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Resumo

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a reação de imunofluorescência
indireta (RIFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) e a reação de fixação
do complemento (RFC) no diagnóstico de Theileria equi em amostras
de soro de 79 equinos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Seropédica, RJ, Brasil. Houve reação positiva para Theileria
equi em 74,7, 75,9 e 60,8% das amostras testadas pela RIFI, ELISA e
RFC, respectivamente. Observou-se discrepância em 16,45% (n=13)
das amostras de soro testadas pelo ELISA indireto e RIFI. Quando
comparado a RIFI e a RFC, a discrepância observada entre os soros
testados foi de 36,70% (n=29). O teste ELISA indireto e a RFC
apresentaram discordância em 37,97% (n=30) das amostras de soros.
Os resultados do presente estudo sugerem que a melhor alternativa
para o diagnóstico sorológico de T. equi em eqüinos portadores é a
associação dos testes de RIFI e ELISA indireto, especialmente para a
realização de estudos soroepidemiológicos.
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Introdução

A babesiose eqüina, também
conhecida como piroplasmose ou nutaliose
eqüina, trata-se de uma doença produzida
pelos protozoários Theileria equi (Laveran,
1901) Mehlhorn e Schein1 e Babesia caballi
(Nuttal & Strickland, 1912), os quais são
transmitidos, no Brasil, pelos carrapatos
Rhipicephalus (Boophilus) microplus2,3 e
Dermacentor (Anocentor) nitens4,
respectivamente. Essa enfermidade afeta
eqüinos, asininos, pôneis, muares e zebras,

podendo evoluir de forma aguda, subaguda
ou crônica. É caracterizada por anemia
hemolítica, pirexia, hepato e esplenomegalia,
hemoglobinúria, bilirrubinúria e, em alguns
casos, até a morte. No entanto, a grande
maioria dos animais torna-se portadores,
permanecendo nesse estado por longos
períodos e funcionando como uma fonte
de infecção para os carrapatos vetores.5 A
babesiose eqüina é considerada hoje, no
mundo inteiro, como o principal
impedimento para o trânsito internacional
de eqüinos, seja para exportação de animais,
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seja para participação em esportes equestres.6
Assim, somente equinos sorologicamente
negativos para T. equi e B. caballi podem ser
introduzidos em áreas livres desta
hemoparasitose.7

O desenvolvimento e a viabilização
de métodos de diagnósticos altamente
sensíveis e específicos para T. equi que
permitam a detecção do parasito em animais
portadores, que sejam reproduzíveis e
econômicos e, acima de tudo, confiáveis é
extremamente importante para os
programas de profilaxia e controle da
babesiose equina. O diagnóstico da
piroplasmose equina pode ser realizado com
auxílio de métodos diretos e indiretos, dentre
os quais se destacam a pesquisa
parasitológica direta, realizada por meio de
esfregaços sangüíneos, a reação em cadeia
da polimerase (PCR), o cultivo in vitro do
parasito e os métodos sorológicos, tais como
o ensaio imunoenzimático (ELISA), a reação
de imunofluorescência indireta (RIFI) e a
reação de fixação do complemento (RFC).
Entretanto, é digno de nota que todos esses
testes apresentam vantagens e desvantagens,
as quais devem ser cuidadosamente avaliadas.

As técnicas sorológicas são de larga
aplicação em estudos de levantamento
epidemiológico, devido à alta sensibilidade
e, desta forma, detectam infecções
subclínicas ou crônicas com eficácia superior
àquela obtida através dos exames diretos em
esfregaços sanguíneos. O primeiro teste
sorológico aplicado para detecção de
anticorpos anti-Babesia em equinos foi a RFC
que, desde 1969, foi considerado o teste
oficial para o diagnóstico da babesiose
eqüina.8 Entretanto, recentemente, a
Organização Internacional de Epizootias
(OIE) determinou que a RIFI ou mesmo o
ELISA podem ser utilizados em substituição
a RFC, pois este teste não detecta infecções
crônicas e pode apresentar resultados falso-
negativos.9

Diante do exposto, o presente estudo
foi realizado com a finalidade de avaliar a RIFI,
o teste de ELISA e a RFC no diagnóstico de
T. equi em equinos naturalmente infectados no
estado do Rio de Janeiro.

Material e Método

Foram utilizadas 79 amostras de soro
de equinos apreendidos nas rodovias federais
do estado do Rio de Janeiro e transferidos
para o Setor de Apreensão da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
onde permaneceram durante o período de
coleta de amostras de sangue, a qual foi
realizada imediatamente após a entrada dos
eqüinos no referido Setor. As amostras de
soro foram submetidas aos testes
sorológicos da RIFI, do ELISA e da RFC
para pesquisa de anticorpos anti-T. equi.
Foram utilizados como controles negativos
dos testes de imunodiagnóstico os soros
provenientes de eqüinos livres de infecção
por T. equi e B. caballi. Esses soros pertenciam
ao banco de soros do “Middleburg
Agricultural Research and Extension Center”,
Virginia, EUA e apresentavam-se negativos
pela RIFI e pelo esfregaço sanguíneo. Por
outro lado, soros de animais oriundos de
região altamente endêmica para a babesiose
eqüina, naturalmente infectados, e com
diagnóstico confirmado pela presença de T.
equi, em esfregaços de sangue corados pelo
Giemsa e com título 1.280 na RIFI foram
utilizados como soros de referência positivos.

O antígeno parcialmente purificado
de T. equi foi preparado conforme técnica
descrita por Baldani et al.10. Para a preparação
do antígeno para a RIFI, as hemácias foram
lavadas com solução salina estéril a 0,85% e
a papa de hemácias resultante foi ajustada
para a obtenção de uma concentração
aproximada de 30 hemácias parasitadas por
campo. Após secagem em temperatura
ambiente, as lâminas contendo o extrato
antigênico foram armazenadas a -20°C, até
o momento do uso. Para a preparação do
antígeno do ELISA e da RFC, o sangue
parasitado foi diluído 1:4 em solução salina
a 0,85% e os eritrócitos infectados
submetidos à lise com solução de tris-cloreto
de amônio.11 Os merozoítas de T. equi
resultantes foram submetidos a nove ciclos
de congelamento a - 70oC, seguidos de
descongelamento a 37oC, liofilizados e
armazenados a - 70oC até o uso.
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A RFC para T. equi foi realizada
segundo técnica quantitativa12, adaptada para
ser realizada em microplacas, com pouco
consumo de reagentes. A hemolisina e o
complemento foram gentilmente cedidos
pelo Laboratório de Apoio Animal–LAPA,
Belém, PA, do Ministério da Agricultura
Pecuária e Abastecimento (MAPA). Em
síntese, os soros testes, previamente
inativados em banho-maria a temperatura
de 56oC durante 30 minutos, foram
adicionados às cavidades das microplacas
juntamente com antígeno solúvel de T. equi
e, em seguida, o sistema hemolítico
adicionado. Por fim, as placas foram
centrifugadas a 200xg, durante 5 minutos, e
a leitura final do grau de hemólise realizada
visualmente, com auxílio de uma escala de
lise. Foram consideradas positivas as reações
cujos soros apresentaram ≤ 50% de
hemólise, sendo positivo o animal com título
≥ 1:5.13 Em todas as reações foram
utilizados os controles dos soros, do
antígeno, do complemento e do sistema
hemolítico.

Na RIFI as lâminas contendo o
extrato antigênico foram incubadas com
cada soro teste, diluído 1:80, em câmara
úmida a 37ºC por 45 minutos. Após três
lavagens em solução salina tamponada (PBS),
as lâminas foram incubadas com anti-
imunoglobulina G de equino conjugado ao
isotiocianato de fluoresceína (KPL cat no 02-
21-06) na diluição 1:100 e observadas em
microscópio equipado para fluorescência
(Olympus, BX-FLA). Foram consideradas
positivas as amostras de soro com
títulos ≥ 80.10

Para o teste de ELISA indireto,
utilizou-se antígeno parcialmente purificado
de T. equi segundo Baldani et al.10. Na
cavidade das microplacas de fundo plano
(NunclonTM Surface, Nunc. Denmark)
foram adicionados 100μL do antígeno
solúvel de T. equi, diluído em sua
concentração ótima de reatividade
(10μg/mL) em tampão carbonato-
bicarbonato de sódio 0,05M pH 9,6. Os
soros testes e soros de referência positivos e
negativos foram utilizados na diluição 1:100

e o conjugado com imunoglobulina G  anti-
equino diluído 1:30.000. A atividade
imunológica de cada soro testado foi
calculada mediante a determinação do valor
A/P (amostra em relação ao positivo),
considerando os soros de referência
negativos e positivos. Foram considerados
positivos os soros que apresentaram valor
A/P ≥ 0,278, a um comprimento de onda
de 405nm.

A comparação dos testes sorológicos
para o diagnóstico de T. equi foi realizada
através de tabelas de contingência 2 x 2 e, os
pares discordantes avaliados através do teste
não paramétrico de McNemar utilizando o
programa BIOSTAT 2.0.14

Resultados

Os anticorpos anti-T. equi foram
determinados nos soros de 79 equinos
apreendidos e os resultados demonstraram
que 74,6% (n=59) foram positivos pela RIFI,
enquanto 75,9% (n=60) foram positivos
pelo ELISA e apenas 60,8% (n=48)
pela RFC.

A comparação entre a RIFI e o teste
de ELISA demonstrou reatividade discrepante
em 16,5% (n=13) das amostras de soros, de
modo que 7,6% (n=6) dos soros negativos
pelo ELISA foram positivos pela RIFI e 8,9%
(n=7) das amostras ELISA-positivo
demonstraram-se negativas na RIFI (Tabela 1).

Por outro lado, a comparação entre os
resultados da RIFI e da RFC demonstrarou
36,7% (n=29) de amostras de soro com
reatividade discrepante. Destes, 25,3% (n=20)
das amostras positivas pela RIFI
apresentaram-se negativos na RFC e 11,4%
(n=9) dos soros positivos na RFC foram
negativos na RIFI (Tabela 2).

Por fim, a análise comparativa dos
resultados do teste de ELISA e da RFC
demonstrou concordância em 62% (n=49) e
discordância em 38% (n=30) das amostras de
soro testadas. Destas, 26,5% (n=21) dos soros
ELISA-positivos apresentaram-se negativos na
RFC e 11,4% (n=9) das amostras de soros
positivos na RFC foram negativos no teste
de ELISA (Tabela 3).
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Discussão

A detecção de anticorpos específicos
anti-T. equi por diversos métodos
sorológicos tem sido reconhecido como o
método de escolha para a detecção de
eqüinos portadores de babesiose,
especialmente para a realização de estudos
soroepidemiológicos. Atualmente, a RIFI e
o ELISA são os testes mais rotineiramente
utilizados para a detecção de anticorpos anti-
T. equi, sendo inclusive recomendados pela
OIE para o diagnóstico da babesiose equina.
Entretanto, a RFC foi durante muito tempo

considerado o teste oficial para o diagnóstico
sorológico dessa hemoparasitose e, ainda
hoje, é utilizado por alguns laboratórios de
referência.

No presente estudo, aproximadamente
76% dos equinos testados pela RIFI e ELISA
e 61% pela RFC apresentaram anticorpos
anti-T. equi. Quando o teste de ELISA foi
comparado com a RIFI, observou-se uma
concordância de 83,55% (n=66), sugerindo
que ambos os testes podem ser
indicados para a realização de estudos
soroepidemiológicos. Tal o fato, que esses
foram os testes que apresentaram menor

Tabela 1 - Avaliação das técnicas de reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimático
(ELISA) no diagnóstico sorológico de Theileria equi em eqüinos - Seropédica/RJ - outubro de 2008

Tabela 2 - Avaliação das técnicas de reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e fixação do complemento (RFC)
no diagnóstico sorológico de Theileria equi em eqüinos - Seropédica/RJ - outubro de 2008

Tabela 3 - Avaliação das técnicas de ensaio imunoenzimático (ELISA) e reação de fixação do complemento (RFC)
no diagnóstico sorológico de Theileria equi em eqüinos - Seropédica/RJ - outubro de 2008
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número de amostras discrepantes. Entre as
desvantagens da RIFI em relação ao ELISA
é que o antígeno é preparado a partir de
esfregaços sanguíneos com percentual
variado de eritrócitos infectados, em que a
produção e disponibilidade desse antígeno,
em particular, constituem um dos maiores
entraves desse método de diagnóstico15,16,
associado ao fato de ser um teste subjetivo
em que a experiência do observador é
necessária para diferenciar entre reações
fracamente positivas e negativas, resultando
no aparecimento de amostras falso-positivas.
O teste de ELISA, por sua vez, é realizado
utilizando uma quantidade conhecida e
determinada de antígeno, permitindo desta
forma melhor padronização do ensaio.
Aliado a isso está o fato de que no ELISA
vários epítopos antigênicos são expostos
pela ruptura do parasito durante a
preparação do antígeno, ao contrário da
RIFI em que os anticorpos interagem
preferencialmente com antígenos de
superfície. Esse fato pode justificar os
resultados obtidos em soros ELISA-
positivos e RIFI-negativos. Além disso, o
ELISA indireto utilizado foi padronizado
com uso de merozoítas parcialmente
purificado, com sensibilidade e
especificidade de 100% para T. equi,
conforme demonstrado anteriormente por
Baldani et al.10. Deve ser ressaltado, que no
ELISA indireto, ao contrário da RIFI, os
resultados são determinados automaticamente,
permitindo dessa forma a análise simultânea
de um número maior de amostras em um
curto espaço de tempo.10,15

Os resultados obtidos pela RFC no
presente estudo demonstraram baixa
sensibilidade em relação à RIFI e ao ELISA
e são concordantes com aqueles relatados
na literatura. A RFC não detecta infecções
crônicas e pode apresentar resultados falso-
positivos e falso-negativos, por não
discriminar claramente animais negativos e
animais portadores8,17, já que se baseia
primariamente na detecção de
imunoglobulinas M18. Bose e Peymann19

observaram uma baixa sensibilidade da RFC
ao comparar essa técnica com o ELISA,

Western–blotting e RIFI, em que a
sensibilidade observada para o teste de
ELISA foi de 98,3%, 94,9% para Western-
blotting, 96,6% para RIFI e somente 28,8%
para RFC. Além disso, a RFC é uma técnica
cuja interpretação é usualmente subjetiva e
cuja sensibilidade tende a reduzir de acordo
com a resposta imunológica dos animais,
dependendo de classes e subclasses de
imunoglobulinas.20,21 Todos esses fatores
justificam, portanto, o grande número de
amostras discrepantes entre a RFC, o ELISA
e a RIFI, com concordância de apenas
62,03% e 63,30%, respectivamente.

O estudo da resposta imune humoral
em soros de equinos nacionais tem
demonstrado que a babesiose equina é um
problema de grande importância no Brasil
e os resultados demonstraram uma
prevalência relativamente elevada para T. equi
na população de equinos estudada. Tenter e
Friedhoff9 testaram 25 amostras de soros
de eqüinos para babesiose, sendo 18 do
estado do Rio de Janeiro e sete do Espírito
Santo e detectaram 72% de animais positivos
para T. equi pela RIFI e 68% pela RFC.
Enquanto Pfeifer Barbosa22 a observaram
anticorpos anti-T. equi em 100% (n=60) dos
soros de eqüinos da UFRRJ, no município
de Seropédica, Rio de Janeiro, testados pela
RIFI e 96,7% pela RFC. Nesta mesma
região, Pfeifer Barbosa et al.23 demonstraram
uma prevalência de 100% (n=120) para T.
equi pela RIFI e, posteriormente, outros
trabalhos apresentaram taxas de prevalência
de 73,5% (n=121) pela RIFI e de 84,6% pela
RFC24,25 para T. equi, o que caracteriza esta
região como endêmica para babesios
e equina.

A frequência de anticorpos anti-T. equi
no presente estudo é menor que a observada
por alguns autores nessa mesma região. Isso
pode estar relacionado às diferentes origens
dos animais no estado do Rio de Janeiro,
que parece ser um importante fator na
prevalência de infecções por T. equi, pois nas
propriedades em que equinos têm contato
direto ou indireto com bovinos e onde não
há controle rígido de carrapatos, a incidência
de T. equi é mais elevada.26,27 Assim, sugere-
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se que os animais utilizados no presente
estudo e apreendidos no âmbito da UFRRJ
sejam procedentes de localidades onde são
criados nas condições descritas acima.

Conclusões

Os resultados desse trabalho
demonstram que a melhor alternativa para
o diagnóstico sorológico de babesiose por

T. equi em equinos de áreas endêmicas para
babesioses é a associação da RIFI e do
ELISA indireto, especialmente para a
realização de estudos soroepidemiológicos.
Adicionalmente, a elevada frequência de
animais soropositivos para T. equi na
população de equinos estudada reforça
a necessidade de maiores investimentos
e estudos no diagnóstico da babesios
e equina.

Comparative studies of three methods for detection Theileria equi antibody

in endemic areas horses from Rio de Janeiro state

Abstract

This study was carried out to evaluate indirect fluorescent antibody
test (IFAT), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
complement fixation test (CFT) of Theileria equi diagnosis in sera
samples of  79 horses at Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Seropédica, RJ, Brazil were tested. Positive reaction was
obtained in 74.7, 75.9 and 60.8% of  samples tested by IFAT, indirect
ELISA and CFT, respectively. Discrepancy was observed in 16.45%
(n=13) of  serum samples tested by ELISA and IFAT. While IFAT
and CFT were compared, the discrepancy observed among the samples
tested were 36.71% (n=29). Indirect ELISA and CFT test presented
disagreement in 37.97% (n=30) of serum samples tested. Results of
present study suggests that the best alternative for serological diagnosis
T. equi in carriers horses is the combined use of  IFAT and indirect
ELISA test, especially for accomplishment of seroepidemiological
studies.

Key words:
Babesiosis.
Equine.
Theileria equi.
Serological diagnostic.
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