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RESUMO

PACHECO, Diene de Borba. Producéo de insumos para o imunodiagndstico da
neosporose 2014 47f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em
Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Neosporose € a doenca causada pelo parasito apicomplexa Neospora caninum, o
qual é intimamente relacionado a Toxoplasma gondii. A infeccdo por N. caninum
representa uma importante causa de falha reprodutiva em ovinos, caprinos, equinos
e bovinos ao redor do mundo. O diagnostico da neosporose é baseado na detecgéo
de anticorpos especificos contra o patbgeno em soros, ou a presenca de cistos
teciduais em animais. No entanto, as semelhancas morfolégicas e a possivel
reatividade soroldgica cruzada entre N. caninum e T. gondii pode resultar no
diagndstico errbneo. Neste estudo, a proteina de superficie Ncp-43 de taquizoitos de
N. caninum, foi expressa de forma recombinante em Escherichia coli e utilizada para
producdo de anticorpos policlonais (pAb). O pAb foi purificado e conjugado a
peroxidase (HRP) e isotiocianato de fluoresceina (FITC) para detectar as proteinas
recombinantes e nativas Ncp-43, respectivamente. pAb e pAb/HRP foram capazes
de reconhecer rNcp-43, o que foi avaliado pelas técnicas de Dot blot e ELISA
enquanto pAb/FITC se mostrou eficiente na imunomarcagao do complexo apical de
taquizoitos. Um ensaio imunoenzimatico de bloqueio (b-ELISA) foi realizado para
avaliar a performance do pAb/HRP como ferramenta de diagndéstico. A porcentagem
de inibicdo média para as amostras de pool de soros positivos e o pool de negativos
de bovinos com neosporose foi significativamente diferente (P <0,0001). Estes
resultados sugerem que o pAb pode ligar-se aos mesmos epitopos da Ncp-43 que
0s anticorpos anti-N. caninum de amostras positivas testadas. O b-ELISA utilizando
o pAb/HRP representa uma opc¢do interessante aos testes de diagndstico
disponiveis para a neosporose, uma vez que menos passos estdo envolvidos na sua
realizacdo e seu formato evita a reatividade cruzada com anticorpos anti-espécie
especificos. Em resumo, este trabalho descreve a producdo de anticorpos contra N.
caninum, e avalia o potencial dessas ferramentas para o desenvolvimento de novos
testes diagndsticos para neosporose.

Palavras chaves: Neospora caninum, neosporose, ELISA, Ncp-43, diagndstico.



ABSTRACT

PACHECO, Diene de Borba. Development of immunochemical assays for the
immunodiagnosis of neosporosis. 2014 47f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de Pos-Graduacao em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Neosporosis is a disease caused by the apicomplexan parasite Neospora caninum,
which is closely related to Toxoplasma gondii. N. caninum infection represents an
important cause of reproductive failure in sheep, goats, horses, and cattle worldwide.
The diagnosis of neosporosis is based on the detection of pathogen-specific
antibodies in animal sera or the presence of tissue cysts. However, morphological
similarities and serological cross-reactivity between N. caninum and T. gondii can
result in the misdiagnosis. In this study, the N. caninum tachyzoite surface protein
Ncp-43 was expressed in a recombinant form to elicit polyclonal antibodies (pAb)
response. The pAb was purified and conjugated to horseradish peroxidase (HRP) or
fluorescein isothiocyanate (FITC) to detect the recombinant and native Ncp-43
proteins, respectively. The pAb and pAb/HRP were able to recognize rNcp-43 by Dot
blot and ELISA, and pAb/FITC immunolabeled the apical complex of tachyzoites. A
blocking enzyme-linked immunosorbent assay (b-ELISA) was performed to evaluate
pAb/HRP as a diagnostic tool. The mean percent inhibition for the positive and
negative serum samples from cattle with neosporosis was significantly different (P <
0.0001). These results suggest that the pAb may bind to the same epitopes of Ncp-
43 as anti-N. caninum antibodies in the positive samples tested. The b-ELISA using
the pAb/HRP can facilitate diagnostic testing for neosporosis, since fewer steps are
involved and cross-reactivity with secondary antibodies is avoided. In summary, this
report describes the production of antibodies against N. caninum, and evaluates the
potential of these tools for the development of new diagnostic tests for neosporosis.

Keywords: Neospora caninum, neosporosis, ELISA, Ncp-43, diagnosis.
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1 Introducéo

1.1 Neosporose

O agente infeccioso causador da neosporose é um protozoario intracelular
obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporoasida, sub-classe
Coccidiasina, ordem  Eucoccidiorida, familia  Sarcocystidae, sub-familia
Toxoplasmatinae, género Neospora e espécie Neospora caninum (DUBEY et al.,
1988). Entretanto até 1988 foi erroneamente diagnosticado como Toxoplasma gondii
devido a grande similaridade. A neosporose tem sido confirmada como uma das
principais causa de abortos e mortalidade neonatal em bovinos, ovinos, caprinos,
equinos e cervideos (DUBEY, 2003). Os canideos infectados apresentam desordens
neuromusculares severas, principalmente aqueles com infeccdo congénita (DUBEY
et al., 1998).

A importancia econdmica dessa enfermidade na bovinocultura esta
diretamente relacionada as falhas reprodutivas e descarte precoce de fémeas
(HASLER et al., 2008). Em muitos casos ocorre o nascimento de animais
clinicamente saudaveis, no entanto cronicamente infectados, os quais sdo de suma
importancia na manutencao do ciclo do parasito em rebanhos (DUBEY, 2003).

A neosporose afeta tanto o gado de corte como o de leite, tendo sido
registrada em todos os continentes, logo, grande parte dos rebanhos vem sendo
constantemente expostos ao N. caninum (CARDOSO et al., 2012; DUBEY et al.,
2011b; REICHEL et al., 2013). Estimativas indicam que no Brasil os prejuizos
relacionados a neosporose variam de 51,3 a 101 milhdes de ddlares em rebanhos
de leite e corte (REICHEL et al., 2013).

1.2 Ciclo Bioldgico

Os canideos séo os hospedeiros definitivos do N. caninum, e a eliminacéo de
oocistos desse parasito foi confirmada até o momento em caes (Canis lupus
familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), coiotes (C. latrans) (GODIM et al., 2004),
dingos (C. lupus dingo) (KING et al.,, 2010), e lobos cinzentos (C. lupus lupus)
(DUBEY et al., 2011a). Uma ampla gama de outros mamiferos € suscetivel a este

parasito assumindo importancia como hospedeiros intermediarios.
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Varios aspectos do ciclo biolégico deste parasito ndo estdo completamente
esclarecidos, principalmente com relacdo a fase sexuada que ocorre no intestino do
hospedeiro definitivo, no entanto, pode-se afirmar que o periodo pré-patente € de
cinco a oito dias apos a ingestdo dos cistos teciduais pelos canideos (LINDSAY et
al., 2000). Ao longo do ciclo o parasito se apresenta nos estagios de taquizoitos e
bradizoitos, fases intracelulares encontradas nos hospedeiros definitivos e
intermediarios, e em oocistos, que sdo exclusivos de hospedeiros definitivos e
eliminados juntamente com as fezes desses animais (MCALLISTER et al., 1998). A
esporulacdo dos oocistos ocorre no ambiente, sendo esta a forma infectante para
hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2003). Ha relato da presenca de taquizoitos de
N. caninum em diversos tipos de tecidos e células como macrofagos, fibroblastos,
células endoteliais, miécitos, células epiteliais dos tubulos renais e hepatdcitos, no
entanto o parasito demonstra predilecéo pelo sistema nervoso (DUBEY et al., 2011b;
HEMPHILL, 1999).

A resposta imune do hospedeiro e outros fatores fisiolégicos estimulam a
diferenciacdo de taquizoitos em bradizoitos, os quais sdo menores, apresentando
metabolismo e multiplicacdo mais lentos, formando cistos teciduais (PETERS et al.,
2001), comumente encontrados no encéfalo, medula, nervos e retina, podendo
permanecer durante toda a vida do hospedeiro sem grandes manifestacdes clinicas
(GOODSWEN et al., 2013).

1.3 Epidemiologia

A associacdo do parasito N. caninum a abortos bovinos foi comprovada em
estudos soroepidemiolégicos realizados em diferentes paises, 0s quais relatam
taxas de prevaléncia variando de 10 a 60% (DUBEY et al., 2011b; REICHEL et al.,
2013). O hospedeiro definitivo representa um papel de destaque na cadeia
epidemioldgica da neosporose devido a grande frequéncia da infec¢cdo na populagéao
de canideos combinada a auséncia de sinais clinicos na maioria dos casos (AL-
QASSAB et al., 2010; REICHEL et al., 2007) e associacédo direta destes animais
com os rebanhos (CORBELLINI et al., 2006).

No Brasil, os dados desta parasitose em rebanhos bovinos de corte e de leite
foram relatados em estudos de prevaléncia realizados nos estados do Mato Grosso
do Sul, Parana, Goias, Rio de Janeiro, Rondonia, Rio Grande do Sul, Santa Catarina



12

e S&o Paulo, com taxas de prevaléncia que variaram de 6 a 58% (ANDREOTTI et
al., 2010; BENETTI et al., 2009; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2001; MELO et al.,
2006; MOURA et al.,, 2011; MUNHOZ et al.,, 2006; PIAGENTINI et al., 2012;
RAGOZO et al., 2003). Em levantamento soroepidemiolégico de caes da regiao sul
do Rio Grande do Sul a prevaléncia da neosporose foi de 15,62%, sendo os cdes da
zona rural os que apresentaram maior percentual de soropositividade (DA CUNHA
FILHO et al., 2008; SHARMA et al., 2008).

1.3.1 Transmissao

A primeira observacdo de transmissdo vertical em canideos ocorreu na
Noruega em trés ninhadas sucessivas, que apresentaram problemas neuroldgicos
similares a sintomas observados em animais infectados por T. gondii (BJERKAS et
al., 1984). A porta de entrada para o N. caninum ¢é o trato digestivo do hospedeiro
definitivo, pois a infeccdo ocorre pela ingestdo de tecidos de animais infectados
contendo cistos, ou pela ingestdo de oocistos esporulados presentes em agua ou
alimentos contaminados (BARR et al., 1993). A transmissdo horizontal é mais
frequente entre cdes do que a vertical, justificando as elevadas taxas de
soroprevaléncia encontradas nesta espécie (BARBER et al., 1998). A presenca de
oocistos em fezes de caes foi confirmada apdés a ingestdo de cistos teciduais
presentes em bovinos (DIJKSTRA et al.,, 2002), bubalinos (RODRIGUES et al.,
2004), ovinos (PENA et al., 2007) e cervideos (VIANNA et al., 2005).

Em hospedeiros intermediarios a transmissdo pode ser horizontal, através da
ingestdo de oocistos esporulados presentes nas pastagens ou agua, ou vertical
através da infeccdo transplacentaria por taquizoitos. Em bovinos a principal via de
transmissao é a transplacentaria e dependendo do estagio gestacional pode ocorrer
aborto, natimorto ou ainda o nascimento de um bezerro clinicamente saudavel,
porém cronicamente infectado (SENGUPTA et al., 2012). A transmisséo lactogénica
foi possivel em condi¢des laboratoriais, porém, ndo ha confirmacdo da ocorréncia
desse tipo de transmisséo naturalmente (DAVISON et al., 2001).

A taxa de infeccdo transplacentaria em bovinos pode chegar a uma
frequéncia de 95% dos casos, sendo a rota de transmissdo responsavel pela

manutencdo e expansao da infeccdo no rebanho devido as sucessivas passagens
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de geracdo em geracdo (DAVISON et al.,, 2001). A transmissdo transplacentaria
exdgena ocorre quando a fémea sofre a primo-infecgdo durante a gestacdo, através
da ingestdo de oocistos, o que culmina com a infeccdo do feto. Ja a transmissao
transplacentaria endogena ocorre quando uma fémea cronicamente infectada,
possivelmente de forma congénita, sofre reativacdo dos cistos durante a gestacgao,
ocasionando a reversdo de bradizoitos em taquizoitos que atingem o feto (MILLER
et al., 2002).

1.4 Resposta imune

Existem varios fatores ndo esclarecidos acerca da resposta imune induzida
frente a infeccdo por N. caninum, porém mecanismos de reconhecimento e estimulo
de hospedeiros infectados por outros apicomplexas intimamente relacionados, como
T. gondii, podem elucidar a interacédo parasito hospedeiro nha neosporose.

Em uma primo infeccdo o mecanismo de defesa frente o neospora requer
uma resposta imune inata e adaptativa, envolvendo altos niveis de interleucina 12 e
INF-y e uma razdo aumentada de 1gG2:1gG1, indicando uma predominancia da
resposta Thl (ALMERIA et al.,, 2012; ELLIS et al.,, 2010; OROZCO et al., 2013).
Macroéfagos ativados via INF-y produzem espécies ativas de oxigénio, tal como oxido
nitrico que auxilia no controle da fase aguda da infeccdo (BOYSEN et al., 2006;
STASKA et al., 2003; WILLIANS et al., 2006). Esses fatores provavelmente sao
responsaveis por induzir a diferenciacdo de taquizoitos em bradizoitos, levando a
formacao de cistos teciduais (WILLIAMS et al., 2009). Esta conversao desempenha
um papel fundamental no estabelecimento da fase cronica da infeccdo (LYONS et
al., 2002).

O papel crucial do INF-y e da IL 12 foi confirmado em experimentos nos quais
camundongos tratados com anticorpos anti-INF-y e anti-IL12 foram infectados por N.
caninum, e apresentaram maior sucetibilidade ao parasito (KHAN et al., 1997). Além
disso, animais deficientes para estas citocinas apresentaram elevadas cargas
parasitarias devido a multiplicacdo exacerbada de taquizoitos em diversos 6rgaos
resultando em altas taxas de mortalidade. A importancia das células T foi confirmada
experimentalmente, quando camundongos atimicos infectados por N. caninum
apresentaram 100% de mortalidade (SHIBAHARA et al., 1999).
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Anticorpos resultantes da infeccdo desempenham um papel auxiliar em
infeccBes posteriores participando da neutralizacdo e destruicdo de taquizoitos
extracelulares (INNES et al., 2002). Estudos sugerem que a imunidade protetora
pode ser alcancada devido a uma infec¢do anterior, e pode ser mantida, através de
mecanismos néo elucidados, pois animais com evidéncias de exposi¢ao prévias tem
menor probabilidade de aborto do que animais com infec¢ao priméaria (MCALLISTER
et al., 2000).

Os bovinos, de forma geral, apresentam soroconversao rapida, com altos
titulos de anticorpos IgG2 e tendem a manter esses titulos durante um longo periodo
(ANDREOTTI et al., 2010; DIJKSTRA et al., 2003).

1.5 Gene NcSRS2 (proteina Ncp-43)

A identificacdo de diferencas génicas entre T. gondii e N. caninum, possibilita
a distincdo entre essas duas espécies, e contribui na compreensao de suas sutis
diferencas fenotipicas (HEMPHILL, 1999). Dentre as sequéncias génicas descritas
até o momento a maioria codifica antigenos que encontram-se na superficie do
parasito, como NcSRS2 que codifica o antigeno de membrana Ncp-43, e apresenta
44% de homologia com TgSRS2 em T. gondii (HOWE et al., 1998), no entanto
ensaios imunoldgicos que utilizam esta proteina como alvo ndo apresentam reacdes
cruzadas com T. gondii (BORSUK et al., 2011; DONG et al., 2012).

Estudos in vitro demonstram que o0 blogueio desta proteina limita a
capacidade de adesdo e penetragdo de células hospedeiras pelo parasito
salientando a importancia desta proteina nestes processos (DUBEY et al., 2011b;
LEKUTIS et al.,, 2001; NISHIKAWA et al.,, 2002). Além disso, estudos in vivo
também demonstraram que a proteina rNcp-43 tem efeitos protetores contra a
encefalite e a transmissdo transplacentaria (NISHIKAWA et al., 2002), enquanto
vacinas que utilizam antigenos totais do parasito demonstram eficicia abaixo de
25% (WESTON et al., 2012). Estes resultados corroboram com estudos onde a
proteina Ncp-43 foi capaz de gerar uma forte resposta imune em animais infectados,
sendo portanto, um candidato interessante para diagndstico e antigeno da vacinal
(JUNG et al., 2004).
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1.6 Diagndstico

O diagnéstico da neosporose pode ser realizado na identificacdo de lesdes
microscopicas compativeis com a patologia, e ensaios que identificam a presenca do
parasito nos tecidos, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a imuno-
histoquimica utilizando soros hiperimunes contra o antigeno bruto (DUBEY et al.,
2011b). A confirmag&o da neosporose como causa do aborto ndo deve ser baseada
somente no método sorolégico (PEREIRA-BUENO et al., 2003; SAGER et al., 2001).
O resultado sorologico positivo em um animal com histérico de aborto indica
somente que ocorreu exposicdo do animal ao parasito, sendo necessario
demonstrar o protozoario no feto e, se possivel, incluir os dados histopatoldgico para
confirmar o diagnéstico (PEREIRA-BUENO et al.,, 2003), tais como: encefalite
multifocal ndo supurativa, necrose focal do miocéardio, miocardite ndo supurativa,
com posterior identificacdo do agente por imunoistoquimica (DUBEY et al., 2006a;
PESCADOR et al., 2007). Se o exame do soro materno, fluidos corporais fetais ou
tecidos fetais for positivo para N. caninum, o aborto pode estar associado a
neosporose, porém € importante relacionar outras causas potenciais e/ou a
deteccédo direta do parasito em lesdes cerebrais e cardiacas (DUBEY et al., 2006b).
No entanto ensaios soroldgicos sdo essenciais em levantamentos epidemioldgicos.
Dentre os testes que detectam anticorpos, a imunofluorescéncia indireta (IFI) é
considerada o teste de referéncia (DUBEY et al., 1988).

Outros formatos de testes foram descritos para identificar anticorpos
especificos, tais como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) (AHN et al., 2003; BYREN
et al., 2012) e teste de aglutinacdo (Neospora Agglutination Test) (ROMAND et al.,
1998). Porém, os ensaios de ELISA desenvolvidos apresentaram menor
especificidade quando comparados a IFl, por se basearem na utilizacdo de
antigenos sollveis totais do parasito, incluindo antigenos intracelulares, enquanto a
IFI utiliza taquizoitos fixados intactos, prevalecendo os antigenos de superficie do
parasito (BJORKMAN et al., 1999).

Ensaios que utilizam antigenos espécie-especificos de N. caninum
apresentam maior sensibilidade e especificidade quando comparados a técnica
padrdo (BORSUK et al., 2011; DONG et al., 2012; MORAVEJI et al., 2012; SELAHI
et al.,, 2013). Anticorpos policlonais e monoclonais contra antigenos nativos

especificos de N. caninum foram desenvolvidos com o objetivo de aperfeicoar o
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diagnostico (LATIF et al., 2008; UCHIDA et al., 2013). Recentemente foi relatado um
painel de anticorpos monoclonais (mAbs) contra proteinas nativas de N. caninum,
onde os mAbs gerados reconheceram uma variedade de proteinas presentes em
micronemas, roptrias, granulos densos, mitocondrias, apicoplasto, complexo
membrana interna, e superficie do parasito (SOHN et al., 2011).

A obtenc&o da proteina nativa € laboriosa devido a necessidade de grande
guantidade de taquizoitos obtidos através de cultivo celular, portanto antigenos
recombinantes sdo uma alternativa importante, devido a possiblidade de producéo
em quantidades significativas, facilitando a geracdo de insumos e padronizacao de
ensaios soroldgicos (DUBEY et al., 2006b). Recentemente, um ELISA indireto para o
diagnoéstico da neosporose foi relatado utilizando a proteina recombinante Ncp-43
(BORSUK et al., 2011) e anticorpos policlonais monoespecificos desenvolvidos
contra este antigeno apresentaram potencial para detec¢do do parasito (DE SA et
al., 2013).



2 Justificativa

Devido a utilizacao de lisados do parasito ou taquizoitos inteiros o diagnostico
da neosporse é considerado laborioso, demorado ou inespecifico. Portanto faz-se
necessario o desenvolvimento de novos ensaios diagndsticos utilizando antigenos
especificos e/ou insumos produzidos a partir destes antigenos, com a finalidade de

melhorar a sensibilidade e especificidade do diagnéstico da neosporose.



3 Objetivo

Produzir e avaliar anticorpos policlonais (pAb) contra a proteina recombinante

Ncp-43 de N. caninum, e analise de seu potencial para diagnostico da neosporose.

3.1 Objetivos especificos

- Expressar e purificar a proteina Ncp-43 em Escherichia coli;

- Avaliar a reagdo de rNcp-43 com anticorpos presentes em soros de animais
naturalmente infectados com N. caninum;

- Produzir anticorpos policlonais (pAbs) contra o antigeno de membrana Ncp-43;

- Avaliar a reacdao do pAb gerado com as proteinas recombinante e nativa atraves
das técnicas de ELISA, dot blot e imunofluorescéncia;

- Conjugar o pAb produzido com lIsotiocianato de fluoresceina (FITC) e peroxidase
(HRP);

- Avaliar o potencial diagndéstico dos pAbs obtidos.
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RESUMO

Neosporose € a doenca causada pelo parasito apicomplexa Neospora caninum, o
qual é intimamente relacionado a Toxoplasma gondii. A infeccdo por N. caninum
representa uma importante causa de falha reprodutiva em ovinos, caprinos, equinos
e bovinos ao redor do mundo. O diagnostico da neosporose € baseado na detecgéo
de anticorpos especificos contra o patdgeno em soros, ou a presenca de cistos
teciduais em animais. No entanto, as semelhancas morfologicas e a possivel
reatividade soroldgica cruzada entre N. caninum e T. gondii pode resultar no
diagndstico errbneo. Neste estudo, a proteina de superficie Ncp-43 de taquizoitos de
N. caninum, foi expressa de forma recombinante em Escherichia coli e utilizada para
producdo de anticorpos policlonais (pAb). O pAb foi purificado e conjugado a
peroxidase (HRP) e isotiocianato de fluoresceina (FITC) para detectar as proteinas
recombinantes e nativas Ncp-43, respectivamente. pAb e pAb/HRP foram capazes
de reconhecer rNcp-43, o que foi avaliado pelas técnicas de Dot blot e ELISA
enquanto pAb/FITC se mostrou eficiente na imunomarcag¢do do complexo apical de
taquizoitos. Um ensaio imunoenzimatico de bloqueio (b-ELISA) foi realizado para
avaliar a performance do pAb/HRP como ferramenta de diagnéstico. A porcentagem
de inibicdo média para as amostras de pool de soros positivos e 0 pool de negativos
de bovinos com neosporose foi significativamente diferente (P <0,0001). Estes
resultados sugerem que o pAb pode ligar-se aos mesmos epitopos da Ncp-43 que
0s anticorpos anti-N. caninum de amostras positivas testadas. O b-ELISA utilizando
o pPAb/HRP representa uma opc¢ao interessante aos testes de diagnostico
disponiveis para a neosporose, uma vez que menos passos estdo envolvidos na sua
realizacdo e seu formato evita a reatividade cruzada com anticorpos anti-espécie
especificos. Em resumo, este trabalho descreve a producao de anticorpos contra N.
caninum, e avalia o potencial dessas ferramentas para o desenvolvimento de novos

testes diagndsticos para neosporose.

Palavras chaves: Neospora caninum, neosporose, ELISA, Ncp-43, diagndstico.
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COMUNICACAO BREVE

Neosporose é uma doenca causada pelo parasito apicomplexa Neospora
caninum, o qual € morfologicamente relacionado a Toxoplasma gondii [10]. A
infeccdo por N. caninum causa desordens neuromusculares em céaes e falha
reprodutiva em ovinos, caprinos, equinos e bovinos, resultando em perdas
econbmicas ao redor do mundo [22,11]. O diagnostico da neosporose é
normalmente baseado em exame histopatoléogico e imunohistoquimica para
identificacdo do parasito em tecidos ou através da analise soroldgica [3]. No entanto,
a similaridade morfologica e a reatividade soroldgica cruzada entre N. caninum e T.
gondii pode resultar no diagnéstico erroneo da neosporose [20]. O teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI) foi primeiramente aplicado para o diagndstico de
neosporose em caes, e tem sido largamente utilizado como um teste padrédo para
andlise sorologica [9]. Nos ultimos anos, tém sido propostos métodos alternativos
para aprimorar o diagnostico da neosporose, tais como o teste de aglutinagdo de
Neospora [7], o teste de aglutinacao em latex [19] e ensaio imunoenzimatico (ELISA)
[11,7,9,21]. Apesar da variedade de estratégias, a maioria destes ensaios baseia-se
na analise de lisados de parasitos ou taquizoitos inteiros fixados, razdo pela qual
sdo considerados demorados e laboriosos [12]. Assim, os antigenos individuais, tais
como as proteinas de superficie do parasito, fornecem uma alternativa interessante
para a deteccdo de anticorpos especificos em hospedeiros infectados ou para a
producdo de anticorpos policlonais monoespecificos que podem ser utilizados como
ferramentas para o desenvolvimento de testes mais especificos [27]. Entre estas
proteinas, o dominio do gene NcSRS2 (proteina Ncp-43) tem sido avaliado como um
importante antigeno de N. caninum para utilizacdo em ensaios de diagndstico [6].
Além disso, Ncp-43 € comum em ambas as fases de taquizoitos e bradizoitos, e foi
capaz de detectar anticorpos especificos para o parasito no soro de bovinos [6, 23],
ovinos [2], e caninos [4] naturalmente infectados. Este trabalho descreve a produgéo
e avaliacdo de anticorpos policlonais (pAb) gerados contra a proteina recombinante
Ncp-43 (rNcp-43), e analise de seu potencial para o diagnostico da neosporose.

Para a producdo da proteina recombinante, o dominio antigénico do gene
NcSRS2 (proteina rNcp-43), de dois tercos da molécula, localizado na por¢cdo C-
terminal, foi amplificado por PCR utilizando os primers F5'- CAC CAA AGA GTG
GGT GAC TGG e R5- AAG GGT CTT TGC ATC TCC TCT AAT CAC-3"', clonado no
vetor TOPO pET100/D (Invitrogen tech, Carlsbad, CA, EUA) e utlizado para
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transformar Escherichia coli cepa BL21 Star. As células de E. coli na fase logaritmica
(DO 600 nm = 0,6 - 0,8) foram tratadas com 0,75 - mM de isopropila-D-tiogalactsido
(IPTG), durante 3 h a 37°C para inducdo da expressao de fragmentos fundidos do
gene NcSRS2. A proteina foi solubilizada em tampéo contendo 0.2% de N-
lauroilsarcosine. A expressao da proteina rNcp-43 foi confirmada por SDS-PAGE a
10%, e western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina (Sigma-Aldrich,
EUA). A rNcp-43 foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando coluna
Sepharose HisTrap carregada com fons N** metalicos imobilizados (IMAC), segundo
instrucdes do fabricante (GE Healthcare, EUA). A rNcp-43 purificada foi dialisada
em PBS (contendo 0,1% de glicina, pH 8,0) durante cerca de 16 h a 4°C. As fracdes
de rNcp-43 purificadas foram analisadas por SDS-PAGE a 12% em condi¢des
redutoras, e as concentracoes finais foram determinadas através do Kit BCA (Protein
Assay Kit, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, EUA) utilizando albumina de soro
bovino como padréo.

Dois coelhos da raca Nova Zelandia de 6 meses de idade, apds um periodo
de adaptacao de 30 dias, foram imunizados com rNcp-43. Para cada coelho, cinco
imunizagdes subcutaneas foram administradas na area escapular, alternando entre
os lados direito e esquerdo. A primeira dose de imunégenos continha 100 ug de
rNcp-43 e adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, EUA). As imunizacdes
subsequentes foram realizadas nos dias 7, 14, 21, e 28 utilizando 100 pg de rNcp-43
e adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EUA). Foi realizada coleta
sanguinea antes de cada imunizacgao, para determinar os titulos de anticorpos. Apos
a ultima imunizacdo, foi realizado ELISA indireto para determinar o titulo de
anticorpos anti-rNcp-43. O soro hiperimune obtido a partir desses animais foi
purificado por cromatografia de afinidade utilizando coluna de proteina A-Sepharose
CL-4B (GE Healthcare, EUA), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. A
eficiéncia da purificacédo foi avaliada por SDS-PAGE a 10%, e a concentracao final
foi determinada por espectrofotometria a 280nm. Os animais utilizados neste estudo
foram tratados de acordo com as orientacdes recomendadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

A deteccdo de Ncp-43 em suas formas recombinante e nativa foi avaliada por
ELISA, Dot blot e imunofluorescéncia direta e indireta (IF). Para os ensaios diretos, 0
pAb foi conjugado com horseradish peroxidase (pAb/HRP) ou isotiocianato de
fluoresceina (pAb/FITC), de acordo com protocolos estabelecidos [15]. ELISA:
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placas de poliestireno (Nunc Polysorp, Nalge Nunc International, Rochester, EUA)
foram sensibilizadas com rNcp-43 (50ng/cavidade). As cavidades foram lavados e
bloqueados com PBS contendo 5% de leite desnatado, e diluicbes seriadas (1:100 -
1:512,000) de pAb ou pAb/HRP foram adicionadas as cavidades, seguido de
incubacédo de 1 h a 37°C. Em paralelo, as cavidades controles sensibilizados apenas
com pAb foram tratados com o anticorpo anti-coelho conjugado com HRP (Sigma-
Aldrich, EUA) durante 1 h a 37°C. Apos repetidas lavagens com PBS, foi adicionada
as cavidades solucao substrato (0,4 mg/ml de o-fenilenodiamina contendo 0,03% de
H,O, em tampao citrato 0,1M, pH 4,0). O produto da reacdo colorimétrica foi
detectado a uma absorbéancia de 450nm utilizando um leitor de placas VICTOR X5
Multilabel (PerkinElmer, EUA). Dot blot: membranas de nitrocelulose (GE Healthcare,
UK) foram sensibilizadas com rNcp-43 (50 ng/gota) e incubados a 37°C até secar.
As membranas foram blogueadas com PBS contendo 5% de leite desnatado, e
incubadas com pAb (1:6.000) ou pAb/HRP (1:500) durante 1 h a 37°C. As
membranas incubadas com pAb foram tratadas com o anticorpo anti-coelho
conjugado a HRP durante 1 h a 37°C. Apés trés lavagens de 5 min com PBS-T
(Tween 20 0,05%), foram incubadas em solugcdo de substrato (6 mg de
diaminobenzidina, 0,03% de H,O,, e sulfato de niquel a 0,03% em 50mM Tris-HCI,
pH 8,0). O soro pré-imunizacbes e o0 soro hiperimune (apds a ultima imunizacao)
foram utilizados como controles. IF: o pAb e pAb/FITC foram avaliados com Ncp-43
utilizando taquizoitos de N. caninum das cepas Nc-1 [9], Nc-Goiéas [13], e Nc-Liv [5],
gentilmente cedidas pela Débora Pereira Garcia e Andrea Caetano da Silva
(Universidade Federal de Goias). As cepas foram propagadas em ceélulas VERO [9],
e, quando 80% das células demonstraram efeito citopatico (com base na integridade
celular, geralmente 3 — 4 dias ap0s infeccdo), consequéncia da multiplicacdo dos
taquizoitos de N. caninum, a monocamada celular foi removida por raspagem,
lavada duas vezes com PBS, e centrifugada a 1000 x g durante 10 min. As células
foram fixadas em laminas (ICN Biomedicals Inc., EUA) durante 1 h a 37°C. As
laminas foram bloqueadas com PBS contendo 10% de soro fetal bovino, lavadas
duas vezes com PBS, e incubadas com pAb ou pAb/FITC durante 1 h a 37°C. As
laminas revestidas apenas com pAb foram tratadas com o anticorpo anti-coelho
conjugado com FITC (Sigma-Aldrich, EUA) durante 1 h a 37°C. As laminas foram
lavadas duas vezes com PBS e incubadas durante 1 h em cAmara umida, no escuro,

a 37°C. Apos lavagens com PBS, foi adicionado a lamina o meio de montagem e a



25

imunomarcacao foi visualizada por microscopia de fluorescéncia (Olympus BX 51),
com um comprimento de onda de excitacdo de 450 nm. Soro normal e células de T.
gondii foram utilizados como controles negativos.

Para avaliar a aplicacdo de anticorpos anti-Ncp-43 (pAb e pAb/HRP) para o
diagndstico sorolégico da neosporose, um ensaio imunoenzimatico de bloqueio (b-
ELISA) foi desenvolvido. Para isso, placas de poliestireno foram sensibilizadas e
bloqueadas como descrito acima. Treze amostras positivas e onze negativas de soro
bovino néo diluidas (Laboratério de Parasitologia - Universidade Federal de Pelotas,
RS, Brasil), previamente testados por IF para neosporose, foram adicionados as
placas e incubadas por 1 h a 37°C. As cavidades foram lavados trés vezes com PBS
e incubadas com pAb (1:32,000) ou pAb/HRP (1:500) durante 1 h a 37°C. As
cavidades incubados apenas com pAb foram tratados com o anticorpo anti-coelho
conjugado com a peroxidase durante 1 h a 37°C. A mesma solugao de substrato
utilizada para o ELISA foi adicionada as cavidades para reagdo colorimétrica. As
reacoes foram determinadas por adicdo de 2N H,SO,, e a densidade optica (DO)
medida a 492 nm em leitor de placas VICTOR X5 Multilabel. As concentracdes dos
reagentes utilizados nas varias etapas do ELISA (isto &, o anticorpo primario, pAb,
ou pAb/HRP, e o antigeno para sensibilizacdo) foram estabelecidas através da
variacdo da concentracdo do reagente adicionado durante um determinado passo,
enquanto se mantém as condi¢des para todas as outras etapas em uma constante,
exceto para a etapa de reacao colorimétrica. A porcentagem de inibicdo para cada
diluicdo foi determinada comparando a média de cada uma das cavidades em
duplicata com as médias das cavidades controles em duplicata, utilizando a seguinte
formula: porcentagem de inibicdo = [1 — (DO da amostra — DO do tampao/DO do
controle negativo — DO do tampéo)] x 100 [26]. Esses experimentos foram
realizados em triplicata. Todas as amostras foram previamente testadas por IFI de
acordo com protocolos estabelecidos [24]. O teste T Student’s foi utilizado para
avaliar diferencas entre as médias.

Neste estudo, foram produzidos pAbs contra um antigeno imunodominante
(Ncp-43) de N. caninum, purificados e seu potencial como uma ferramenta em
ensaios para imunodiagnodstico de neosporose foi avaliado. A producdo de
anticorpos em coelhos € um processo rapido e barato, além disso, a utilizacdo de
anticorpos policlonais contra um epitopo imunodominante tem vantagens sobre a

utilizacdo de anticorpos contra antigenos inteiros, em termos de sensibilidade e



26

especificidade [15]. Além disso, pAbs sdo capazes de reconhecer epitopos
diferentes do mesmo antigeno, o que aumenta a probabilidade de deteccédo [15].
Portanto, titulos elevados de anticorpos contra rNcp-43 foram detectados através de
ELISA indireto nos soros hiperimunes dos coelhos (1:52,000), b-ELISA (pAb,
1:32,000; pAb/HRP, 1:500), e Dot blot (pAb, 1:6.000; pAB/HRP, 1:500), com uma
atividade que persiste apos conjugacdo HRP (Figura 1).

Os ensaios de ELISA direto e IFI foram realizados para investigar a
interacdo entre o pAb e a Ncp-43 nativa na superficie do parasito. Tanto o pAb
(dados ndo mostrados) quanto o pAb/FITC (Figura 2) foram capazes de marcar o
complexo apical de taquizoitos, enquanto nenhuma imunorreatividade foi observada
quando utilizadas células de T. gondii (Figura 2A) ou soro normal de coelho (dados
nao mostrados).

Tendo em vista que ndo ha nenhuma terapia ou vacina eficaz para
neosporose, hd uma necessidade urgente de melhorar as estratégias para controle
desta doenca. Embora métodos sorolégicos tenham sido desenvolvidos para esta
finalidade [1,11,14,16], a maioria destes ensaios tem limitagBes, incluindo baixa
especificidade e sensibilidade [8], e alguns requerem o preparo de lisado de
parasitos [3] ou taquizoitos fixos [9], tornando a preparacdo de antigenos trabalhosa
e 0s ensaios dispendiosos. b-ELISA € um método eficaz para a deteccdo de
anticorpos especificos contra o patégeno, e tem sido amplamente utilizado para
monitorar doencas infecciosas em animais [17,25,18]. Este ensaio € superior ao
ELISA indireto, uma vez que ndo necessita de anticorpos secundarios especificos
para as imunoglobulinas da espécie a ser testada, e tem a vantagem adicional de
gue soro contendo IgM pode ser testado com confiabilidade utilizando um dnico
ensaio [25].

Amostras de soro de animais infectados por Neospora foram utilizadas num
ensaio b-ELISA, a fim de avaliar a capacidade destes anticorpos em bloquear o sitio
de ligacdo de pAb anti-Ncp-43. A inibicdo percentual média diferiu significativamente
entre as amostras positivas e negativas de soro testadas (P <0,0001, Figura 3).
Estes resultados sugerem que o pAb obtido neste estudo, pode ligar-se aos mesmos
epitopos de Ncp-43 de anti-N. caninum que anticorpos das espécies testadas. O b-
ELISA utilizando um pAb HRP-conjugado representa uma opcao interessante aos
testes de diagndstico disponiveis para neosporose, uma vez que menos passos

estdo envolvidos na sua realizacdo e seu formato evita reatividade cruzada com
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anticorpos secundarios. Em conclusdo, o anti-rNcp-43 pAb pode ser util no
desenvolvimento de diferentes tipos de testes para o diagndstico da neosporose em

animais.
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Fig. 1 Ensaio de Dot blot utilizando pAb ou pAb conjugado a HRP para deteccao de
rNcp-43 imobilizada em membrana de nitrocelulose. A pAb (1:6.000). B pAb/HRP
(1:500). C Controle negativo (pool de soros antes das imunizacdes). D Controle

positivo (pool de soros hiperimunes).
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Fig. 2 Deteccdo do complexo apical de taquizoitos de N. caninum por

imunofluorescéncia direta. Os taquizoitos foram fixados em laminas de microscopia
e tratadas com pAb contra rNcp-43 conjugado a FITC(setas). A Células de T. gondii
foram utilizadas como antigenos para controle negativo. B - D Cepa Nc-1. E - G
Cepa Nc-Goias. H - J Cepa Nc-Liv. A visualizagao foi realizada em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX51 com objetiva de 100x. Escala 10 ym.
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Fig. 3 ELISA de blogueio utilizando pAb/HRP para deteccéo de anticorpos em soros
de animais infectados por N. caninum. Pool de amostras positivas (a) e negativas (b)
de bovinos foram utilizadas como fontes de anticorpos bloqueadores. As diferencas

entre médias foram estatisticamente significativas (* P\ 0,0001)



5 Conclusodes

- A proteina rNcp-43 € capaz de gerar um anticorpo policlonal monoespecifico que
reconhece a proteina nativa em taquizoitos, e sugere que este anticorpo pode ligar-

se aos mesmos epitopos presentes no parasito N. caninum.

- E possivel a utilizagéo deste anticorpo, quando conjugado a FITC, em ensaios de

deteccdo direta e especifica do parasito.

- O b-ELISA utilizando o pAb/HRP representa uma opcéo interessante aos testes de
diagndstico disponiveis para a neosporose, uma vez que menos passos estdo
envolvidos na sua realizacdo e seu formato evita a reatividade cruzada com

anticorpos anti-espécie especificos.
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{HEF) or fooresosin ishiecyanate (FITC) to detect the
reoomilvnant and native Nop-43 proteins, respectively. The
paAb and pANHEFP wene able to ecopnize fNop=43 by dat
blot and ELISA, and pAFITC immonatabeled the ayical
complex of tachyroies. A blocking  eneyme-linked
immunEsrent asay (b-ELISA) was performed to evalu-
ate pAWHRF as a diagnostic tool The mean pemcen
inda bt fior dhe peosditi v and ne galive smm samples froam
caile with meosporosis was  sgnificantly d@fferen
(P < U] ) These realts sugged that the pAl may lind
i e same epilopes of Nop-43 & anti-M conimom anii-
biwbies in the positive samples tested. The b-ELLS A using
the pAWHRF can faciliste diagnoetic eding for neo-
speriRis, since fewer steps are involved, amnd ooss-neac-
tivity with secondary antibodies i3 avoded. In simmarny,
this repont desoribes the production of antibodies agaimi M.
e, and evaluaes te poenial of these oals for the
development of new diagnodic tests for neponoais.

Shoort Coommu ndcation

Meoapiaraais i3 a disease caused by the apioomplexan par-
aile Necspons caninern, which iz closely melaed to Tog-
opkovma pondii [10]). Infection by N caninum camses
newnoimiseular disorders in dogs and reproductive failome n
sheep, poais, horses, and cande, resuliing in econdmic
losaes woaldwide [11, 22]. The diagnosts of neospaoross &
wsmElly besed on hisopatholegical and  immomohdo-
chemical teas that identfy the parasie in iBsues o
theough serslogeal amalysis [3). However, monphoksgical
smilartes and serological ooss-reactivity betwesn N
covigen and T genddil can mesult in the misdiagnoss of
nepaparods [X). The indirect fAworescent-antibody e
{IFAT) was firat applied o the diagnods of necdpodois n
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[9) and has since been widely used &5 a standard test for
serlogical analyds [9). In mecent yeas, altemative meth-
ol such a8 the Meogpora agplutination test [7], the latex
agglutination e [19], and enzyme-linked immunosorlent
asmay (ELISAY [T, 9 11, 21) have been proposed to
improwe the disgnoais of neosporodis Despite the vanety
of arakeges, moet of tese test ane based on the analysis
of whole paradte lysabes o fived tachysoiles and are,
thee fode, condderad tme-consuming and labomoas [12]).
Thus, single amigens such as parasite surface paoteins
provide an allermative for the delection of specific ant-
Iesdies in infected hosts oF for the generaton of momn-
apacific polyclonal antibodies that can be useful ools for
the development of mone specific eds [27]. Among these
proteing, the antigende domain of e NeSRE2 gene (Mop-43
prctein has been reponted a5 an impontant antigen from M
cariniem for we in diagnoatic aaays [§). In addidon, Nep-
43 B common o both the tachyzodie and bradyaoite dages
and was able to elict parasite-specific antibodies in e
samm of cattle [ 23], dweep [2], and dogs [4]). This report
describes te prodocton and evaluaton of polyclonal
antilodies (pAb) generated againg the mecombinan Nop-
43 proein (fNep-43) and examines iis potential for the
diagnosis of nemporosis.

Fior recombinant prodein  prodoction, the antigende
domain of NMeSRE2 gene (rMep-43 prodein), located in e
digal C-erminal two-thirds of ithe molecule, was amplified
by PCR wing primers F: §"-CAC CAA AGA GTG GGT
GAC TGG and R §-GGT AAG CTT TGC ATC TCC
TCT Taa CAC-Y, cloned into pETI0ND TOPO vecior
{Imviirogen Tech, Carlshad, CA, USA) and wied to tram-
form Esherichia coli BL21 Star, The E. coli cells in e
log phase (ODgs o= 0L608) wee reated with
075 mM isoprogey] @-p-tdogalactoside for 3 h at 37 °C o
induce expresaion of fused fragments of NeSRS2 gene. The
protein was solubilized in a buffer containdng 0.2 % AN
Laurowlsarcomine. rMop-13 expression was confirmed by
10 % SDE-PAGE and wedern bl using an anii-6 = his-
tidine antibody (Sigma-Aldrch, USA). rNop-13 was puri-
fied by immobiized mewl on affindty chromatopraphy
using Mi** Sepharose HiTrap columns, following the
manufacurer's instructions (GE Healtheare, UUSA). Pur-
fied rNep-43 was dialyzed against FBS {containing (.1 %
gelycine; pH 8.0 for approximately 16 h at 4 °C. Fractions
of purified fMNep-13 wene aalyzed by 12 % SDS-PAGE in
reducing conditions, and final concenrations wene deter-
mined using bicinchoninic acld Praein Assay Kit (Plence
Biotechnology, Inc., Rockford, USA) with bovine semm
albuirin a5 a standand.

Two femonth-old mal Mew Zealand rabbils  were
immunized with Mep-43 following a 30-day adspiation
peried. For each ralibdt, five sibcutanecsis injectiom wene
adminstened in the scapular areas, allemating between e

£ springer

right anmd lefi sides. The first immundzation dose ¢onianed
100 g fMNep-43 and complete Freund's adjuvan (Sigmsa-
Aldrich, TS A). Subsequent immunizations wene performed
afier ¥, 14, 21, and 28 days using 100 pg fNep-43 and
inooiplete  Freund's adjuvant (Sigma-Aldech, USA).
Blood was collected prioe 1o each immnndzation Lo deer-
mine antibody tiers. Afer the laa immondzation, indinect
ELISA was used i determing the fNop-43 antibody titer.
Hyperimimune sefm wis obtaned from amdmals and
purified by affinity chromatography using a  prolein
A-Seplarose CL-4B ocolumn (GE Healthcare, USA)
scoonding W the wamfactomes’s imimction. Porfication
efficiency was evaluaied by 10 % SDS-PAGE, and the
final concaniration was determined by specrophotometry
at 280 nim. The animals used in this study wene ineated in
acoondance with te guidelines recomimendad by Conse i
Macional de Controle de Experimentacio Animal.

The detection of Mop-43 in s recombinant and native
forms was evalusted by ELISA, dol blot, and direct and
indirect immunofluorescence {IF). For direct asays, the
paAl was conjugated to horseradish peroxidase (pANHREF
of flugrescein isotdocyanate (pAWFITC) acoording
extablished procadures [15). ELISA: Polystyrene ELISA
microtiter plates {Nune Polysosp: Malge Nune Imems-
vional, Rochester, USA) were coated with rMep-43 (30 ngf
well). The wells wene washed and blocked with 5 % nonfat
milk in PBS, and serial dilutons (1: 100-1:512, (0] of pAl
of pAWHEF were added to the wells for 1 h at 37 5C. In
parallel, conbiol well coated with pAlb only were weated
with HRF-conjugated anti-rabbi antibody (Sigma-Aldrich,
USA) for 1 h &t 37 *C. Afier repeaied PHES washes, sub-
swate  splution {04 mg'ml  o-phenylenadiamine  and
003 % Hyy in 0.1 M cliraie buffer, pH 4.0) was added o
the wells, The colorimetrc msaction prodoct was detected
at an dbiorbance of 450 nm wing 2 VICTOR X5 Muoki-
label Flaie Reader (PerkinElmer, USA) Dol blot Mitmo-
cellulme membranes (GE Healthcane, 1K) wee ooated
with rMep-43 (50 nofapot) and incubated s 37 5C wnil dry.
The membranes wene blocked with 5 % nonfat milk in
FBS, and incobaied with pAb (16,000) or pAWHRF
{1:500) for 1 hoat 37 °C. The membranes probed with pAb
only were wreatsd with HEP-conjugated anti-rablbdt anii-
by for 1 hoat 37 *C. Afier three 3-min washes with FBST
{005 % Tween 200, the membranes were incubated in
sulwirate solutim (& mg diaminobenzidine, 003 % Hy(y,
and 003 % niclel sulfae in 50 mM Tras-HCO, pH 8.00.
Predmmune and hyperimmme {after te L2t immuonzation)
sera were uwsad as controk. IF: The pAb and pANFITC
were evaluaied with Nop-43 from N, conimion tachyzodles
of siraing Ne-1 [%], Me-Godfs [13), and Ne-Liv [ 5], which
were gifts from Débora Peeira Gancia and Andrea Caetando
da Silva {Federal University of Godis). The staim werne
propagated in Yero cells [9), and when B0 % of celk
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b p ADMHRP (1:500

Fig.2 Detecton of the apcal complex of t

by direct immunofluomscence. Tachyzones were fixed on mic
slides and probed with éhe FITC.comjugated pAb agamst rNg
azows). a I pondi cells were used 25 2 negagve control for ant gen

chyzomtes of N. car

infecied with N. canimem tachyzoies showed cytopathic
effects (based on cell integrity, typically 34 days pi.), the
cell monolayer was removed by scraping, washed twice
with PBS, and then centrifuged at 1,000 x g for 10 min The
celk were baded onto chamber shdes (ICN Biomedicals
Inc., USA) for 1 h at 37
10 % fetal bovine serum in PBS, washed twice with PBS,
and coated with pAb or pAWFITC for 1 h at 37 °C. The
slides coaied with pAb only were treated with the FITC-

C. The slides were blocked with

conjugated ani-rabiait antibody (Sigma-Aldrch, USA) for
1 hat3? °C.
incubated for 1 h in a dark lumid clamber at 37

Ihe slides were washed twice with PBS and
C. Aftex
PBS washes, a drop of momting medium was added 10 the

shide, and immunolabeling was visualized by fluorescence

on nizoce llulose membrane a pAb (16000

¢ Negative contal (poaled prammune seram). d Postive contml (poo led hy perimmume seram)

detection. b-d Stan No 1. e-g Stam Ne-Gous b-j Stam Ne-Liv
Vismlizton was pedformed asinga 100x obpctve on s Olympas
BX51 flaorescence mxmsoope Scale hars 10 um

microscopy (Olympus BXS51) with an excitation wave
length of 450 nm. Preimmune sera and 1. gondii cells were
used & negative comntrols.

To investigate the wility of the anti-Nep-43 antibodies
(pAb and pAWYHRP) for the serological diagnosis of neo
sparasis, @ blocking enzyme-linked immunosarbent assay
(b-ELISA) was performed. Far this polystyrene ELISA
microtiter plaes were sensitized and blocked & described
above. Thirteen positive and eleven negative undiluted
serum samples (Laboratory of Parssitology/Federal Uni
versity of Pelotas, RS, Brazil) from cagle previowsly tested
by IF for mospoross were added to the plates, which were
incubated for 1 h at 37
umes with PBS and incubated with pAb (1:32.0%

C. The wells were washed three

))or pAly

! .
) ?\t-nng\'v
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b-ELISA
25 7 i
I
E 20 - —_—
515-
E
%ﬂ]-
i~
Li] T
A B

Fig- } Blchking ELTSA msimg pAhHEP a5 2 disgnostc tool o datect
amtibodies in e semam o f animalks indected with M coeimee. Pools of
oo 78 v () and e gative () senam samples from cosle were meed =
somres of blodong stibodies. Mean differences wer sagsscally
sigrificamd {*F « 00001}

HEF {1: 5000 for 1 hoa 37 °C. The wells coated with pAb
only were wested with the HREP-conjugated anti-rabbit
amtibady for 1 hoat 37 C The same subsiate solution that
wit waed for ELLS A was added o the wells for the col-
ofimetrc reaction. The meactions wene ammimied by add-
ing 2 M HaS0y, and the optical demsity (00 was messuned
Al 492 nm using the YICTOR X5 Multilabel Plaie Reader.
The oconcentrations for e reagents used in the varous
steps of the ELISA procedwes (e, primary antibody,
A, of pARHRF, and the coating antigen) wene edab-
lighed by varying the concentraiion of the reagent added
during a particolar siep, while mainzining the conditons
for all the oher sieps sl & constant, except for the color-
meire meacton step. The peroent nhibition for each dilo-
o was determined by comparing the mean of sach of the
duplicate wells o the mean of duplicate contral wells using
the following formula: peroent inhivtion = [1 — (0D of
sample — 0D of bufferi0D of negative contral — OD of
buffery] = 100 [26]). These experiments were parformead in
irplicate. All clinical samples were previosly tesed by
[FAT acconding o established methods [24]. The Stodent’s
I tesl was nsed 1o evalusie mean differences

In this smdy, pAb against a single antigen (MNop=43)
from M. caninum was produced, purified, and evaluated for
s potential a5 a8 ool in nesporosts immunodiagnostic
asgays. The generation of amtibodes wing rabbdts 5 arapd
and inexpensive proces, while e oe of polycloal
amibodies  against an immunodomimnt epitope  has
advantages over the use of antibodies o whole antigens in
terms of sensitivity and specificity [15]. In addtion, pAbs
afe able o ecognize different epiiopes on de same anti-
gen, which mcreases fe dhances of detection [15).
Accondingly, Mgh tiens of antilsodies against iMNop-43 werne

&) Springer

detected by indirect ELISA testing of ralsbd hyper mirmine
sera (1520000, BELISA (pAb 132000 pAHREP,
1:50d0), and dot blol assay (pAk, 1:6000; pAbHRE, 1:500,
with activily persizsting afier HRF conjugation {Fig. 1)

Dvirect and indirect IF assays were perfomed to inves-
tigaie the inersction of the pAb with native Mep-43 on the
parasie surface. Bot the pAb | daia nod shown) and pAly
FITC {Fig. 2) labeled the apical complex of tachyzodies,
while a0 immuonoresctivity was observed when T gondi
cells (Fig. %) or preimmune sera (dats nod shown) wene
[TEE

Since no therapy or effective vaocine i comentdy avail-
dhle for neosponoais, tere i an urgenl nead 1o improve
araiegies o ool this disesse. Alhough serologcal
methods have been developed for this purpose [1, 11, 14,
16, moa of these asays have limitations including low
specificity and sensitivity [8), and some requine the prepa-
fation of whole parasie lsate [3) o fxed taclyaodes [9),
making antigen preparation laborous and the asays oosdy.
B-ELISA is an effective method for pathope nrapecific anti-
Iy destesction and kas been widely used to monitor infec-
tious diseases in ammak (17, 18, 25). This atasy i5 quperion
o dndirect ELLSA as it does it requine secondary antibodie s
apecific to the mrunoglobuling of the species being tested
and has the added advaniage thai serom containing lghd can
b relighly tested using a single assay [25).

Serum samples from Neospora-infeciad animals wene
used in a b-ELIS A sisay in onder i evalusie the alility of
these antibodies o block the binding sie of ami-Nep-43
pAb. The mean peroen inhibition differed aimmdficantly
between the positive and negalive semm samples lestad
(P = D1 Fig. 3). These resolis sugped that the pAb
obtined n this sindy may bind 1o the same epilopes of
Mep-43 & anii-M conimen anlibodies from the species
tesied. The B-ELISA uwing an HREP-conjugsied pAb can
facilitaie the performance of diagnodic lesk, sinoe fewer
seps are involved, and coss-reactivity with secondary
antibodies is avodded. In cone lusion, the ant-rMop-43 pAb
may be useful in the development of different kinds of tesis
for the damosis of necaporosis in Evestock.
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