteinas
recombinantes poderia fornecer um nivel adicional de sensibilidade e especificidade aos testes
de diagndstico

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver um ELISA indireto,
associando as proteinas NcSRS2 e NcSAG1 recombinantes, para o diagnostico da neosporose

bovina e ovina.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos soros

Um total de 370 amostras de soros, provenientes de fazendas localizadas na regido sul

do Rio Grande do Sul, disponiveis no banco de soros do Laboratério de Biotecnologia
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Infecto-parasitaria, da Universidade Federal de Pelotas foram utilizadas, sendo 216 soros de
bovinos (106 amostras positivas e 110 amostras negativas) e 154 soros de ovinos (48 amostras
positivas e 106 amostras negativas). Todos os soros utilizados foram coletados de rebanhos
que apresentavam algum tipo de problemas reprodutivos. A soro-positividade ou negatividade
das amostras foi previamente confirmadas pela técnica de IFI, sendo considerados positivos
0S Soros que apresentaram titulos superiores a 1/100 em ovinos, e 1/200 em bovinos (Pare et
al., 1995). Também foi utilizado soro de terneiro e de cordeiro recém-nascidos, de rebanhos
que ndo apresentavam problemas reprodutivos, sendo denominados de soro normal de
terneiro (SNT) e soro normal de cordeiro (SNC). Os soros das progenitoras foram analisados
por IFI, conforme citado no paragrafo anterior, sendo a negatividade para N. caninum, o

critério para coleta do soro do terneiro e do cordeiro.

2.2 Expressao e purificacdo da proteina recombinante rNcSRS2

O vetor pET100/D TOPO/NcSRS2 previamente construido (Borsuk et al., 2011),
contendo o dominio antigénico do gene srs2, foi utilizado para transformar bactérias
Escherichia coli BL21 Star (DE3). As células de E. Coli foram cultivadas em meio Luria
Bertani (LB) e na fase logaritmica (ODggo nm = 0,6 — 0,8) foram tratadas com 1 mM isopropyl
a-D-thiogalactoside (IPTG) por 3 h a 37 °C para induzir a expressdo da proteina NcCSRS2. As
proteinas foram solubilizadas em tampéo fosfato salino (PBS) contendo 0.2% N-lauroil
sarcosinato. A expressdo da rNcSRS2 foi confirmada através de SDS-PAGE 12% e Western
Blot (WB) utilizando um anticorpo monoclonal anti-6x-histidina (1:5000) (Sigma Aldrich).
rNcSRS2 foi purificada por cromatografia de afinidade com ions metalicos imobilizados
(IMAC) utilizando coluna Ni2+ Sepharose HisTrap, de acordo com as instrucdes do

fabricante (GE Healthcare). A proteina recombinante purificada foi dialisada em PBS
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(contendo 0.1% de glicina, pH 7,4) por aproximadamente 16 h a 4 °C, em 1000x o volume da
amostra final.

As fracdes purificadas foram analisadas por SDS-PAGE 12% em condicdes redutoras,
e a concentracdo final foi determinada pelo metodo do &cido bicinconinico utilizando o kit
comercial Pierce BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology) com albumina de soro

bovino como referéncia. As proteinas foram acondicionadas a -20 C° até sua utilizag&o.

2.3 Clonagem do gene sagl

Através de sequéncia disponivel no Genbank (acesso AAD25091.1) um gene sintético
contendo cddons preferenciais para expressao da proteina NcSAG1 em E. coli foi sintetizado
(Epoch Life Science). A sequéncia génica codificadora sagl (NcSAGL) presente no plasmideo
pBlueScript foi isolada utilizando-se as enzimas de restricdo EcoRI (Invitrogen) e BamHI
(Invitrogen) e entdo ligada ao vetor de expressdo pAE utilizando a enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen). O produto da ligagéo foi utilizado na transformacéo de E. coli cepa TOP 10
eletrocompetentes e as coldnias recombinantes foram selecionadas através de uma lise rapida
utilizando fenol-cloroférmio, e posterior eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA do
plasmideo pAE/NcSAGL, foi extraido utilizando o Kit Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen),
e apos, foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI (Invitrogen) e BamHI (Invitrogen),

para caracterizacao do plasmideo recombinante.

2.3.1 Expressao e purificacdo da proteina recombinante rNcSAG1

Para estabelecer as condicdes da expressao da proteina NcSAG1, foi realizado um
teste em pequena escala (10 mL). O plasmideo construido (pAE/NcSAG1) foi utilizado para
transformar (choque térmico e eletroporacéo) as cepas de expressao E. coli BL21 Star (DE3),

BL21 pLysE (DE3), BL21 pLysS (DE3), BL21 Roseta (DE3) e BL21-CodonPlus (DE3)-RP.
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As cepas foram cultivadas individualmente em 10 mL de meio de LB, contendo, quando
necessario, antibiotico conforme gene para selecéo individual de cada cepa, além do
antibiotico para selecdo do vetor pAE/NcSAG 1 (ampicilina 100 pg/mL). Para a expressao da
proteina recombinante rINCSAG1, as bactérias transformadas com o vetor pAE/NcSAG1
foram cultivadas nas temperaturas de 30°C e 37°C. Quando o crescimento bacteriano atingiu a
fase logaritmica (ODgoo nm = 0,6 — 0,8), foi realizada a inducdo da expressdao com 1 mM
isopropyl a-D-thiogalactoside (IPTG) durante 3 h, 4 h e 16 h, e ap6s, o cultivo foi
centrifugado a 10.000 x g por 5 min a 4°C. Os pellets resultantes foram eluidos em tampéao TE
(Tris-HCI 10 mM / EDTA 1mM pH 8,0), sonicados (4 tempos de 45s, 20kHz) e submetidos a
SDS-PAGE 12% (corado com Comassie blue) e a um WB utilizando um anticorpo
monoclonal anti-6x-histidina (1:5000) (Sigma Aldrich) e anti-IgG camundongo conjugado a
peroxidase (1:4000) (Sigma Aldrich) como anticorpo primario e secundario, respectivamente.
Para testar a solubilidade da proteina, o pellet ja eluido e sonicado, foi centrifugado a 10.000
x g por 5 min a 4°C, o resultado da centrifugacdo (sobrenadante e pellet) foi submetido a
SDS-PAGE 12%.

Apos o estabelecimento das condicGes ideais para expressao da proteina rINcSAG1,
realizou-se a expressao em maior volume. A cepa que apresentou expressdo da proteina
rNcSAG1 foi cultivada em 500 mL de meio de cultura LB. Quando o crescimento bacteriano
atingiu a fase logaritmica (ODgoo nm = 0,6 — 0,8), foi realizada a inducdo da expressao com 1
mM isopropyl a-D-thiogalactoside (IPTG), e ap6s o tempo de inducéo estabelecido,
centrifugacdo a 10.000 x g por 15 min a 4°C. O pellet resultante foi suspendido em tampéo
PBS a4 °C, acrescido de Lisozima 100 mM e sonicado (4 tempos de 45 s, 20 kHz). Apds
centrifugacdo sob as mesmas condicdes anteriores, o pellet foi suspendido em tampé&o
contendo 0,2% de N-lauroil sarcosinato, por 16 h, a 4°C. O cultivo foi centrifugado por 1 h e

30 min, a 10.000 x g a 4°C. A porcdo contendo a proteina foi coletada, filtrada em membrana
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0,8 UM (Milipore) e utilizada para a purificacdo. A purificacdo da proteina rNcSAG1 foi
realizada conforme descrito para a proteina rNcSRS2. A proteina rNcSAGL1 foi eluida em
diferentes molaridades de imidazol e submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e
aum WAB utilizando um anticorpo monoclonal anti-6x-histidina (1:5000) (Sigma Aldrich) .
A fracdo contendo a proteina rNcSAGL1 foi entdo dialisada com tampao PBS (contendo 0.1%
de glicina, pH 7,4) por aproximadamente 16 h a 4 °C, em 1000x o volume da amostra final,
quantificada utilizando o Kit BCA (descrito anteriormente) e armazenada para utilizacéo

posterior.

2.4 Teste de antigenicidade das proteinas rNcSRS2 e rNcSAG1

As duas proteinas recombinantes rNcSRS2 e rNcSAG1 foram testadas, através de
WAB, quanto a capacidade de serem reconhecidas por soros de animais naturalmente
infectados. Um SDS-PAGE 12% foi realizado, com 5 g das proteinas rNcSRS2 e rNcSAG1
por cavidade. As proteinas foram eletro-transferidas para membrana de nitrocelulose (GE
Healthcare) e blogqueadas com PBS contendo 5% de leite desnatado. As membranas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo Tween 20% (PBS-T) e ap0s, foi adicionado um pool de
soros positivos (10 soros) e negativos (10 soros) para N. caninum (caracterizados pela IFI),
em uma dilui¢do 1:100, de ovinos e de bovinos. Como controle, foi utilizado soro de bovino
positivo para T. gondii (1:100) e anticorpo monoclonal anti-6x-histidina (1:5000) (Sigma
Aldrich). Apés incubacédo, foram adicionados os anticorpos secundarios anti-1gG bovino
conjugado a peroxidase (1:4000) (Sigma-Aldrich), anti-IgG ovino conjugado a peroxidase
(1:4000) (Sigma-Aldrich) e anti-lgG camundongo conjugado a peroxidase (1:4000) (Sigma
Aldrich), , diluidos em PBS-T. A reatividade foi revelada utilizando 3,3'-Diaminobenzidina

(DAB) e H,0..
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2.5 Desenvolvimento do Elisa indireto

Microplacas de poliestireno de 96 pocos (Polysorp Nunc) foram sensibilizadas com as
proteinas rINCSRS2 e rNcSAGL, individualmente, contendo 100 ng de cada proteina por poco,
e em associacdo, contendo 50 ng de cada proteina por poco, padronizadas anteriormente
(dados ndo mostrados), por 16 h, a4 °C. As placas foram lavadas 5 vezes com PBS-T e
armazenadas a temperatura de — 20 °C até sua utilizacdo. O bloqueio das placas foi feito com
PBS-T acrescido de 1% de Soro Fetal Bovino (SFB), por 2 h a 37 °C e ap0s, as placas foram
lavadas 5 vezes com PBS-T. Os soros positivos e negativos, de bovinos e ovinos, foram
adicionados separadamente, diluidos 1:100 em PBS-T+1% de SFB, por 1 h a 37 °C. Como
controles negativos, utilizamos SNT e SNC. Todos os soros foram testados em duplicatas.
Apds a incubacéo e posterior lavagens, foi adicionado a placa o anticorpo secundario anti-1gG
bovino conjugado com peroxidase (1:4000) (Sigma-Aldrich) e o anticorpo secundario anti-
IgG ovino conjugado com peroxidase (1:4000) (Sigma-Aldrich), diluidos em PBS-T+1% de
SFB, por 1 h a 37 °C. Para a reacao colorimétrica uma solu¢do contendo 0,01 g de
ortofenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich) diluido em 10 mL de tampdo citrato-fosfato
pH=4,0 ¢ 50 uL de H,O,, foi adicionado a placa. Apo6s a interrup¢do da reacdo com H,SO, 4
N, a absorbancia foi determinada numa faixa de comprimento de onda entre 450 e 492 nm em

leitor de microplaca (Microplate reader MR-96A, Mindray).

2.6 Anélise estatistica

Para avaliar a especificidade, sensibilidade, acuracia, ponto de corte e valores
preditivos do teste ELISA indireto, os resultados obtidos com os 370 soros foram submetidos
a analise ROC (Receiver Operating Characteristic) utilizando o software MedCalc estatistica
(versdo 10.3.0). A avaliagéo foi realizada com o teste das proteinas individuais e associadas,

para as duas espécies testadas, comparando seus resultados com o teste padrdo (IFI).
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3. RESULTADOS

3.1 Expressao e purificacdo das proteinas recombinantes rNcSRS2 e rNcSAG1

A proteina rNcSRS2 foi expressa por Escherichia coli cepa BL21 Star (DE3) como
corpos de inclusdo, sendo solubilizada em 0,2% de N-lauroil sarcosinato. O peso molecular da
proteina foi de aproximadamente 30 kDa e o rendimento médio obtido foi de 1 mg/L.

A proteina rNcSAG1 foi clonada com sucesso e expressa no tamanho molecular de
~30 kDa. De todas as cepas de E. coli testadas [BL21 Star (DE3), BL21 pLysE (DE3), BL21
pLysS (DE3), BL21 Roseta (DE3) e BL21-CodonPlus (DE3)-RP], a proteina rNcSAGL foi
expressa somente pela cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RP (dados ndo mostrados), como corpos
de incluséo, sendo solubilizada em 0,2% de N-lauroil sarcosinato. Obtendo-se melhores
resultados apds 3 horas de inducdo, a temperatura de 37 °C.

A proteina rNcSAGL1 foi purificada e um rendimento médio de 1 mg/L foi obtido.

3.2 Teste de antigenicidade das proteinas rNcSRS2 e rNcSAG1

As proteinas recombinantes rNcSRS2 e rINcSAG1 foram consideradas antigénicas,
uma vez que 0s anticorpos presentes nos soros dos animais positivos para neosporose
(bovinos e ovinos), confirmados por IFI, foram capazes de reconhecer as proteinas atraves de
WB (Figura 1). As reacdes representam o tamanho esperado das duas proteinas (=30 kDa). O
soro bovino positivo para T. gondii utilizado, ndo apresentou reagdo frente as duas proteinas
(Figura 1), podendo-se concluir que ambas, nas suas formas truncadas, sao especificas do

protozoario Neospora sp..
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3.3 ELISA Indireto

Os 216 soros de bovinos (106 positivos e 110 negativos) e 154 soros de ovinos (48
positivos e 106 negativos), previamente estabelecidos pela IFI, foram avaliados por ELISA
indireto. O ELISA rNcSRS2, rINcSAGL1 e rNcSRS2/rNcSAGL1 foi caracterizado e 0s
resultados de cada um dos ELISA foram correlacionados com a IFI, utilizando a analise ROC.
Os valores dos pontos de corte para bovinos foram de >0,59 para rNcSRS2, >0,64 para
rNcSAGL e >0,41 para rINcSAG1/rNcSRS2 (Figura 2), dos 106 soros positivos, 9, 16 e 2
estavam abaixo do ponto de corte estabelecido e dos 110 soros negativos, 4, 3 e 1 estavam
acima do ponto de corte, quando avaliado pelo ELISA rNcSRS2, rNcSAGL1 e
rNcSRS2/rNcSAGL, respectivamente. O ponto de corte para ovinos foram de >0,253 para
rNcSRS2, >0,23 para rNcSAGL1 e >0,20 para rNcSAG1/rNcSRS2 (Figura 3), dos 48 soros
positivos, 5 estavam abaixo do ponto de corte, quando avaliado pelo ELISA rNcSRS2 e
rNcSAGL, no entanto nenhum soro foi considerado negativo quando avaliado pelo ELISA
rNcSRS2/rNcSAGL, e dos 106 soros negativos, 4, 8 e 3 estavam acima do ponto de corte
estabelecido, quando avaliado pelo ELISA rNcSRS2, NcSAGL e rNcSRS2/rNcSAGL,
respectivamente. Sendo possivel observar através dos dados obtidos, que o ELISA com as
proteinas associadas (Figuras 2C e 3C), apresentou resultados mais precisos, quando
comparado com o ELISA com as proteinas isoladas (Figuras 2A e B, 3A e B). OSNT e o

SNC néo reconheceram as proteinas no ELISA indireto (dados ndo mostrados).

3.4 Sensibilidade, especificidade, acuracia e valor preditivo

O ELISA rNcSRS2, rNcSAG1 e rNcSAG1/rNcSRS2 mostraram 91,5%, 84,9% e
98,1% de sensibilidade e, 96,4%, 97,3% e 99,1% de especificidade, respectivamente. O
ELISA rNcSRS2, rNcSAGL1 e rNcSAG1/rNcSRS2 mostraram 89,6%, 89,6% e 100% de

sensibilidade e, 96,3%, 92,6% e 97,2% de especificidade, respectivamente. A area sob a curva
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foi usada para determinar a acuracia dos imunoensaios, obtendo-se como resultados para
bovinos (Figura 4) os valores de 0,930, 0,901 e 0,981 e para ovinos (Figura 5) os valores
0,916, 0,897 e 0,999 para rNcSRS2, NCSAG1 e rNcSRS2/rNcSAG1, respectivamente, para
os dois testes. Os valores preditivos negativos e positivos do ensaio com as proteinas
associadas variaram de 85,2% a 99,7% e de 92,3% a 99,8% respectivamente para bovinos
(Figura 6A). Para ovinos (Figura 6B), os valores preditivos positivos variaram de 79,8% a
99,6% e nao houve variacao dos negativos, uma vez que 100% dos soros foram compativeis
com o resultado da IFI. Os valores preditivos obtidos dependem da prevaléncia da neosporose

exibida em uma area especifica.

4. DISCUSSAO

A neosporose € uma das principais causas de abortos na bovinocultura em todo o
mundo, sendo responsavel por causar grandes perdas econdmicas nessas populacdes. Todavia
sua relevancia clinica, econdémica e epidemioldgica em pequenos ruminantes, nos quais
incluem-se os ovinos, ndo é inteiramente compreendida (Filho et al., 2017).

Em virtude da problematica do diagndstico, desenvolvemos em nosso trabalho um
teste soroldgico utilizando antigenos recombinantes e especificos de Neospora sp., para
deteccdo de anticorpos anti-NcSRS2 e anti-NcSAG1, presentes no soro de bovinos e ovinos,
levando-se em considera¢do a importancia de um diagnostico eficaz para estas populagdes.

Nenhuma reagéo foi observada quando utilizamos soro de bovino positivo para T.
gondii no WB, com as proteinas NCSRS2 e rNcSAG1, comprovando que as proteinas
expressas, de forma truncada, ndo compartilhnam epitopos com as proteinas similares do
protozoario relacionado, sendo uma vantagem quando comparado com a IFI.

Muitos estudos descrevem a utilizagdo de proteinas especificas de N. caninum, para o

diagnostico da neosporose. A maioria dos trabalhos desenvolvidos nos altimos anos utilizam
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proteinas recombinantes produzidas em sistema de expressdo bacteriano, no entanto, outros
sistemas alternativos podem ser utilizados. Dong e colaboradores (2013) relatam a expressao
da proteina NcSAG1 em sistema de expressao de larvas de insetos. Os autores desenvolveram
anticorpo especifico anti-N. caninum, utilizando a tecnologia de Phage Display para detec¢éo
direta do parasito. Fernandes Pinheiro et al. (2015) descrevem a utilizacdo da proteina
NCcSRS2 em um ELISA indireto para ovinos, utilizando Pichia pastoris como sistema de
expressao. Neste trabalho, os autores descrevem 100% de sensibilidade, e 94,5% de
especificidade, resultados similares aos encontrados em nosso estudo, no entanto obtivemos
100% de sensibilidade e 97,2% de especificidade, quando utilizadas as proteinas NcCSRS2 e
NcSAGL1 em associacdo, demonstrando uma melhor eficiéncia nos resultados.

Wilkowsky et al. (2011) relatam o desenvolvimento de um imunoensaio em linha
(APIA - Antigen Print Immunoassay) para bovinos, utilizando a proteina rNcSAGL. Este
método detecta anticorpos atraves da aplicacdo direta de proteinas em linhas na membrana de
nitrocelulose. Nesse estudo os autores obtiveram 85% de sensibilidade e 96% de
especificidade. Hamidinejat et al. (2015) desenvolveram um ELISA indireto para bovinos,
utilizando a proteina rNcGRA7 (proteina de granulo denso), e obtiveram 94,64% de
sensibilidade e 90,38% de especificidade. J4 Ghalmi e colaboradores (2014) descrevem a
técnica de aglutinacdo em latex, utilizando a proteina de granulo denso rNcGRAG, para
deteccdo de anticorpos de bovinos e os resultados apontam uma sensibilidade de 60% e
especificidade de 100%. Em nosso estudo, obtivemos 98,1% de sensibilidade e 99,1% de
especificidade no ELISA rNcSRS2/rNcSAG1 para bovinos.

A exemplo do trabalho de Ghalmi et al. (2014), é comum se observar que ao se
padronizar um diagnostico, na tentativa de se chegar em uma especificidade de 100%, tende-
se a diminuir a sensibilidade, ou vice-versa, pois a capacidade de identificar corretamente

animais seronegativos confirmados € um pré-requisito de qualquer teste de diagnostico para a
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neosporose (Borsuk et al., 2011). Com a utilizacéo de duas proteinas imunodominantes, sendo
expressas na fase aguda (NCSAGL) e na fase cronica (NcSRS2) da infeccdo, foi possivel se
aumentar especificidade e pemanecer elevada sensibilidade, pois independente do estagio,
uma vez que o animal tenha anticorpos contra o protozoario, o teste € capaz de diagnosticar.
O formato de ELISA indireto com as proteinas em associacdo, descrito no presente
estudo, permite a avaliacdo da infecgdo em rebanhos bovinos e ovinos, bem como a utilizagéo
em investigacdes soroepidemiolodgicas para estas populacdes, visto que a sensibilidade,
especificidade e valores preditivos mostram resultados altamente precisos (area sob a curva =

0,981 e 0,999, para bovinos e ovinos respectivamente).

5. CONCLUSAO
O ELISA indireto com as proteinas rNcSRS2 e rNcSAG1 associadas, é uma
alternativa sensivel e especifica para o diagndstico da neosporose bovina e ovina, sendo uma

ferramenta confiavel para a deteccdo de anticorpos nestas populagoes.
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Legendas das figuras

Figura 1: Western blotting para avaliacdo da antigenicidade das proteinas rNcSRS2 e
rNcSAGL. MP. Marcador de peso molecular Rainbow™ (GE Healthcare); 1. Proteina
rNcSRS2 e soro bovino positivo para toxoplasmose; 2. Proteina rNcSAG1 e soro bovino
positivo para toxoplasmose; 3. Proteina INcSRS2 e pool de soros bovinos positivos para
neosporose; 4. Proteina INCSRS2 e pool de soros ovinos positivos para neosporose; 5.
Proteina rINcSAGL e pool de soros bovinos positivos para neosporose; 6. Proteina rNcSAG1 e

pool de soros ovinos positivos para Neosporose;

Figura 2: ELISA indireto realizado com as proteinas recombinantes rNcCSRS2 e rNcSAGL, de
forma individual ou em associacdo, testadas contra 106 soros bovinos positivos e 110 soros
bovinos negativos para neosporose, obtida através do Receiver Operating Characteristic

(ROC). (A): ELISA rNcSRS2, (B): ELISA rNcSAGL e (C): ELISA rNcSRS2/rNcSAGL.

Figura 3: ELISA indireto realizado com as proteinas recombinantes rNcSRS2 e rNcSAGL1, de
forma individual ou em associagdo, testadas contra 48 soros ovinos positivos e 106 soros
bovinos negativos para neosporose, obtida através do Receiver Operating Characteristic

(ROC). (A): ELISA rNcSRS2, (B): ELISA rNcSAGL1 e (C): ELISA rNcSRS2/rNcSAGL.

Figura 4: Analise ROC (Receiver Operating Characteristics) para o ELISA indireto com as
proteinas INCSRS2 e rNcSAG1, de forma individual e em associa¢do, com 0s soros bovinos.
(A): Curva ROC para 0 ELISA com rNcSRS2 demonstando uma &rea sob a curva de 0,930
(0,887-0,960 com 95% de intervalo de confianca), (B): Curva ROC para o ELISA com

rNcSAG1 demonstando uma area sob a curva de 0,901 (0,853-0,937 com 95% de intervalo de
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confianca) e (C): Curva ROC para 0 ELISA com rNcSRS2/rNcSAG1 demonstando uma area

sob a curva de 0,981 (0,953-0,995 com 95% de intervalo de confianca).

Figura 5: Analise ROC (Receiver Operating Characteristics) para o ELISA indireto com as
proteinas rINCSRS2 e rNcSAGL, de forma individual e em associa¢ao, com 0S SOros ovinos.
(A): Curva ROC para 0 ELISA com rNcSRS2 demonstando uma area sob a curva de 0,916
(0,861-0,954 com 95% de intervalo de confianca), (B): Curva ROC para o ELISA com
rNcSAG1 demonstando uma area sob a curva de 0,897 (0,838-0,940 com 95% de intervalo de
confianca) e (C): Curva ROC para 0 ELISA com rNcSRS2/rNcSAG1 demonstando uma area

sob a curva de 0,999 (0,975-1,000 com 95% de intervalo de confianca).

Figura 6: Valores preditivos positivos (losango) e negativos (quadrados) para o ELISA com
as proteinas em associacdo, em niveis de prevaléncia variaveis de neosporose. Os valores
foram determinados pela anélise ROC, baseando-se na sensibilidade e especificidade do
ELISA. (A): ELISA rNcSRS2/rNcSAGL1 — Bovinos e (B): ELISA rNcSRS2/rNcSAGL1 -

Ovinos.
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ASSOCIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE Neospora caninum NO
DESENVOLVIMENTO DE IMUNODIAGNOSTICO PARA A NEOSPOROSE

RESUMO

A presente invencdo refere-se a utilizacdo da associacéao
das proteinas recombinantes antigénicas NcSRS2 e NcSAGl, ambas
do patdégeno Neospora caninum, em um ensaio no formato ELISA
indireto para o diagndéstico da neosporose bovina e ovina. Tal
invencdo objetiva sanar a problemdtica vinculada as reacgdes
cruzadas com  outros protozoarios do filo Apicomplexa,
presentes no teste padrdo utilizado, além de fornecer uma
opcdo de menor custo, proporcionando facilidade de automacdo e
realizacdo de andlise em grande escala. A associacdo das
proteinas rNcSRS2 e rNcSAGl em um teste ELISA indireto,
geraram resultados satisfatérios quando comparada a utilizacéo
das mesmas proteinas de formas isoladas. Obtendo-se um teste
com sensibilidade de 98,1% e especificidade de 99,1%, para os
bovinos, e sensibilidade de 100% e especificidade de 97,2%,
para ovinos. Os resultados mostram que a associacdo das
proteinas recombinantes utilizadas no imunoensaio
desenvolvido, é uma alternativa vidvel para o diagndéstico da
neosporose bovina e ovina. Setor técnico: A61K 39/00, A6lK

39/002 e A61K 39/012.



O 00 N O U b W N B

w W W W W N N N N N N N NN NN R R RRRR R, R, R R R
A W N P O O 0 N O Ul B W N B O O 0O N O Ul B W N +—» O

ASSOCIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE Neospora caninum NO
DESENVOLVIMENTO DE IMUNODIAGNOSTICO PARA A NEOSPOROSE

RELATORIO DESCRITIVO

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

CAMPO DA INVENGCAO

[001] A presente invencdo refere-se a wutilizacdo da
associacgcdo das proteinas recombinantes antigénicas NcSRS2 e
NcSAGl, ambas do patdgeno Neospora caninum, em um ensaio no
formato ELISA indireto para o diagnéstico da neosporose. Estéa
enquadrada dentro da classificagdo internacional de patentes

nos campos de invencdo A61K 39/00, A61K 39/002 e A61K 39/012.

Descricdo do estado da técnica

[002] Neospora caninum ¢é um parasito heteroxénico,
pertencente ao filo Apicomplexa, que foi isolado pela primeira
vez em 1988, de tecidos de cdes com paralisia cerebral. E o
agente causador da doenca conhecida por neosporose, sendo esta
uma das principais causas de abortos em bovinos no mundo,
tanto na Dbovinocultura de leite quanto na de corte. N.
caninum é um parasito intracelular obrigatdério, sendo os
canideos os hospedeiros definitivos, e 0s hospedeiros
intermedidrios podendo ser uma ampla variedade de animais,
destacando-se os bovinos e os ovinos como sendo o0s hospedeiros
mais estudados. A neosporose canina se caracteriza por
paralisia muscular, enquanto a neosporose Dbovina apresenta
abortos e mortalidade neonatal. J& a nesporose ovina ocorre
com menor frequéncia, e estd associada a infecc¢des congénitas
e nascimentos de cordeiros fracos (DUBEY J. P., HATTEL A. L.,
LINDSAY D. S. TOPPER M. J. Neonatal Neospora caninum infection
in dogs: isolation of the causative agent and experimental

transmission, American Veterinary Medical Association, v. 193,


https://www.avma.org/
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p- 1259-1263, 1988; COBADIOVA A., VICHOVA B., MAJLATHOVA V.,
REITEROVA K. First molecular detection of Neospora caninum in
European brown bear (Ursus arctos), Veterinary Parasitology,
v. 197, p. 346-349, 2013; HOWE L., COLLETT M.G., PATTISON
R.S., MARSHALL J., WEST D.M., POMROY W.E. Potential
involvement of Neospora caninum in naturally occurring ovine
abortions in New Zealand, Veterinary Parasitology, v.185,
p-64-71, 2012; DUBEY J. P., LINDSAY D. S. A review of Neospora
caninum and neosporosis, Veterinary Parasitology, v. 67, p. 1l-
59, 1996).

[003] O <ciclo de wvida desse protozodrio envolve um
hospedeiro definitivo onde ocorre a reproducdo sexuada, e
hospedeiros intermedidrios apresentando a reproducdo
assexuada. Até o momento sdo conhecidos como hospedeiros
definitivos os canideos, como por exemplo, cdes domésticos e
selvagens, coiotes, lobos cinzentos e dingos. Dentre os
principais hospedeiros intermedidrios destacam-se: bovinos e
ovinos. Esse parasito se apresenta em 3 formas infectantes
conhecidas: os oocistos, o0s taquizoitos e os bradizoitos. Os
oocistos sdao liberados nas fezes do hospedeiro definitivo e
estes se tornam esporulados no ambiente, contendo dois
esporocistos com quatro esporozoitos cada, que a0 serem
ingeridos infectam os hospedeiros intermedidrios. Os
esporozoitos sdo liberados e invadem as células do trato
intestinal, transformando-se em taquizoitos, que se reproduzem
de forma rapida, representando a fase aguda da doenca e séo
encontrados principalmente em macréfagos, fibroblastos e no
sistema nervoso, mais especificamente, no cérebro. No interior
das células permanecem de forma latente dando origem aos
bradizoitos, formando cistos teciduais. Os hospedeiros
definitivos adquirem a infecgdo ingerindo tecidos de animais
infectados. (DONAHOE S. L., LINDSAY S. A., KROCKENBERGER
M., PHALEN D., SLAPETA, J. A review of neosporosis and

pathologic findings of Neospora caninum infection in wildlife,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krockenberger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25973393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phalen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25973393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x00160%3Blapeta%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25973393
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Int J Parasitol Parasites Wildl, v. 4, p. 216 - 238, 2015;
REICHEL M. P., ELLIS J. T., DUBEY J. P. Neosporosis and
hammondiosis in dogs, Journal of Small Animal Practice, v.48,
p. 308-312, 2007; HADDAD J. P. A., DOHOO I. R., VANLEEWEN J.
A. A review of Neospora caninum in dairy and beef cattle - a
Canadian perspective, The Canadian Veterinary Journal, v. 46,
p- 230, 2005; PETERS M., LUTKEFES E., HECKEROTH A. R., SCHARES
G. Immunohistochemical and wultrastructural evidence for
Neospora caninum tissue cysts in skeletal muscles of naturally
infected dogs and cattle, Int. J. Parasitol., v.31, p.1144-
1148, 2001).

[004] Em bovinos a transmissdo vertical é responséavel por
até 95% das infeccdes. Nado obstante, este tipo de transmisséo
ndo confere infeccdo em 100% dos casos, sendo necessaria a
transmissdo horizontal para que o parasito se mantenha no
rebanho (CABRAL A. D., CAMARGO C. N., GALLETI N. T., OKUDA, L.
H., PITUCO E. M., FAVA C. D. Diagnosis of Neospora caninum in
bovine fetuses by histology, immunohistochemistry, and nested-
PCR, Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 18,
p. 14-19, 2009; SANTOLARIA P., ALMERIA S., MARTINEZ-BELLO D.,
NOGAREDA C., MEZO M., GONZALEZ-WARLETA M., CASTRO-HERMIDA J.
A., PABON M., YANIZ J. L., LOPEZ-GATIUS F. Different humoral
mechanisms against Neospora caninum infection in purebreed and
crossbreed beef/dairy cattle pregnancies, Veterinary
Parasitology, v. 178, p. 70-76, 2011).

[005] N. caninum possul grande importédncia econbmica nos
rebanhos Dbovinos, pois causa problemas reprodutivos, gastos
com o estabelecimento de uma nova gestagdo, reposicdo dos
animais abatidos, ©possiveis perdas na producdo de leite,
aumento dos gastos com profissionais para o diagndéstico, sendo
também considerada uma das principais causas de abortos em
bovinos, acarretando no abate das fémeas adultas que
abortaram. Um estudo realizado em dez paises, onde foi

avaliado o impacto dos abortos causados ©por N. caninum,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4427759/
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mostrou uma prevaléncia variando de 10 a 60%, com uma
estimativa média de perda econdmica global de 1 Dbilhdo de
délares, variando em 2,4 bilhdes por ano (REICHEL M. P.,
AYANEGUI-ALCERRECA A. M., GONDIM L. F., ELLIS J. T. What is
the global economic impact of Neospora caninum in cattle - the
billion dollar question, Int. J. Parasitol., v.43, p.133-142,
2013) .

[006] Em ovinos naturalmente infectados, a doenca ndo esté
sempre associada a abortos, apesar das evidéncias que mostram
o papel abortivo do organismo em infeccgdes experimentais. Em
um estudo recente, o0s autores demonstraram que o estadgio da
gestacdo tem papel fundamental no curso da neosporose em
ovelhas prenhas. Nesse trabalho, a infeccdo no primeiro e
segundo terco da gestacdo causou uma taxa de aborto em 100%
dos animais infectados, enquanto que durante o Ultimo terco da
gestacédo, resultou no parto prematuro de cordeiros infectados,
fracos ou clinicamente saudaveis. Os ovinos sdo altamente
suscetiveis a infeccéo por N. caninum, e apresentam
sintomatologia semelhante a de bovinos, por isso consistem em
um 6timo modelo animal experimental, possuindo vantagens sobre
os Dbovinos, incluindo o tamanho, duracdo da gestacdo e o
custo. Mais estudos sao necessarios para elucidar
completamente a patogénese da infecgdo em ovinos. Embora nédo
se tenha o conhecimento do real impacto econbmico da
enfermidade nessa populacdo, 1imagina-se que as perdas sejam
significativas (ARRANZ—SOLiS D., BENAVIDES J.,
REGIDOR-CERRILILO J., UERTES M., FERRE I., DEL FERRERAS M.,
COLLANTES-FERNANDEZ E., HEMPHILL A., PEREZ V., ORTEGA-MORA L.
M. Influence of the gestational stage on the clinical course,
lesional develop ment and parasite distribution in
experimental ovine neosporosis, Vet. Res., v. 46, p. 1-13,
2015; FTHENAKIS G. c., MAVROGIANNI vV.Ss., GALLIDIS E.,

PAPADOPOULOS E. Interactions between parasitic infections and
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reproductive efficiency in sheep. Vet Parasitol, v. 28, p. 56-
66, 2015)

[007] Existem varios fatores ndo esclarecidos acerca da
resposta imune induzida frente a infecg¢do por N. Caninum. No
entanto a resposta imune inata é a primeira linha de defesa
contra agentes infecciosos, a qual é responséavel por fazer com
que, no inicio de uma infeccdo, os patdégenos invasores sejam
capturados por células apresentadoras de antigenos, as guais
liberam citocinas, como as interleucinas 12 (IL-12), gque sé&o
indutoras da citotoxicidade de células natural killer (NK), e

estas células, durante a infeccdo causada por patdgenos

[OD

intracelulares, produzem interferon gama (IFN-y). O IFN-vy
uma citocina pré-inflamatdéria de extrema importédncia para a
defesa do hospedeiro, sendo conhecida por limitar a
multiplicagdo do parasito (Klevar S., Kulberg S., Boysen
P., Storset A.K., Moldal T., Bjorkman C., Olsen I. Natural
killer cells act as early responders in an experimental
infection with Neospora caninum in calves, International
journal for parasitology, v. 37, p. 329-339, 2007).

[008] Como resultado da expressdo de IFN-y, os niveis na
produgcdo de IgG2 sdo aumentados e estes anticorpos sao
essenciais na resposta imune contra patdgenos, indicando uma
predominédncia da resposta Thl. Os niveis de anticorpos de
classe IgM especificos para neosporose podem ser detectados
apd6s duas semanas de infeccdo, caracterizando a infeccéo
aguda. Porém, diminuem consideravelmente até quatro semanas,
sendo dificil a deteccdo destes anticorpos apds este periodo.
Os niveis de anticorpos IgG (IgGl e 1IgG2), sdo baixos nos
primeiros dias da infeccdo, aumentando durante as primeiras
semanas, 1indicando a fase crdénica da doenca. 0Os bovinos, de
forma geral, apresentam soroconversdo rapida com altos titulos
de anticorpos IgG2 e tendem a manter esses titulos durante um
longo periodo (ALMERIA S., NOGAREDA C., SANTOLARIA P., GARCIA-
ISPIERTO I., YANIZ J. L., LOPEZ-GATIUS, F. Specific anti-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klevar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kulberg%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boysen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boysen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Storset%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moldal%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bj%C3%B6rkman%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olsen%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17188277
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Neospora caninum IgGl and IgG2 antibody responses during
gestation in naturally infected cattle and their relationship
with gamma interferon production, Veterinary immunology and
immunopathology, wv. 130, p. 35-42, 2009; DION S., GERMON S.,
GUITON R., DUCOURNAUC. , DIMIER-POISSON I. Functional
activation of T cells by dendritic cells and macrophages
exposed to the intracellular parasite Neospora caninum, Int J
Parasitol, v. 41, p. 685-95, 2011;

[009] A inibicdo da multiplicacdo de parasitos através de
citocinas pré-inflamatdédrias e o Dbloqueio da infecgdo do
parasito por meio de anticorpos, sdo o0s principais eventos
imunolbégicos capazes de controlar a infeccdo e de evitar a
transformacéo de taquizoitos para bradizoitos. A
recrudescéncia de bradizoitos, para a forma ativa de
taquizoitos ocorre quando as respotas imunes mediadas por
células T e 1IFN-y sdo prejudicadas, o gque acontece em
individuos imunosuprimidos (INNES E. A. The host-parasite
relationship in pregnant cattle infected with Neospora
caninum, Parasitology, v. 134, p. 1903-1910, 2007).

[010] Anticorpos resultantes da infeccdo desempenham um
papel auxiliar em 1infecgbdes posteriores ©participando da
neutralizacdo e destruicdo de taquizoitos extracelulares.
Estudos sugerem que a imunidade protetora pode ser alcancada
devido a uma infecc&o anterior, e pode ser mantida através de
mecanismos nédo elucidados, pois animais com evidéncias de
exposicdo prévias tém menor probabilidade de aborto do que
animais com infecc¢do primaria (INNES E. A. The host-parasite
relationship in pregnant cattle infected with Neospora
caninum, Parasitology, v. 134, p. 1903-1910, 2007; Mcallister
M. M., Bjorkman C., Anderson-Sprecher R., Rogers D. G.
Evidence of point-source exposure to Neospora caninum and
protective immunity in a herd of beef cows, Journal of the
American Veterinary Medical Association, v. 217, p.881-887,

2000) .
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[011] Como ndo existem até o momento vacinas e nem
tratamentos eficientes disponiveis, o controle da disseminacéo
da doenca nos rebanhos é a melhor estratégia a ser adotada.
Dessa forma, o diagnéstico torna-se uma ferramenta de extrema
importédncia. Dentre os métodos wutilizados, destacam-se os
exames histoldgicos, imunohistoquimica (IHC), Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e os
ensaios imunoenzimdticos, como © ensaio de imunoabsorcéo
enzimdtica - ELISA (Enzyme-linked-immunosorbent assay)
(SINNOTT F. A., MONTE L. G., COLLARES T. F., SILVEIRA R. M.,
BORSUK S. Review on the immunological and molecular diagnosis
of neosporosis (years 2011-2016), Veterinary Parasitology, V.
239, p. 10-25, 2017; DUBEY J. P., SCHARES G. Neosporosis in
animals-The last five years, Vet. Parasitol., v. 180, p. 90-
108, 2011).

[012] Os exames histoldégicos podem confirmar a neosporose
em fetos abortados pela visualizacéo das lesbdes
caracteristicas causadas pelo protozoario, como encefalite né&o
supurativa, miocardite, hepatites, etc. Porém, esta técnica
necessita sempre da confirmacdo da presenca do parasito Ja que
outros protozoadrios poderiam causar lesdes similares e a
auséncia de outros patdgenos (DUBEY J. P., SCHARES G.
Neosporosis in animals--the last five years, Vet Parasitol, v.
180, p. 90-108, 2011).

[013] A técnica de imunohistoquimica (IHC) j& é um método
mais eficaz comparado com ©os exames histoldgicos, e é
comumente wutilizada para a deteccdo do parasito em fetos
abortados, pois geralmente a quantidade de N. caninum nos
tecidos é pequena, dificultando a visualizacdo pela técnica de
coloracdo hematoxilina e eosina (HE) utilizada pelos ensaios
histopatoldégicos. Contudo, a eficiéncia da IHC é prejudicada
por amostras de tecidos de abortos autolisados (CABRAL A. D.,
CAMARGO C. N., GALLETI N. T., OKUDA L. H., PITUCO E. M., FAVA

C. D. Diagnosis of Neospora caninum in bovine fetuses by
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histology, immunohistochemistry, and nested-PCR, Rev Bras
Parasitol Vet, v. 18, p. 14-9, 2009; KHODAKARAM-TAFTI A.,
MANSOURIAN M., NAMAVARI M., HOSSEINI, A. Immunohistochemical
and polymerase chain reaction studies in Neospora caninum
experimentally infected broiler chicken embryonated eggs, Vet
Parasitol, v. 188, p. 10-3, 2012).

[014] A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é
uma ferramenta muito importante para deteccdo de N. caninum,
tendo como vantagens ser uma técnica ripida e possuir alta
sensibilidade e especificidade. Porém, ainda é uma técnica de
valor elevado. A PCR pode ser aplicada para o diagnéstico,
para o sequenciamento, quantificacdo de DNA do protozoario e
identificacdo de novos hospedeiros do parasito. Varios
formatos de PCRs vém sendo aplicados para o diagnéstico da
neosporose, tais como o PCR em Tempo Real, Nested PCR e
Multiplex PCR, os quais podem utilizar tecidos de fetos
abortados, liquido amnidtico, liquido cefalorragquidiano,
sangue, fezes, leite, sémen, etc.(AL-QASSAB S., REICHEL M. P.,
ELLIS J. A second generation multiplex PCR for typing strains
of Neospora caninum using six DNA targets, Mol Cell Probes.,
v. 24, p. 20-6, 2010; . PEREIRA, G. R., VOGEL, F. S., BOHRER,
R. C., DA NOBREGA, J. E. J., ILHA, G. F., DA ROSA, P. R.,
GLANZNER W. G., CAMILLO G., BRAUNIG P., DE OLIVEIRA J.
F., GONGCALVES P. B. Neospora caninum DNA detection by TagMan
real-time PCR assay 1in experimentally infected pregnant
heifers, Vet Parasitol, v. 199, p. 129-35, 2014; REISBERG K.,
SELIM A. M., GAEDE W. Simultaneous detection of Chlamydia
spp., Coxiella burnetii, and Neospora caninum in abortion
material of ruminants by multiplex real-time polymerase chain
reaction, J Vet Diagn Invest, v. 25, p. 614-9, 2013).

[015] A infeccd&o por N. caninum estimula a resposta imune
humoral do hospedeiro, conforme descrito anteriormente, sendo
possivel a deteccéo de anticorpos contra antigenos

imunodominantes presentes nas formas de taquizoitos ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glanzner%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24269161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camillo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24269161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braunig%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24269161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24269161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24269161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gon%C3%A7alves%20PB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24269161
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bradizoitos, estabelecendo-se assim o estagio agudo ou crdénico
da infeccdo. Devido a esta resposta imunoldgica, pode-se
detectar a doenca através de testes soroldgicos, onde os
diagndésticos indiretos possuem grandes vantagens, como serem
utilizados no antemortem dos animais e também por fornecerem
informagcdes quanto ao estdgio da doenca (DUBEY J. P., LINDSAY,
D. S. Neosporosis, toxoplasmosis, and sarcocystosis in
ruminants, Vet Clin North Am Food Anim Pract, v. 22, p. 645-
71, 2006; HIASA J., KOHARA J., NISHIMURA M., XUAN X.,
TOKIMITSU H., NISHIKAWA Y. ELISAs based on rNcGRA7 and rNcSAGl
antigens as an indicator of Neospora caninum activation, Vet
Parasitol, v. 187, p. 379-85, 2012; TEMBUE A. A., RAMOS R. A.,
DE SOUSA T. R., ALBUQUERQUE A. R., DA COSTA A. J., MEUNIER I.
M., MEUNIER I. M., FAUSTINO M. A. Serological survey of
Neospora caninum in small ruminants from Pernambuco State,
Brazil, Rev Bras Parasitol Vet, v. 20, p. 246-8, 2011).

[016] A técnica soroldgica padrdo para o diagndéstico da
neosporose é a Imunofluorescéncia Indireta (IFI), sendo o
primeiro ensaio soroldgico descrito para o diagndéstico da
doenca. No entanto, para sua execucgdo se faz necessario a
manutencdo de linhagens celulares infectadas com taquizoitos,
O que representa um alto custo no diagndéstico. Além disso, a
subjetividade do resultado ¢é diretamente dependente da
experiéncia do executor do teste, e sua especificidade pode
ser prejudicada devido a reacdo de anticorpos presentes em
amostras positivas contra outros protozodrios do mesmo filo,
além do fato de que na fase crdénica (cistos teciduais contendo
bradizoitos) outros antigenos estimulam, de forma muito mais
eficiente, a producdo de anticorpos especificos, e a deteccéo
de anticorpos anti-taquizoitos (forma evolutiva utilizada na
IFI) pode ser comprometida (PIAGENTINI M., MOYA-ARAUJO C. F.,
PRESTES N. C., SARTOR I. F. Neospora caninum infection
dynamics in dairy cattle, Parasitol Res, v. 111, p. 17-21,
2012; DUBEY J. P., HATTEL A. L., LINDSAY D. S., TOPPER M. J.
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Neonatal Neospora caninum infection in dogs: isolation of the
causative agent and experimental transmission, J Am Vet Med
Assoc, v. 193, p.1259-63, 1988; DUBEY J. P., SCHARES G.
Diagnosis of bovine neosporosis, Vet Parasitol, v, 140, p. 1-
34, 2006).

[017] Varios testes soroldgicos para deteccéo de
anticorpos contra N. caninum estdo disponiveis comercialmente,
sendo a grande maioria no formado de ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) indiretos, os quais utilizam, gquase que na totalidade,
um lisado de taquizoitos ou antigenos nativos purificados para
sensibilizacdo das placas de poliestireno. O uso de antigenos
nativos ou totais diminui a especificidade do teste devido as
reacgdes cruzadas com outros coccideos. Portanto, a busca por
alvos proteicos especificos, exclusivos de N. caninum, parece
ser promissora para o) desenvolvimento de ensaios de
diagndéstico sensiveis e especificos (WAPENAAR W., BARKEMA H.
W., VANLEEUWEN J. A., MCCLURE J. T., O'HANDLEY R. M., KWOK O.
c., THULLIEZ P., DUBEY J. P., JENKINS M. C. Comparison of
serological methods for the diagnosis of Neospora caninum
infection in cattle, Vet Parasitol, v. 143, p. 166-73, 2007;
YBANEZ R. H., TERKAWI M. A., KAMEYAMA K., XUAN X., NISHIKAWA
Y. Identification of a highly antigenic region of subtilisin-
like serine protease 1 for serodiagnosis of Neospora caninum
infection, Clin Vaccine Immunol, v. 20, p. 1617-22, 2013).

[018] Uma variedade de antigenos de N. caninum vem sendo
descrita, muitos dos quais sé&o possiveis alvos vacinais e de
diagnéstico. Entre os antigenos utilizados para o diagndstico
da neosporose, as proteinas de superficie celular ganham
destaque por serem necessarias a sobrevivéncia do patdgeno,
uma vez que iniciam as interagdes com moléculas da superficie
da célula do hospedeiro, além de ativarem o sistema imune do
mesmo. Os antigenos de superficie pertencem a uma superfamilia
de proteinas estruturalmente relacionadas ao principal

antigeno de superficie (SAGl (Surface Antigen Glycoprotein))


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thulliez%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16989951
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubey%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16989951
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jenkins%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16989951

O 00 N o U b W N -

W W W W W N N N N N N N N NN P R R P P R R R R p
B W N P O O 0 N O 1 B W N P O O 00 N O 1 A W N L O

93

conhecidas como proteinas SRS (SAG 1 - Related Sequences)
ancoradas ©por glicosilfosfatidilinositol (GPI), que é uma
estrutura glicolipidica que se liga covalentemente as
proteinas como uma modificacgdo pds-traducional, levando a
ancoragem da proteina a parte externa da membrana plasmatica,
possibilitando a mediacdo de diversas funcgdes Dbioldgicas
(Bargieri D., Lagal V., Andenmatten N., Tardieux I., Meissner
M., Ménard R. Host cell invasion by apicomplexan parasites:
the junction conundrum, PLoS Pathog, v. 18, 2014; Soltani M.,
Sadrebazzaz A., Nassiri M., Tahmoorespoor M. Cloning,
Nucleotide Sequencing and Bioinformatics Study of NcSRS2 Gene,
an Immunogen from Iranian Isolate of Neospora caninum, Iranian
J Parasitol, v. 8, p. 114-128, 2013).

[019] Os principais antigenos imunodominantes de
superficie celular de N. caninum, Ja definidos e
caracterizados, sdo de 29 (Nc-p29) e 35 (Nc-p35) kilodaltons
(kDa), que demonstraram ser respectivamente idénticos aos
antigenos Nc-p36 (36kDa) e Nc-p43 (43kDa). Tais diferencas de
pesos moleculares foram atribuidas a diferentes condigdes por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Analises de
similaridade revelaram que Nc-p29/Nc-p36 apresentam
aproximadamente 53% de homologia com a proteina SAGlL de
Toxoplasma gondii, e Nc-p35/Nc-p43 indicam aproximadamente 44%
de identidade com o antigeno SRS2 de T. gondii. Baseado nessas
homologias, foi proposto que Nc-p29/Nc-p36 fossem designadas
NcSAGl e Nc-p35/Nc-p43 nomeadas de NcSRS2, wutilizando a
nomenclatura similar proposta para T. gondii, além de unificar
as nomenclaturas das proteinas de N. caninum (HEMPHILL
A., GOTTSTEIN B. Identification of a major surface protein on
Neospora caninum tachyzoites, Parasitol Res., v.82, p. 497-
504, 1996; HOWE D. K.; CRAWFORD A. C.; LINDSAY D.; SIBLEY L.
D. The p29 and p35 immunodominant antigens of Neospora caninum
tachyzoites are homologous to the family of surface antigens

of Toxoplasma gondii, Infection and Immunity, v. 66, p.5322-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25232721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25232721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hemphill%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8832729
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hemphill%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8832729
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gottstein%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8832729
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Identification+of+a+major+surface+protein+on+Neospora+caninum+tachyzoites
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5328, 1998; Hemphill A., Fuchs N., Sonda S., Hehl A. The
antigenic composition of Neospora caninum, Int J Parasitol, v.
29, p. 1175-1188, 1999).

[020] A proteina NcSRS2 é um antigeno comprovadamente
envolvido de maneira funcional no processo de adesdo e invaséo
na célula hospedeira. Ela estd presente tanto em taquizoitos
quanto em bradizoitos, no entanto tém sua expressdo de forma
diferenciada dependendo do estdgio da doenca. Estudos in vitro
demonstram que o bloqueio desta proteina limita a capacidade
de adesdo e penetracdo de células hospedeiras pelo parasito,
salientando a importédncia desta proteina nestes processos. A
proteina NcSAG1, também possui grande importéncia no
reconhecimento e 1invasdo da célula, além de ser considerada
uma das proteinas mais imunogénicas de N. caninum. Porém, esta
presente somente nos tagquizoitos, tornando-se uma alternativa
para o diagnéstico da fase aguda da neosporose. Um estudo
experimental mostrou que anticorpos contra este antigeno sé&o
detectados em altos niveis no comeco da infecdo, no entanto
diminuem drasticamente apdés 30 dias do aborto em vacas (HOWE
D. K.; CRAWFORD A. C.; LINDSAY D.; SIBLEY L. D. The p29 and
P35 immunodominant antigens of Neospora caninum tachyzoites
are homologous to the family of surface antigens of Toxoplasma
gondii, Infection and Immunity, v. 66, p.5322-5328, 1998;
DUBEY, J.P., SCHARES, G. Neosporosis in animals-The last five
years, Vet. Parasitol, v. 180, p. 90-108, 2011; NISHIKAWA Y.,
TRAGOOLPUA K., MAKALA L., XUAN X., NAGASAWA H. Neospora
caninum NcSRS2 is a transmembrane protein that contains a
glycosylphosphatidylinositol anchor in insect cells,
Veterinary Parasitology, v. 109, p.191-201, 2011).

[021] Ainda que se tenha conhecimento dos principais alvos
para o desenvolvimento de testes mais precisos, a utilizacéo
do antigeno bruto, ou até mesmo purificado do patdgeno, é
comumente utilizado, e pode conferir desvantagens as técnicas,

como a possibilidade de reacdes cruzadas e custos mais
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elevados, por ser necessaria a manutencdo de linhagens

W 2

celulares in wvitro”. As técnicas moleculares surgem para
proporcionar aos testes de diagndstico, resultados mais
eficientes, através da utilizacéo de vetores contendo
caracteristicas singulares, além da utilizacdo de sistemas de
expressdo de proteinas hetordélogas com custos mais baixos, a
possibilidade de se utilizar os genes de interesse de forma
truncada, mantendo-se somente a sequéncia do DNA especifica do
organismo de interesse. Neste contexto, a wutilizacdo de
proteinas recombinantes para o diagndéstico da neosporose
torna-se uma alternativa para se chegar a resultados mais
sensiveis e especificos. Analisando o estado da técnica para
neoporose nos Ultimos 10 anos, é possivel afirmar que a maior
parte dos trabalhos desenvolvidos, fizeram uso de proteinas
recombinantes, destacando-se a utilizacdo dos antigenos NcSRS2
e NcSAGl como as mais utilizadas na confeccéo de
imunodiagnésticos (ANDREOTTI R., MATOS M. F., GONCALVES K. N.,
OSHIRO L. M., LIMA-JUNIOR M. S., PAIVA F., LEITE F. L.
Comparison of indirect ELISA based on recombinant protein
NcSRS2 and IFAT for detection of Neospora caninum antibodies
in sheep, Rev Bras Parasitol Vet, v.18, p.19-22, 2009; BORSUK
S., ANDREOTTI R., LEITE F. P., PINTO L. S., SIMIONATTO S.,
HARTLEBEN C. P., GOETZE M., OSHIRO L. M., MATOS M. F, BERNE
M. E. Development of an indirect ELISA-NcSRS2 for detection of
Neospora caninum antibodies in cattle, Vet Parasitol, v.177,
p- 33-38, 2011; DONG J., OTSUKI T., KATO T., PARK E. Y.
Tracking Neospora caninum parasites using chimera monoclonal
antibodies against its surface antigen-related sequences
(rNcSRS2) , J Biosci Bioeng, v. 117, p. 351-7, 2014; HIASA J.,
KOHARA J., NISHIMURA M., XUAN X., TOKIMITSU H., NISHIKAWA Y.
ELISAs based on rNcGRA7 and rNcSAGl antigens as an indicator
of Neospora caninum activation, Vet Parasitol, v. 187, p. 379-
85, 2012; MORAVEJI M., HOSSEINI A., MOGHADDAR N., NAMAVARI M.
M., ESKANDARI M. H. Development of latex agglutination test


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goetze%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21168278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oshiro%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21168278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matos%20Mde%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21168278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berne%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21168278
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with recombinant NcSAGl for the rapid detection of antibodies
to Neospora caninum in cattle. Vet Parasitol, v. 189, p. 211-
7, 2012; SA, G. L., PACHECO D. B., MONTE L. G., SINNOTT F. A.,
XAVIER M. A., RIZZI C., BORSUK S., BERNE M. E., ANDREOTTI
R., HARTLEBEN C. P. Diagnostic potential of anti-rNcp-43
polyclonal antibodies for the detection of Neospora caninum,
Curr Microbiol, v. 68, p. 472-6, 2014; TAKASHIMA, Y., TAKASU,
M., YANAGIMOTO, I., HATTORI, N., BATANOVA, T., NISHIKAWA,
Y., KITOH K. Prevalence and dynamics of antibodies against
NcSAG1l and NcGRA7 antigens of Neospora caninum in cattle
during the gestation period, J Vet Med Sci, v. 75, p. 1413-8,
2013; SINNOTT F. A., MONTE L. G., COLLARES T. F., DE MATOS B.
M., PACHECO D. B., BORSUK S., ANDREOTTI R., HARTLEBEN C. P.
Blocking elisa using recombinant NcSRS2 protein for diagnosing
bovine neosporosis, Curr. Microbiol, v. 70, p. 429-432, 2015;
ZHOU M., CAO S., SEVINC F., SEVINC M., CEYLAN O., LIU M., WANG
G., MOUMOUNI P. F., JIRAPATTHARASATE C., SUZUKI H., NISHIKAWA
Y., XUAN X. Enzyme-linked immunosorbent assays using
recombinant TgSAG2 and NcSAGl to detect Toxoplasma gondii and
Neospora caninum-specific antibodies in domestic animals in
Turkey, J Vet Med Sci, v. 78, p. 1877-1881, 2017).

[022] Como foi abordado, inumeros trabalhos vém sendo
desenvolvidos para se aperfeicoar o diagndéstico da neosporose.
Porém, as estratégias utilizadas até o momento possuem alguma
deficiéncia, ou necessitam de mais conhecimento para sua
utilizacdo. Este fato, associado a falta de um diagndéstico no
que tange a sensibilidade e especificidade na detecgcdo da
infeccdo, tanto na sua fase inicial, quanto crdénica, ressaltam
a necessidade do desenvolvimento de técnicas mais eficientes e
que auxiliem no controle dessa doenca.

[023] Nos bancos de dados de depdsitos de patentes podemos
obter um ©panorama da producdo cientifica e tecnoldgica
relacionado ao estado da arte sobre o diagndéstico para a

Neospora caninum, e pode-se observar que até o momento, nenhum
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depdsito foi feito utilizando as proteinas NcSRS2 e NcSAGl
combinadas, para um diagndéstico mais eficaz da neosporose em

ruminantes.

SUMARIO DA INVENGAO

[024] A presente invencdo refere-se a expressdo da
sequéncia génica de Neospora caninum dque codifica para o
antigeno de superficie NcSAGl, sequéncia disponivel no Genbank
(acesso AAD25091.1), em vetor pAE, com promotor induzivel por
IPTG, e cepa de expressdo de E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP,
tendo sido testada outras cepas de E. coli neste estudo, no
entanto sé a RP foli capaz de expressar a proteina. A rNcSAGl
gerada também possui uma cauda contendo 6 histidinas na regiéo
amino-terminal, visando facilitar o processo de purificacéo.
Mais especificamente, a invencdo compreende a associacdo da
rNcSAGl com a proteina recombinante NcSRS2, para a producdo de
um imunoensaio eficaz no diagnéstico da infecg¢do por N.
caninum.

[025] Além disso, a presente estratégia apresenta inumeras
vantagens quando comparada a outros produtos, uma vez gque esta
associacgdo proteica foi escolhida visando unir pontos
satisfatérios no que se diz respeito a toda pesquisa ja
realizada para o controle da neosporose.

[026] Neste contexto, a associacéao de antigenos
imunogénicos tenderia a melhorar os resultados obtidos nos
diagnébésticos ja descritos anteriormente, além de néo
apresentarem os resultados falso-positivos, provenientes das
reacdes cruzadas entre outros protozodrios aplicomplexos, uma
vez que esta invencdo se trata de um diagndéstico composto por

antigenos recombinantes truncados.
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Breve Descrigdo dos Desenhos

[027] A figura 1 corresponde a eletroforese em gel de
agarose, confirmando a ligacdo do vetor pAE ao gene sagl. Em
(1) Marcador 1 Kb plus; (2) pAE circular (= 2822 pb); 3: pAE
apbds ser digerido pelas enzimas EcoRI e BamHI; 4: pAE/NcSAGI
circular (~ 3763 pb); 5: pAE/NcSAGl digerido com as enzimas de
restricdo EcoRI e BamHI (NcSAGI =~ 941 pb).

[028] A  figura 2 corresponde ao western blotting
demonstrando a banda reativa da proteina rNcSAGl, expressa em
E. coli cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RP, wutilizando anticorpo
monoclonal anti- 6xhistidina. Em (1) E. coli BL21 Star (DE3)
transformada com o plasmideo pAE/NcSAGl; (2) BL21 pLysE (DE3)
transformada com o plasmideo pAE/NcSAGl; (3) BL21 pLysS (DE3)
transformada com o plasmideo pAE/NcSAGLl; (4) BL21 Roseta (DE3)
transformada com o plasmideo pAE/NcSAGl; (5) BL21-CodonPlus
(DE3)-RP transformada com o ©plasmideo pAE/NcSAGL e (6)
proteina rNcSRS2 como controle (= 30 KDa).

[029] A figura 3 corresponde ao Western blotting
demonstrando a antigenicidade das proteinas rNcSRS2 e rNcSAGl,
quando confrontadas com SOros de animais naturalmente
infectados. Em (MP) Marcador de peso molecular Rainbow™ (GE
Healthcare); (1) Proteina rNcSRS2 e soro bovino positivo para
toxoplasmose; (2) Proteina rNcSAGl e soro bovino positivo para
toxoplasmose; (3) Proteina rNcSRS2 e pool de soros bovino
positivo para neosporose; (4) Proteina rNcSRS2 e pool de soros
ovino positivo para neosporose; (5) Proteina rNcSAGl e pool de
soros bovino positivo para neosporose e (6) Proteina rNcSAGl e
pool de soros ovino positivo para neosporose;

[030] A figura 4 representa a andlise do ELISA indireto
realizado com as proteinas recombinantes (rNcSAGl e rNcSRS2),
de forma individual e em associacdo, como antigenos, testadas
com 106 soros bovinos positivos e 110 soros bovinos negativos

para Neospora caninum, obtida através do Receiver Operating
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Characteristic (ROC). Em (A) ELISA-rNcSRS2, (B) ELISA-rNcSAGl
e (C) ELISA rNcSRS2/NcSAGL.

[031] A figura 5 representa a andlise do ELISA indireto
realizado com as proteinas recombinantes (rNcSAGl e rNcSRS2),
de forma individual e em associacdo, como antigenos, testadas
com 48 soros ovinos positivos e 106 soros ovinos negativos
para Neospora caninum, obtida através do Receiver Operating
Characteristic (ROC). Em (A) ELISA-rNcSRS2, (B) ELISA-rNcSAGl
e (C) ELISA rNcSRS2/NcSAGL.

[032] A figura 6 apresenta a Anadlise ROC (Receiver
operating characteristics) para o ELISA com as proteinas
rNcSRS2 e rNcSAGl, de forma individual e em associacdo, com oS
soros Dbovinos. Em (A) curva ROC para o ELISA com rNcSRS2
demonstando uma area sob a curva de 0,930 (0,887-0,960 com 95%
de intervalo de confianca), (B) curva ROC para o ELISA com
rNcSAGl demonstando uma &rea sob a curva de 0,901 (0,853-0,937
com 95% de intervalo de confianca) e (C) curva ROC para o
ELISA com rNcSRS2/rNcSAGl demonstando uma &rea sob a curva de
0,981 (0,953-0,995 com 95% de intervalo de confianca).

[033] A figura 7 apresenta a Anadlise ROC (Receiver
operating characteristics) para o ELISA com as proteinas
rNcSRS2 e rNcSAGl, de forma individual e em associacdo, com 0S
soros ovinos. Em (A) curva ROC para o ELISA com rNcSRS2
demonstando uma &rea sob a curva de 0,916 (0,861-0,954 com 95%
de intervalo de confianca), (B) curva ROC para o ELISA com
rNcSAGl demonstando uma &rea sob a curva de 0,897 (0,838-0,940
com 95% de intervalo de confianca) e (C) curva ROC para o
ELISA com rNcSRS2/rNcSAGl demonstando uma &rea sob a curva de
0,999 (0,975-1,000 com 95% de intervalo de confianca).

[034] A figura 8 corresponde aos valores preditivos
positivos (losango) e negativos (quadrados) para o ELISA com
as proteinas em associacdo, em niveis de prevaléncia variaveis
de neosporose bovina e ovina. Os valores foram determinados

pela analise ROC, baseando-se na sensibilidade e
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especificidade do imunoensaio. (A): ELISA rNcSRS2/rNcSAGlL -
Bovinos e (B): ELISA rNcSRS2/rNcSAGl - Ovinos.

Descricdo detalhada da invencao

[035] Visando propor um diagndéstico satisfatdério contra a
neosporose bovina e ovina, a presente invencdo propde a
associacdo das proteinas recombinantes rNcSAGl e rNcSRS2.

[036] A presente invencdo é descrita em mais detalhes como
a seguir: A 1invencdo se utiliza de cepas Escherichia coli
TOP10, BL21 STAR e BL21-CodonPlus (DE3)-RP. Para as culturas
em meio soé6lido, 1,5% de &gar bacterioldgico é adicionado ao
meio de cultura. As cepas de E. coli sdo cultivadas em meio
Luria Bertani (LB) ou LB contendo 1,5% de &gar bacterioldgico
por 16 h a 37 °C. Quando necessario o meio LB deve ser
acrescido com 100 upg/mL de ampicilina (TOP10 e BL21 STAR) ou
cloranfenicol (BL21-CodonPlus (DE3)-RP).

[037] Para a expressdo das proteinas recombinantes a
invencdo utiliza da amplificacdo do gene NcSRSZ2 (SEQ 1ID
NO:5)que é realizada utilizando os primers Foward e Reverse
conforme descritos na SEQ ID NO:6 e SEQ ID NO:7; E através de
sequéncia disponivel no Genbank (acesso AAD25091.1) wum gene
sintético (SEQ ID NO:3) contendo cdbédons preferenciais para
expressdo da proteina NcSAGl foi sintetizada.

[038] O dominio antigénico de NcSRS2, é clonado no vetor
PET100/D-TOPO. 0 plasmideo recombinante (pET100/D-
TOPO/NcSRS2), contendo a CDS correspondente a proteina rNcSRS2
(SEQ ID NO:8) foi wusado para a transformacdo de Escherichia
coli BL21 Star. A seguir, as células de E. coli em fase
exponencial de crescimento foram tratadas com 1 mM/mL de
isopropil ~-D-thiogalactoside (IPTG) por 3 h a 37 °C para
induzir a expressdo da NcSRS2 recombinante. A expressdo da
proteina recombinante NcSRS2 foi confirmada por eletroforese
em SDS-PAGE e Western blotting usando anticorpo monoclonal
anti6oxhistidina conjugado com a enzima peroxidase. As bandas

foram reveladas usando solucdo substrato cromdégena contendo 6
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mg de 3,3'diaminobenzidine, 0,03 % de sulfato de niquel, 50 mM
Tris-HCl, pH 8,0 e 0,03 % de perdxido de hidrogénio. NcSRS2

[e)

recombinante foi solubilizada em tampdo contendo O, 2 % de N-

\

lauroyl sarcosine por 72 h a 4 °C.

[039] A sequéncia do gene NcSAGl (SEQ ID NO:1) é utilizada
para se desenhar um gene sintético (SEQ ID NO:3), e este é
clonado nos sitios EcoRI e BamHI do vetor de expressdo pAE.
Para 1isso, pPAE e NcSAGl sé&do digeridos com as enzimas de
restricdo EcoRI e BamHI (FERMENTAS), conforme recomendacdo do
fabricante e posteriormente, ligados com auxilio da enzima T4
DNA ligase (FERMENTAS), gerando como produtos os plasmideos
recombinantes PAE/NcSAG1 (Figura 1), contendo a CDS
correspondente a proteina rNcSAGl (SEQ ID NO:2). Os produtos
da ligacdo sdo transformados por eletroporacdo em células de
E. coli TOP 10 competentes, e cultivados em meio LB com 100
pg/mL de ampilicina por 16 h a 37 °C. Uma triagem répida por
lise de coldénia com fenol clorofdérmio (v/v), seguida de
digestéo com enzimas de restricéo é realizada para
caracterizacdo dos clones recombinantes.

[040] Ainda, para a expressdo da proteina recombinante
NcSAG1, bactérias E. coli, de diferentes cepas foram
utilizadas (E. coli BL21 Star (DE3), BL21 pLysE (DE3), BL21
pLysS (DE3), BL21 Roseta (DE3) e BL21-CodonPlus (DE3)-RP) e
transformadas por choque térmico para insercdo do vetor
recombinante pAE/NcSAGI. A inducdo da expressdo se da pela
adicdo de 1 mM de IPTG ao cultivo mantido sob agitacdo orbital
a 37 °C por 3 h. A expressdo da proteina recombinante &
confirmada através da técnica de Western blotting (somente a
cepa BL21-CodonPlus (DE3) -RP foi capaz de expressar a
proteina) (SAMBROOK J., RUSSEL D.W. Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, 2001) utilizando anticorpo monoclonal anti-
6xhistag conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich). Para isso,

as amostras contendo rNcSAGl sdo misturadas com tampdo (100-mM
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Tris-HC1 pH 6.8, 100-mM 2-mercaptoethanol, 4% SDS, 0.2
bromophenol blue, 20% glycerol) sob condig¢des redutoras,
aquecidas a 100 °C durante 10 min e, submetidas a eletroforese
em gel SDS-PAGE 12%. Posteriormente é realizada a
transferéncia para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare),
que apds 2 h, ¢é blogueada com PBS contendo 5% de leite
desnatado durante 1 h a 37 °C. Em seguida, adiciona-se anti-
6Xhistag (Sigma Aldrich) a membrana na diluicdo de 1:4000 a 37
°C durante 1 h. As membranas sdo lavadas com PBS tween 0,05%
(PBS-T), e incubadas com anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase diluido (Sigma Aldrich) a 1:4000 em PBS-T a 37 °C
durante 1 h. A Dbanda reativa ¢é revelada utilizando 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) e H;0,. A identidade da proteina de
superficie rNcSAGl (SEQ ID NO:4) recombinante, pode ser
confirmada, conforme visualizado na Figura 2 através da banda
reativa com peso molecular aproximados de 30 kDa.

[041] A purificacdo das proteinas NcSRS2 e NcSAGlL é
realizada por cromatografia de afinidade em coluna de
sepharose (HisTrap™; GE Healthcare), carregada com niquel, uma
vez que as proteinas possuem em sua extremidade amino terminal
uma sequéncia de 6 aminodcidos histidina. A pureza das mesmas
¢ determinada através de um SDS-PAGE 12% e a concentracéao
determinada pelo kit BCA (Pierce).

[042] As proteinas recombinantes rNcSRS2 e rNcSAGl foram
consideradas antigénicas, uma vez que oS anticorpos presentes
nos soros dos animais positivos para neosporose através de IFI
(bovinos e ovinos) foram capazes de reconhecer as proteinas
através de western blotting (Figura 3). Foi utilizado um pool
de soros bovinos positivos para T. gondii, e ndo apresentou
reacdo frente as duas proteinas, podendo-se concluir que
ambas, nas suas formas truncadas, sdo especificas do

protozoario N. caninum.
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[043] A  presente invencéo poderé ser mais bem
compreendida através do exemplo que se segue, porém esta ndo é
limitada ao referido exemplo.

EXEMPIO - IMUNOENSAIO DE ELISA INDIRETO UTILIZANDO
PROTEINAS RECOMBINANTES PARA DIAGNOSTICO DE NEOSPOROSE

[044] Este exemplo ilustra a andlise de imunorreatividade
das proteinas recombinantes rNcSRS2 e rNcSAGl, de forma
individual ou em associacdo, aos soros de animais infectados
com Neospora caninum e seu potencial na wutilizacdo em
imunodiagndsticos.

[045] Neste exemplo foi utilizado um total de 370 amostras
de soros, disponiveis no banco de soros do Laboratério de
Biotecnologia infecto-parasitéria, da Universidade Federal de
Pelotas. Desses, 216 soros eram de bovinos (106 amostras
positivas e 110 amostras negativas) e 154 soros de ovinos (48
amostras positivas e 106 amostras negativas). Todos os soros
utilizados foram coletados de rebanhos que apresentavam algum
tipo de problemas reprodutivos. A  soro-positividade ou
negatividade das amostras foli previamente confirmadas pela
técnica de 1IFI, sendo considerados positivos os soros due
apresentaram titulos superiores a 100 em ovinos, e 200 em
bovinos (Pare et al., 1995). Também utilizamos soro de
terneiro recém-nascido e soro de cordeiro recém-nascido, de
rebanhos que ndo apresentavam problemas reprodutivos, sendo
denominados de soro normal de terneiro (SNT) e soro normal de
cordeiro (SNC). Os soros das progenitoras foram analisados por
IFT, conforme citado no paréagrafo anterior, sendo a
negatividade para neosporose, o critério para coleta do soro
do terneiro e do cordeiro.

[046] Para o desenvolvimento de um novo método de
diagnéstico por ELISA indireto, cada proteina recombinante
(rNcSAG1L e rNcSRS2) foi testada individualmente e em
associacdo. De acordo com as padronizacdes, foram utilizadas

100 ng de cada proteina no ensaio individual e 50ng de cada



O 00 N o u B~ W N R

w W W W W N N N NN N NN N NN NN P PR RR R R R R
A W N P O O 0O N O U A W N P O O 0O N O OO B W N B ©O

104

proteina no ensaio em associacdo, e a diluigdo de soro 1:100
nos ensaios individuais e em associacdo, realizados de acordo
com a distribuicdo abaixo:

Estratégia I: rNcSRS2

Estratégia II: rNcSAGL

Estratégia III: rNcSRS2/rNcSAGL

[047] Inicialmente as placas foram sensibilizadas com as
proteinas diluidas em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6,
100ng de proteina/poco (Estratégia I e II) e 50ng de cada
proteina/pogo (Estratégia I11), em um volume de 100
pL/cavidade, testados em duplicata, por 16 h, a 4 °C. Apds
lavagens com PBS contendo Twen 20% (PBS-T), as placas foram
acondicionadas a -20 °C até a sua utilizacdo. O blogqueio das
placas foi feito com PBS-T acrescido de 1% de Soro Fetal
Bovino (SFB), por 2 h a 37 °C e posterior, as placas foram
lavadas 5 vezes com PBS-T. Os soros positivos e negativos, de
bovinos e ovinos, foram adicionados separadamente, diluidos
1:100 em PBS-T+1% de SFB, por 1lh a 37 °C. Como controles
negativos, utilizamos soro normal de terneiro (SNT) e soro
normal de cordeiro (SNC). Apdbs a incubacdo e posterior
lavagens, foi adicionado a placa o anticorpo secundario anti-
bovino conjugado com peroxidase (1:4000) (Sigma-Aldrich) e o
anticorpo secundario anti-ovino conjugado com peroxidase
(1:4000) (Sigma-Aldrich), respectivamente onde foi adicionado
o soro relativo a espécie, diluidos em PBS-T+1% de SFB, por
lh a 37 °C. Para a reacdo colorimétrica uma solucdo contendo
0,01 g de ortofenilenodiamina [OPD, Sigma] diluido em 10 mL de
tampdo citrato-fosfato pH=4,0 e 50 plL de H,0,, foi adicionado a
placa. Apds interrupcdo da reacdo com H,;SO, 4 N, a absorbéancia
foi determinada numa faixa de comprimento de onda entre 450 e
492 nm em leitor de microplaca (Microplate reader MR-96A4,
Mindray) .

[048] Para avaliar a especificidade e a sensibilidade do

teste ELISA os dados obtidos na leitura foram submetidos a
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andlise ROC (Receiver Operating Characteristic) wutilizando o
software MedCalc estatistica (versdo 10.3.0). A avaliacédo foi
realizada com o teste das proteinas individuais e associadas,
para as duas espécies testadas, gerando ao final 6 curvas ROC
referentes ao dados analisados.

[049] A Figura 4 indica a distribuig¢do dos resultados
individuais (figuras 4A e 4B) e em associagdo (figura 4C) em
relacdo aos soros bovinos, e a Figura 5 indica a distribuicéo
dos resultados individuais (figuras 5A e 5B) e em associacéao
(figura 5C) em relagdo aos soros ovinos. A Aarea sob a curva
foi usada para determinar a acuracia dos imunoensaios (Figuras
6 e 7), obtendo-se como resultados para bovinos os valores de
0,930, 0,901 e 0,981 e para ovinos os valores 0,916, 0,897 e
0,999 para a estratégia I, II e III, respectivamente para os
dois testes.

[050] Os valores dos pontos de corte para bovinos foram de
>0,59 para rNcSRS2, >0, 64 para rNcSAG1 e >0,41 para
rNcSAG1/rNcSRS2. A rNcSRS2, rNcSAG1 e rNcSAGl/rNcSRS2
mostraram 91,5%, 84,9% e 98,1% de sensibilidade e, 96,4%,
97,3% e 99,1% de especificidade, respectivamente.

[051] Os valores dos pontos de corte para ovinos foram de
>0,253 para rNcSRS2, >0,23 para rNcSAGl e >0,20 para
rNcSAGl/rNcSRS2. A rNcSRS2, rNcSAG1 e rNcSAGl/rNcSRS2
mostraram 89,6%, 89,6% e 100% de sensibilidade e, 96,3%, 92,06%
e 97,2% de especificidade, respectivamente.

[052] Através destes resultados podemos entdo inferir que
a associacdo das proteinas recombinantes rNcSAGl e rNcSRS2
apresentou resultados promissores, superando
significativamente o valor da especificidade de 88,7%
apresentado no ensaio para bovinos realizado por nosso proéprio
grupo de pesquisa utilizando a rNcSRS2 como Unico antigeno em
um ELISA de blogqueio (SINNOTT F. A., MONTE L. G., COLLARES T.
F., DE MATOS B. M., PACHECO D. B., BORSUK S., ANDREOTTI R.,

HARTLEBEN C. P. Blocking elisa wusing recombinant ncsrs2
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protein for diagnosing bovine neosporosis, Curr. Microbiol.,
v. 70, p. 429-432, 2014). Ainda para bovinos, DONG et al
(2012) associaram trés proteinas para o desenvolvimento de um
ELISA (NcSRS2, NcGRA7 e NcSAGl). No entanto, obteveram uma
sensibilidade de 91,7%, e a comparacdo dos resultados obtidos
foram feitas através de um kit comercial no formato ELISA, e
ndo com a técnica padrdo. FERNANDES-PINHEIRO et al. (2015)
descreveram um ELISA indireto para ovinos, wutilizando a
proteina NcRSR2, com uma especificidade de 94,5%, comparado
com 97,2% obtidos no nosso trabalho com as proteinas
associadas, demonstrando que a associacdo das proteinas torna
o diagndéstico mais preciso (DONG J., OTSUKI T., KATO T., PARK
E.Y. Development of a diagnostic method for neosporosis in
cattle wusing recombinant Neospora caninum proteins, BMC
Biotechnol, v. 12, 2012; FERNANDES-PINHEIRO A., BORSUK S.,
BERNE M. E. A., PINTO L. S., ANDREOTTI R., ROOS T., ROLOFF B.
C., LEITE, F. P L. Use of ELISA based on NcSRS2 of Neospora
caninum expressed in Pichia pastoris for diagnosing
neosporosis in sheep and dogs, Electron. Braz. J. Vet.
Parasitol. Jaboticabal, v. 24, p. 148-154, 2015).

[053] Baseado na sensibilidade e na especificidade do
ELISA rNcSRS2/rNcSAGl, os valores preditivos negativos e
positivos do ensaio com as proteinas associadas variaram de
85,2% a 99,7% e de 92,3% a 99,8% respectivamente para bovinos
(Figura 8A), e para ovinos os valores preditivos positivos
variaram de 79,8% a 99,6%, ndo houve variacdo dos negativos,
uma vez que 100% dos soros foram compativeis com o resultado
da IFI (Figura 8B), os valores preditivos obtidos dependendem

da prevaléncia da neosporose exibida em uma area especifica.
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1. ASSOCIACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES DE Neospora
caninum, caracterizadas por compreenderem proteinas de
superficie celular, sendo a proteina NcSAGl (surface antigen-

1) (SEQ ID NO:4),
a viruléncia do parasito,

sequence 2) (SEQ ID NO:9),

ligacdo e entrada na célula hospedeira,

e a proteina NcSRS2

constituida por componentes essenciais para

(SAGl-related
sendo relacionada ao processo de

ambas as proteinas

expressas em cepas de Escherichia «coli, para fins de
utilizacdo em testes imunodiagnésticos;

2. ENSAIO DE ELISA INDIRETO PARA O DIAGNOSTICO DA
NEOSPOROSE, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por

compreender a

utilizacéo

das proteinas recombinantes

purificadas rNcSRS2 e rNcSAGl na concentracdo de 25 a 100ng de

proteina por cavidade, em

imunoensaio;
3. ENSATO DE ELTSA

NEOSPOROSE, de acordo com

pela deteccao da enfermidade
4. ENSATO DE ELISA

NEOSPOROSE, de acordo com

pela deteccdao da enfermidade

associacdo para a composicdo do
INDIRETO PARA O DIAGNOSTICO DA
a reivindicacdo 2, caracterizado
em ruminantes;

INDIRETO PARA O DIAGNOSTICO DA
a reivindicacdo 2, caracterizado

em mamiferos.
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SEQUENCIAS

SEQ ID NO: 1

Sequéncia do gene NcSAGl

CTTGTATCACAGGTGCCTTTGTCGTACATAAACATTGTTTCGATTGTAGTCTAGTCACACCG
CACTCGTTTCATCACTGGCGCTTTTGTTTATTCATCGAATATGTTTCCTCGGGCAGTGAGAC
GCGCCGTCTCGGTGGGTGTGTTCGCCGCGCCCGCACTGGTGGCGTTCTTTGACTGTGGAACT
ATGGCATCAGAAAAATCACCTCTACTTGTCAATCAAGTTGTCACCTGTGACAACGAAGAGAA
ATCATCAGTTGCCGTCCTACTATCACCGAAGCTGAACCACATCACGCTCAAGTGCCCTGACA
ATTCGACCGCCGTGCCCGCTGCTCTTGGTTATCCAACAAACAGGACCGTCTGCCCGGCGGAG
TCCGGAGGTCAAACTTGTACAGGCAAGGAGATACCGTTGGAAAGCCTGCTTCCCGGGGCAAA
CGATAGCTGGTGGTCAGGTGTTGATATCAAGACTGGCGTTAAGCTCACAATTCCTGAAGCGA
GCTTCCCCACAACATCCAAGTCGTTCGACGTCGGCTGCGTCAGCAGTGATGCCAGCAAGAGT
TGTATGGTCACAGTCACAGTGCCACCCAGAGCCTCATCGCTTGTCAACGGTGTCGCAATGTG
CTCTTACGGTGCAAACGAAACTCTCGGCCCTATCACATTGTCCGAGGGCGGATCTTCTACGA
TGACCCTCGTTTGCGGCACGGATGGGAAGCCAGTTCCTCCTGATCCTAAGCAGGTTTGTTCT
GGGACGACCGTCAAGGATTGTAAAGCAAAACCGTTCACTGATGTTTTCCCAAAATTCAGTGC
TGATTGGTGGCAGGGAAAACCCGACACTAAGGATGGTGCAAAACTAACGATCAAGAAAGGTG
CATTTCCTCCAAAGGAGGAAAAGTTTACTCTTGGGTGCAAGAGCGTATCGAGTCCGGAGGTT
TACTGTACTGTGCAGGTGGAGGCAGAGCGCGCGAGTGCAGGGATCAAGTCGTCGGCTGAAAA
TGTTGGTCGCGTTTCCCTTITTCGCTGTAACAATTGGACTCGTAGGCTCGATAGCGGCTGGCG
TCGCGTGAGTGACAATCGTTCTGCTCGCCATTCATAAAAATAATGCAAGACATGTTCGCGTT
CGTCATGTGTGTCTTTATCATA
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SEQ ID NO: 2
CDS NcSAGl

ATGTTTCCTCGGGCAGTGAGACGCGCCGTCTCGGTGGGTGTGTTCGCCGCGCCCGCACTGGT
GGCGTTCTTTGACTGTGGAACTATGGCATCAGAAAAATCACCTCTACTTGTCAATCAAGTTG
TCACCTGTGACAACGAAGAGAAATCATCAGTTGCCGTCCTACTATCACCGAAGCTGAACCAC
ATCACGCTCAAGTGCCCTGACAATTCGACCGCCGTGCCCGCTGCTCTTGGTTATCCAACAAA
CAGGACCGTCTGCCCGGCGGAGTCCGGAGGTCAAACTTGTACAGGCAAGGAGATACCGTTGG
AAAGCCTGCTTCCCGGGGCAAACGATAGCTGGTGGTCAGGTGTTGATATCAAGACTGGCGTT
AAGCTCACAATTCCTGAAGCGAGCTTCCCCACAACATCCAAGTCGTTCGACGTCGGCTGCGT
CAGCAGTGATGCCAGCAAGAGTTGTATGGTCACAGTCACAGTGCCACCCAGAGCCTCATCGC
TTGTCAACGGTGTCGCAATGTGCTCTTACGGTGCAAACGAAACTCTCGGCCCTATCACATTG
TCCGAGGGCGGATCTTCTACGATGACCCTCGTTTGCGGCACGGATGGGAAGCCAGTTCCTCC
TGATCCTAAGCAGGTTTGTTCTGGGACGACCGTCAAGGATTGTAAAGCAAAACCGTTCACTG
ATGTTTTCCCAAAATTCAGTGCTGATTGGTGGCAGGGAAAACCCGACACTAAGGATGGTGCA
AAACTAACGATCAAGAAAGGTGCATTTCCTCCAAAGGAGGAAAAGTTTACTCTTGGGTGCAA
GAGCGTATCGAGTCCGGAGGTTTACTGTACTGTGCAGGTGGAGGCAGAGCGCGCGAGTGCAG
GGATCAAGTCGTCGGCTGAAAATGTTGGTCGCGTTTCCCTTTTCGCTGTAACAATTGGACTC
GTAGGCTCGATAGCGGCTGGCGTCGCGTGA
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SEQ ID NO: 3
Gene sintético NcSAGl

GGATCCATGTTTCCTCGGGCAGTGAGACGCGCCGTCTCGGTGGGTGTGTTCGCCGCGCCCGL
ACTGGTGGCGTTCTTTGACTGTGGAACTATGGCATCAGAAAAATCACCTCTACTTGTCAATC
AAGTTGTCACCTGTGACAACGAAGAGAAATCATCAGTTGCCGTCCTACTATCACCGAAGCTG
AACCACATCACGCTCAAGTGCCCTGACAATTCGACCGCCGTGCCCGCTGCTCTTGGTTATCC
AACAAACAGGACCGTCTGCCCGGCGGAGTCCGGAGGTCAAACTTGTACAGGCAAGGAGATAC
CGTTGGAAAGCCTGCTTCCCGGGGCAAACGATAGCTGGTGGTCAGGTGTTGATATCAAGACT
GGCGTTAAGCTCACAATTCCTGAAGCGAGCTTCCCCACAACATCCAAGTCGTTCGACGTCGG
CTGCGTCAGCAGTGATGCCAGCAAGAGTTGTATGGTCACAGTCACAGTGCCACCCAGAGCCT
CATCGCTTGTCAACGGTGTCGCAATGTGCTCTTACGGTGCAAACGAAACTCTCGGCCCTATC
ACATTGTCCGAGGGCGGATCTTCTACGATGACCCTCGTTTGCGGCACGGATGGGAAGCCAGT
TCCTCCTGATCCTAAGCAGGTTTGTTCTGGGACGACCGTCAAGGATTGTAAAGCAAAACCGT
TCACTGATGTTTTCCCAAAATTCAGTGCTGATTGGTGGCAGGGAAAACCCGACACTAAGGAT
GGTGCAAAACTAACGATCAAGAAAGGTGCATTTCCTCCAAAGGAGGAAAAGTTTACTCTTGG
GTGCAAGAGCGTATCGAGTCCGGAGGTTTACTGTACTGTGCAGGTGGAGGCAGAGCGCGCGA
GTGCAGGGATCAAGTCGTCGGCTGAAAATGTTGGTCGCGTTTCCCTTTTCGCTGTAACAATT
GGACTCGTAGGCTCGATAGCGGCTGGCGTCGCGTGAGAATTC
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SEQ ID NO: 4

Sequéncia da proteina NcSAG1

GGATCCMFPRAVRRAVSVGVFAAPALVAFFDCGTMASEKSPLLVNQVVTCDNEEKSSVAVLL
SPKLNHITLKCPDNSTAVPAALGYPTNRTVCPAESGGQTCTGKEIPLESLLPGANDSWWSGV
DIKTGVKLTIPEASFPTTSKSFDVGCVSSDASKSCMVTVTIVPPRASSLVNGVAMCSYGANET
LGPITLSEGGSSTMTLVCGTDGKPVPPDPKQVCSGTTVKDCKAKPFTDVEPKESADWWQGKP
DTKDGAKLTIKKGAFPPKEEKFTLGCKSVSSPEVYCTVQVEAERASAGIKSSAENVGRVSLFE
AVTIGLVGSIAAGVATGAGAATTC
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SEQ ID NO: 5

Sequéncia do gene NcSRS2

ATGGCAAGAGCAAGCAGAATGAAGCAATATCATGGAGAGCTCAGATCCAAGGTCCGGAAGTT
GATGGCGGTTTGCTTGGGTGGAGTTTTGCTAATTTCAGGTGGCGGAGCTGTCGCTGGTGAGC
CGTTCGAGGGCCTTCTGCGTCGGTCTTTAACTTCGGGGAGAGATGGAAACCGGGACGGAACA
GCCGCTACCAATTCCGTCGCAACGTGTCAGGGAAAAAATGGAAGCGCAACTGCCCCAACTCC
TGCTACGTTGACGCTATCAAAGAGTTCCCTCACCGCTGAGGTAAAGTGCTTAGATGAAACAA
ACACACCCGCACCGAAGGGGCTGGACAATGTCTGTGTCGCCAAAACGACGGAGGATATTGTG
GAAGATAGTGTTTCCAATGACTGCAAGTTTGGTTCGGACACAGGGCGGACGGTGACGCTGGA
AACGCTCCTCGGGGCAAACCAAAAGATACAGTGGACAGAAAAAAACATATCGGACAGTGACA
CAGGCACCGGGACCGCACGGATGCTCAAGCTAAACGAGGCAGACCTCCCTCGAACCGACAAG
ACATTCTTCGTTGGCTGCAAAAAACAAGCAGGTGCCGACGCCAACCCGTCGTGCAAAGTGAC
AGTGAACGTGAATGCCCGACCCTCGTCGGTTGACGACAAAAACGTTGTCACCTGCGCATACG
GCGAGGACAGCAACCAGAAAGCCGTGGAAGTGGAGATGTCACAAGACAAAAACACTCTCACC
ATTGACTGTGGGAAGGACGGATCGATGCAGCCTGCTGAATTCACATCTCAGTACTGCTCCCC
CGAGGGAGACACGTTGGAGGAATGCTCCAAGGCGAACTACTCTGATATTCTTCCCACTTTTG
AAACCAGCTGGTGGACCGAAGCGGAGAACGACAGTTCCCCGGCTGTGTTGACCATCCCGAAG
GCCGACTTCCCAGGTGAAGACCAGCGCCTCCTTCTAGGCTGTGCTCCTAAATCAACAGCTGC
GGAAACGCCAGGCAAGGCATCCGGCCCGTCCGGTTCCGCGACAACCGCAACATCCTGTCGGG
TTGTTGTTACTGTCAAGGCGGCGAGCTCGGCCTCGTCTGCATCATTCACCTCGCAAACTGTA
GCTGCGACCGCTGGAGCAACTGTTCTACCAGCGCTGTTGGCTGGTTCGTTCTAA
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SEQ ID NO: 6

Amplificacgdo do gene NcSRS2:

5" -CACCAAAGAGTGGGTGACTGG

Primer

Foward
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SEQ ID NO: 7

Amplificacdo do gene NcSRS2: Primer

5’ -GGTAAGCTTTGCATCTCCTCTTAACAC-3'

Reverse

122



O 00 N o u B~ W N R

T T S Y
©® N O 1 dA W N P O

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

123

SEQ ID NO: 8
CDS NcSRS2

CACCAAAGAGTGGGTGACTGGAACTCTTCAACAGGGAATAAGGATTACAATTCCCGACGAGC
ACTACCCAGCTACGTCGAAAGCTTTCCGTGTTGGTTGTAAGGCGGGTAAAAATGTTTGTTTG
CTCAATGTGTATGTTCAGAGTAGGGAATCAGAGGTGATCGGACAGGTGGCGCATTGTGCTTA
TAGTTCCAACGTACGTCTGCGTCCAATCACTGTGAATCCAGAAAACAACGGAGTGACATTAA
TTTGCGGACCAGACGGGAAGGCGTTCCCGGATGATTACATGAACCACCATTGTACGGAACTA
GACGAATGTAAAGAACGCCCTTATTCCGCCGTGTTTCCTGGGTTCTCCAGTAGTTTTTGGAC
TGGAGAAGCTTCCGGCGTAGCCGGGGCGACACTGACCATTCCCAAGGACCAGTTTCCTTCGA
CAGCACAGACCATCTATTTGGGCTGCACTGGTCACCCGGATGATAAACAGGTCACCTGTGTG
GTTCCAGTAAATATAGAAGAAGTTGCAAAACCAGCAGGGGCCGGATCGAACCCAGGTGGTGG
TTCGCAACCGGACCAATCCTCGGAGAAACGCGACGGGGAACAGGTAAACAAAGGCAAACCTC
CCACTGGCGGATCCGGCGGAGCAACAACTGGAAAACAAAATGCATCCCAAAACGCGAAGGAC
AAGGGGGAAACAGGAGGAGAGAACGGCGATTCCCCCGTGTTAAGAGGAGATGCAAAGCTTAC
C
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SEQ ID NO: S

Sequéncia da proteina NcSRS2

HORVGDWNSSTGNKDYNSRRALPSYVESFPCWLGGKCLFAQCVCSEGIRGDRTGGALCLEQR
TSASNHCESRKQRSDINLRTRREGVPGLHEPPLYGTRRMRTPLFRRVSWVLQFLDWRSEFRRS
RGDTDHSQGPVSEFDSTDHLEFGLHWSPGTGHLCGSSKYRRSCKTSRGRIEPRWWEATGPILGE
TRRGTGKQRQTSHWRIRRSNNWKTKCIPKREGOGGNRRRERRFPRVKRRCKAY
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6 Conclusodes Gerais

As proteinas rNcRSR2 e rNcSG1 foram consideras especificas do género
Neospora, uma vez que ndo reagiram com soro positivo para T. gondii;
Ambas as proteinas demonstraram antigenicidade, sendo consideradas boas
ferramentas a serem utilizadas no diagndéstico da neosporose bovina e ovina;
O ELISA indireto utilizando as proteinas, rNcSRS2 e rNcSAG1, de forma
individual, tanto para bovinos quanto para ovinos, apresentou alta
especificidade. No entanto, pdde-se observar que a sensibilidade foi
prejudicada;

O ELISA indireto com as proteinas associadas apresentou resultados
superiores ao Elisa com as proteinas isoladas, uma vez que uma alta
sensibilidade do teste foi mantida, sem perder especificidade, tanto para
bovinos, quanto para ovinos;

O ELISA rNsSRS2/rNcSAG1 é uma ferramenta viavel, sensivel e especifica,

sendo uma alternativa no diagndéstico da neosporose bovina e ovina.
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