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AVALIACAO COMPARATIVA DE METODOS DE ENSAIO
IMUNOENZIMATICO PARA THEILERIA EQUI DE AMOSTRAS
DE SORO EQUINO DO ESTADO DE SAO PAULO

COMPARATIVE EVALUATION OF METHODS OF IMMUNOENZYMATIC ASSAY FOR
THEILERIA EQUI OF SAMPLES OF EQUINE SERUM OF THE STATE OF SAO PAULO

A. C. PARRA™ M. A. PIOTTO? C. R. FRESCHI?,
R. Z. MACHADO* W. R. FERNANDES®

RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo comparar a sensibilidade e especificidade de dois testes diagndsticos, um
ELISA indireto e um ELISA competitivo,para Theileria equi,com a finalidade de disponibilizar um teste alternativo
para o diagnostico da babesiose em rebanhos equinos em territorio nacional. Foram avaliadas 168 amostras de soro
equino (suspeitos ou ndo para babesiose), com idade minima de um ano, independente de sexo, raca e manejo. Os testes
foram realizados segundo especificacGes de cada fabricante. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo Teste do Qui-quadrado. A concordancia entre os testes foi de 97,2% entre os animais soropositivos (105
soropositivos no c-ELISA e 108 soropositivos no ELISA indireto) e 95,2% dos animais soronegativos (63
soronegativos no c-ELISA e 60 soronegativos no ELISA indireto). Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os dois testes. Concluiu-se que o teste ELISA indireto apresentou alta sensibilidade e especificidade
(98,1% e 92,1%, respectivamente) para o diagndstico de Babesiose por Theileria equi.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia equi. Theileria equi. Elisa indireto. ELISA competitivo. Equinos.

SUMMARY

The present research had as objective to compare thesensitivity and specicvityof the tests of indirectELISA e
competitive ELISA for Theileria equi, with purpose to evaluate an alternative test for control of babesiose in equinos
flocks in domestic territory. 168 samples of equine serum had been evaluated (suspected or babesiosis does not stop),
with minimum age of one year, independent of sex, race and handling. The tests had been carried through according to
specifications of each manufacturer, following orientations of each one. The gotten results had been analyzed statistical
by the Test of the Qui-quadrado. As result, agreement was observed enters the tests of 97,2% of soropositives animals
(105 soropositives in c-ELISA and 108 soropositives in the indirect ELISA) and 95.2% of the soronegatives animals
(63 soronegatives in c-ELISA and 60 soronegatives in the indirect ELISA). Statistical significant differences between
Indirect and competitive test ELISA for Theileria equi had not been observed. It is concluded that indirect test ELISA
showed high sensitivity and specificity (98,1% e 92,1%, respectively) for the diagnosis of Babesiosis by Theileria equi.

KEY-WORDS: Babesia equi. Theileria equi. Indirect ELISA. Competitive ELISA. Equine.
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INTRODUCAO

Babesiose equina é uma doenca causada por
protozodrios intraeritrociticos, Theileria equi e Babesia
caballi, equi possui como principal transmissor 0s
carrapatos (CRIADO-FORNELIO et al, 2003).E uma
das doencas de maior importancia econémica no
mercado equino (MELHORN e SCHEIN 1998), sendo
considerada a mais patogénica e a causa mais
consistente de hemoglobiniria e morte em equinos
(ZAUGG e LANE, 1992).

A babesiose é uma doenga cosmopolita,
bastante encontrada nas areas tropicais e subtropicais
do mundo, bem como em algumas regies de clima
temperado (DE WAAL, 1992). A ampla distribuicdo
geografica da babesiose equina estd intimamente
relacionada as areas de maior concentracdo dos seus
vetores (FRIEDHOFF, 1998). Segundo Friedhoff et al.
(1990), é considerada emergente nos paises
subtropicais e esta presente em areas que abrigam 90%
da populacdo equina mundial.

Nos equinos infectados por T. equi, a doenca se
caracteriza por febre, anemia, ictericia, hepatomegalia,
esplenomegalia, hemoglobinlria e em alguns casos
pode levar o animal a morte (SCHEIN, 1998). No
entanto, a maioria dos animais que se recuperam de
uma infeccdo aguda ou primaria, sdo portadores do
parasito por varios anos, tornando-se reservatdrios para
os carrapatos vetores (CACCIO et al., 2000;
KNOWLES, 1996). Além disso, a infeccdo por T. equi
pode ser suprimida por quimioterapicos, mas ndo pode
ser completamente eliminada (DE WALL & VAN
HEERDEN, 1994).

Os carrapatos desempenham importante papel
na transmissdo da babesiose equina. Na América, 0s
vetores de T. equi citados até o momento sdo
Dermacentor variabilis e Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, ambos identificados como transmissores
experimentais (GUIMARAES, 1998ab). No Brasil, as
principais espécies que parasitam os equideos sdo D.
nitens e Amblyomma cajennense. No entanto,
experimentalmente, foi evidenciado que esses
carrapatos sdo incapazes de transmitir T. equi
(STILLER & COAN, 1995). Estudos mais recentes
demonstram a importancia do R. microplus como
parasito de equinos (GUIMARAES et al., 1998ab;
BATTSETSEG et al., 2002) e indicam a sua
importancia comotransmissor natural de T. equi e B.
caballi. Guimardes et al. (1998ab) concluiram,
experimentalmente, que o B. microplus pode funcionar
como vetor natural de T. equi,uma vez que o0s
esporozoitos sdo capazes de completar seu
desenvolvimento nesse carrapato, que por sua vez,
pode transmitir o parasito para outro hospedeiro. A
transmissdo do parasito também pode ocorrer através
de instrumentos veterinérios (FARIAS, 2001) e por via
transplacentaria. RONCATI (2006) avaliou 50 potros
(machos e fémeas) e suas respectivas maes, logo apds o
parto, utilizando as técnicas de Real Time PCR e c-
ELISA (ensaio imunoenzimatico competitivo -
VRMD®), e concluiu que 46% das éguas apresentaram

resultado positivo para Theileria equi e 73% dos potros
positivos nasceram de mées positivas.

A Babesiose equina pode causar redugdo de
rendimento atlético, abortamento, infecgcdes agudas e
morte dos animais acometidos. Além disso, ha de se
considerar os prejuizos econdmicos decorrentes de
dificuldade de comercializagdo (importagdo e
exportagdo) e a proibicdo de participacdo em
competi¢des internacionais de animais soropositivos. A
morte e a ocorréncia de infeccdo aguda secundaria ndo
sdo tdo comuns em éareas endémicas, mas podem
ocorrer quando da reagudizacdo dos quadros crénicos,
principalmente em funcdo do estresse ou de doenca
concomitante (WALL, 1992; BARBOSA et al., 1995;
FARIAS, 2001; NAGORE et al., 2004)

As babesioses equinas, causadas por Theileria
equi e Babesia caballi, sdo enfermidades sanguineas de
grande importdncia na Medicina Veterinaria,
acometendo varias espécies animais principalmente
equinos (MUNDIM et al., 2008), sdo endémicas em
muitas regides do mundo e apresentam alta prevaléncia
(TEGLAS et al., 2005).

Em rebanhos equinos, a piroplasmose promove
consideraveis perdas econdmicas, tanto em relacdo aos
gastos relacionados a tratamento e manutencdo dos
animais, como também, prejudicando o treinamento e
acondicionamento de importantes e valiosos animais
atletas (FRIEDHOFF, 1988).

O método diagndstico para deteccdo e
identificacdo destes parasitas mais utilizado no meio
equino é o exame microscopico de esfregaco
sanguineo. Este método é pouco sensivel devido a
dificuldade da observacdo do parasito em casos de
animais que apresentem baixa parasitemia € em casos
agudos no inicio da doenga. Outros métodos de
diagndstico sdo: teste de fixacdo de complemento
(CFT) e o teste indireto do anticorpo fluorescente
(IFAT) que podem ser Uteis para detectar infecgdes
antigas, mas reacOes cruzadas entre espécies ja foram
relatadas (BRUNING, 1996). Atualmente, um dos
métodos de diagndstico utilizado para a Babesiose
equina, tanto por Theileria equi como para Babesia
caballi é o ELISA competitivo (c-ELISA). Esse KIT
diagnostico comercial foi desenvolvido nos EUA,
utilizando cepas isoladas na regido, e é recomendado
pela OIE (Organizacdo Internacional de Epizootias —
Organizacdo Mundial de Salde Animal), mostrando
ser o teste padrdo para transito internacional de equinos
(LNIV, 2009). O ensaio imunoenzimatico competitivo
(c - ELISA) tem como principio o blogueio da
atividade de uma enzima previamente marcada, na qual
amostras suspeitas (com ou sem anticorpos especificos)
sdo desafiadas em um recipiente com antigenos
especificos. Caso essas amostras possuam anticorpos,
estes irdo ligar-se aos antigenos, blogueando estes
epitopos, inibindo a ligacdo das enzimas-marcadas.
Quanto mais anticorpos presentes na amostra testada,
menor serd a coloracdo da reacdo.Outra técnica é
oensaio imunoenzimatico indireto (IELISA) que da-se
pelo principio do anticorpo presente na amostra ser
envolvido entre o antigeno que reveste a placa
experimental e uma enzima-marcada. A adicdo de uma
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enzima reagente substrato-cromogénica promove uma
cor ao ligar-se ao conjugado antigeno-anticorpo. A
coloragdo produzida na reagdo € diretamente
proporcional & quantidade de anticorpos presentes na
amostra  suspeita  (TIZARD, 2004; IDEXX
Laboratories 2007).As técnicas de biologia molecular,
como PCR (polimerase chain reaction — reacdo em
cadeia pela polimerase) provaram ser muito Uteis para
a deteccdo e a identificacdo de muitas espécies de
hemoparasitas como do grupo de Theileria/Babesia
(CACCIO et al, 2000). Estes métodos sdo baseados em
ensaios espécie-especifico, que almejam
principalmente o gene do rRNA 18S (SPARAGANO,
1999), mas protocolos esclusivos da amplificacdo sdo
necessarios para cada espécie, mostrando serem mais
especificos, quando comparados a técnicas soroldgicas
e exame direto de esfregaco sanguineo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
dois testes imunoenziméticos, um que utiliza como
antigeno a proteina recombinante EMAL (c-ELISA) de
Theileria equi, sendo este classificado com Padréo-
Ouro (gold standard test), e os outros antigenos
soltveis totais (ELISA indireto - iIELISA) de Theileria
equi analisando sensibilidade e especificidade
diagnosticas do iIELISA, visto que c-ELISA utiliza-se
anticorpos monoclonais, o que o torna mais especifico.
E ainda verificar se o kit ELISA indireto pode ser
utilizado como técnica de rotina para controle de
babesiose em rebanho nacionais.

ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo  estatistica dos  testes
imunoenzimaticos envolvidos no presente trabalho, foi
utilizado o Coeficiente de KAPPA, definido como uma
medida de associacdo usada para descrever e testar o
grau de concordancia (confiabilidade e precisdo) na
classificacdo em questdo (KOTZ, 1983).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 168 amostras de soro equino
(suspeitos ou ndo para babesiose), com idade minima de 1
ano, independente de sexo, raga e manejo. Desse total, 82
amostras foram colhidas mediante atendimento no Setor
de Equinos do Hospital Veterindrio da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo
Paulo e as outras 86 amostras de animais provenientes de
propriedades localizadas no Estado de Sdo Paulo. As
amostras foram colhidas por venopungdo, com a
utilizacdo de tubos estéreis a vacuo (sistema de
vacuntainer®) com gel ativador de codgulo, para
obtencdo de soro. Apds colheita elas foram centrifugadas,
acondicionadas em  microtubos  identificados e
armazenadas a -20°C para posterior analise.

As amostras de soro colhidas foram testadas
utilizando o kit c-ELISA (ensaio imunoenzimatico
competitivo, VMRD® — Pullman, WA, USA) e kit
ELISA indireto desenvolvido por BALDANI e
colaboradores (2004), pré-sensibilizadas com antigeno
de Theileria equi.

Para realizacdo do ensaio c-ELISA, tanto os
soros a serem testados como 0s soros controles

(positivo e negativo) foram diluidos com solucédo
tampéo (PBS — Tampdo fosfato salino) na proporcéo
1:2. Destas solucdes, foi transferido para cada pogo da
placa-teste, j& sensibilizada com antigeno de Theileria
equi, 50pl de cada amostra. Incubou-se a placa por 30
minutos em temperatura ambiente. Foram realizadas
trés lavagens da placa com solucdo prépria para
lavagem. Ap6s obtencdo da placa lavada e seca, houve
adicao de 50pl de anticorpo primario em cada pogo e
incubacdo da placa por 30 minutos em temperatura
ambiente. Foram realizadas trés lavagens da placa e
secagem da mesma. Houve adicdo de 50ul do
anticorpo secundario em cada pogo e incubagdo da
placa por 30 minutos em temperatura ambiente. Foram
realizadas trés lavagens da placa e secagem. Houve
adic8o de 50pl de substrato em cada pogo e incubagéo
da placa por 15 minutos em temperatura ambiente,
protegida de luz. Apos a incubagdo, foi adicionado
50pl de solugdo de parada (da reacdo) em cada pogo e
realizada a leitura da placa em leitora de microplaca
para ensaio imunoenzimatico, no comprimento de onda
de 630 nm.

O ELISA indireto foi realizado conforme
metodologia descrita por Baldani et al. (2004).
Resumidamente, a placa foi sensibilizada com 10 pg/mL
de antigeno bruto de T. equi diluido em tampao
carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Ap6s incubagdo
“overnight” a 4°C, o excesso de antigeno foi removido
por trés lavagens em PBS Tween 80 (pH 7,4). A placa
foi bloqueada com PBS Tween 80, acrescido de 6% de
leite em pé desnatado e incubada a 37°C por 90 minutos.
Os anticorpos néo ligados foram removidos por lavagens
como descrito acima. Cem microlitros de conjugado
anti-lgG equino, diluido conforme preconizado pelo
fabricante (Sigma Chemical Co.), foi adicionado a cada
poco, seguindo-se nova incubacdo a 37°C por 90
minutos. A placa foi lavada e o substrato apropriado (p-
nitrofenilfosfato - pNPP) foi adicionado. Apods 30
minutos de incubacdo em temperatura ambiente, a
leitura da reacéo foi realizada em leitor de microplacas
de ELISA, a um comprimento de onda de 405 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 168 amostras de soro equino analisadas, 63
foram negativas pelo c-ELISA (VRMD®) e 60 foram
negativas pelo ELISA indireto, como mostrado na
Tabela 1.

No c-ELISA, 37,5% (63/168) dos animais
foram soronegativos para T. equi, enquanto, 35,7%
(60/168) se mostraram  soronegativos pelo ELISA
indireto, 0 que mostra uma concordancia de 96,7%
entre os testes em questdo. Esses dados corroboram
com os achados de Baldani et al. (2004) que
demonstraram alta sensibilidade do ELISA indireto,
indicando que este teste pode ser apropriado para
estudos epidemioldgicos no Brasil. Asenzo et al.
(2008), comparando o ELISA indireto desenvolvido
pelo Centro de Pesquisas Veterinarias da Argentina
com o c-ELISA (VRMD®), demonstraram uma
especificidade de 99,5% em ambos os testes.
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Tabela 1 - Resultados dos testes ¢ — ELISA (ensaio imunoenzimatico competitivo - VMRD®) e ELISA indireto (ensaio
imunoenzimatico indireto, (BALDANI et al., 2004)) para Theileria equi em soro de equinos do Estado de S&o Paulo,

2012.
¢ -ELISA
- Total
'-ELISA + 103 (61,3%) 5 (2,9%) 108 (64,2%)
- 2 (1,19%). 58 (34,5%) 60 (35,8%)
Total 105 (62,5%) 63 (37,5%) 168 (100%)

Na presente pesquisa, os resultados observados
demonstram uma concordancia entre os testes de
97,2% dos animais soropositivos e de 95,2% dos
animais soronegativos para T. equi, 0 que mostra que 0
ELISA indireto é tdo sensivel como o c-ELISA
(Standard test segundo OIE —World Organisation for
Animal Health) no diagnéstico de theileirose em
eqliinos, mostrando sensibilidade de 98,1% e
especificidade de 92,1%, segundo calculos sugeridos
por MARTIN et al, (1994).

Os valores obtidos entre o0s métodos
diagnosticos foram submetidos ao Teste de Qui
quadrado (X%, o qual ndo demonstrou diferenca
significativa, evidenciando a confiabilidade do ELISA
Indireto comparado ao ELISA competitivo, o qual é
recomendado pela OIE (Organizacdo Mundial de
Saude Animal) (LNIV,2009).

O estudo realizado demonstrou que os métodos
diagnésticos para Theileria equi empregados neste
estudo, ELISA competitivo e ELISA indireto, nédo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas,
mostrando que a producéo de anticorpos foi suficiente
para ser detectadas em ambos 0s testes.

Adicionalmente, o uso de antigenos produzidos
por cepas brasileiras, no teste de ELISA indireto,
diminui a possibilidade da existéncia de diferencas
antigénicas entre isolados de regides diferentes, tornando
o teste espécie-especifico (BALDANI et al., 2004).

CONCLUSAO

Em conclusdo, o método imunoenziméatico
indireto (iIELISA) apresentou alta sensibilidade e
especificidade (98,1% e 92,1%, respectivamente) para
o diagnostico de Babesiose por Theileria equi, podendo
ser utilizado no controle de rotina para Babesiose em
rebanhos nacionais, oferecendo vantagens como menor
preco e facilidade de aquisicio por amostra e
apropriado para estudos epidemioldgicos.
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