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Resumo
Babesiose.

. . ~ . . Cavalos.
Este trabalho teve o objetivo de avaliar a reagdo de imunofluorescéncia

indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a reacao de fixacdo
do complemento (RFC) no diagndstico de Theileria equi em amostras
de soro de 79 equinos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRY]), Seropédica, R], Brasil. Houve reagao positiva para Theileria
equiem 74,7,75,9 ¢ 60,8% das amostras testadas pela RIFI, ELISA e
RFC, respectivamente. Observou-se discrepancia em 16,45% (n=13)
das amostras de soro testadas pelo ELISA indireto e RIFL. Quando
comparado a RIFI e a RFC, a discrepancia observada entre os soros
testados foi de 36,70% (n=29). O teste ELISA indireto e a RFC
apresentaram discordancia em 37,97% (n=30) das amostras de soros.
Os resultados do presente estudo sugerem que a melhor alternativa
para o diagnodstico soroldgico de 1. equi em eqiiinos portadores ¢ a
associacao dos testes de RIFI e ELISA indireto, especialmente para a
realizacdo de estudos soroepidemioldgicos.

Palavras-chave:

Theileria equ.
Diagnostico sorolégico.

Introducao

A babesiose eqiiina, também
conhecida como piroplasmose ou nutaliose
equina, trata-se de uma doenca produzida
pelos protozoarios Theileria equi (Laveran,
1901) Mehlhorn e Schein' e Babesia caballi
(Nuttal & Strickland, 1912), os quais sao
transmitidos, no Brasil, pelos carrapatos
Rhipicephalus (Boophilus) microplus™ e
Dermacentor (Anocentor) nitens*,
respectivamente. Essa enfermidade afeta
eqlinos, asininos, poneis, muares e zebras,
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podendo evoluir de forma aguda, subaguda
ou cronica. E caracterizada por anemia
hemolitica, pirexia, hepato e esplenomegalia,
hemoglobinuria, bilirrubinuria e, em alguns
casos, até a morte. No entanto, a grande
maioria dos animais torna-se portadores,
permanecendo nesse estado por longos
periodos e funcionando como uma fonte
de infec¢io para os carrapatos vetores.” A
babesiose eqiiina é considerada hoje, no
mundo inteiro, como o principal
impedimento para o transito internacional
de eqiiinos, seja para exportagao de animais,



seja para participa¢do em esportes equestres.®
Assim, somente equinos sorologicamente
negativos pata 1. equi e B. caballi podem ser
introduzidos em dreas livres desta
hemoparasitose.”

O desenvolvimento e a viabilizagiao
de métodos de diagndsticos altamente
sensiveis e especificos para T. equi que
permitam a detecgao do parasito em animais
portadores, que sejam reproduziveis e
econOmicos e, acima de tudo, confiaveis é
extremamente importante para o0s
programas de profilaxia e controle da
babesiose equina. O diagnéstico da
piroplasmose equina pode set realizado com
auxilio de métodos diretos e indiretos, dentre
os quais se destacam a pesquisa
parasitologica direta, realizada por meio de
esfregacos sangiiineos, a reacio em cadeia
da polimerase (PCR), o cultivo  vitro do
parasito e os métodos sorologicos, tais como
o ensaio imunoenzimatico (ELISA), a reacio
de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a
reacdo de fixagdo do complemento (RFC).
Entretanto, é digno de nota que todos esses
testes apresentam vantagens e desvantagens,
as quais devem ser cuidadosamente avaliadas.

As técnicas soroldgicas sao de larga
aplicacao em estudos de levantamento
epidemiolégico, devido a alta sensibilidade
e, desta forma, detectam infeccdes
subclinicas ou cronicas com eficicia superior
aquela obtida através dos exames diretos em
esfregacos sanguineos. O primeiro teste
sorologico aplicado para detecgdo de
anticorpos anti-Babesia em equinos foi a RFC
que, desde 1969, foi considerado o teste
oficial para o diagnéstico da babesiose
equina.® Entretanto, recentemente, a
Organizacio Internacional de Epizootias
(OIE) determinou que a RIFI ou mesmo o
ELISA podem ser utilizados em substituicdo
a RFC, pois este teste ndo detecta infecgbes
cronicas e pode apresentar resultados falso-
negativos.’

Diante do exposto, o presente estudo
foi realizado com a finalidade de avaliar a RIFT,
o teste de ELISA e a RFC no diagnéstico de
T. egui em equinos naturalmente infectados no
estado do Rio de Janeiro.
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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 Apreensio da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]J),
onde permaneceram durante o periodo de
coleta de amostras de sangue, a qual foi
realizada imediatamente ap6s a entrada dos
eqiiinos no referido Setor. As amostras de
soro foram submetidas aos testes
sorologicos da RIFI, do ELISA e da RFC
para pesquisa de anticorpos anti-1. equi.
Foram utilizados como controles negativos
dos testes de imunodiagnostico os soros
provenientes de equinos livres de infecgao
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 esfregaco sanguineo. Por
outro lado, soros de animais oriundos de
regido altamente endémica para a babesiose
equina, naturalmente infectados, e com
diagnostico confirmado pela presenca de 1.
equi, em esfregacos de sangue corados pelo
Giemsa e com titulo 1.280 na RIFI foram
utilizados como soros de referéncia positivos.

O antigeno parcialmente purificado
de T. equi foi preparado conforme técnica
desctita por Baldani et al."’. Para a prepatracio
do antigeno para a RIFI, as hemacias foram
lavadas com solucio salina estéril a 0,85% e
a papa de hemacias resultante foi ajustada
para a obtencdo de uma concentragio
aproximada de 30 hemdcias parasitadas por
campo. Apds secagem em temperatura
ambiente, as laminas contendo o extrato
antigénico foram armazenadas a -20°C, até
o momento do uso. Para a preparacio do
antigeno do ELISA e da RFC, o sangue
parasitado foi diluido 1:4 em solucio salina
a 0,85% e os eritrocitos infectados
submetidos a lise com solucio de tris-cloreto
de amonio."! Os merozoitas de T. equi
resultantes foram submetidos a nove ciclos
de congelamento a - 70°C, seguidos de
descongelamento a 37°C, liofilizados e
armazenados a - 70°C até o uso.
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A RFC para T. equi foi realizada
segundo técnica quantitativa'?, adaptada para
ser realizada em microplacas, com pouco
consumo de reagentes. A hemolisina e o
complemento foram gentilmente cedidos
pelo Laboratério de Apoio Animal-LAPA,
Belém, PA, do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Em
sintese, os soros testes, previamente
inativados em banho-maria a temperatura
de 56°C durante 30 minutos, foram
adicionados as cavidades das microplacas
juntamente com antigeno solavel de T. equi
e, em seguida, o sistema hemolitico
adicionado. Por fim, as placas foram
centrifugadas a 200xg, durante 5 minutos, e
a leitura final do grau de hemolise realizada
visualmente, com auxilio de uma escala de
lise. Foram consideradas positivas as reacdes
cujos soros apresentaram =< 50% de
hemolise, sendo positivo o animal com titulo
> 1:5." Em todas as reacdes foram
utilizados os controles dos soros, do
antigeno, do complemento e do sistema
hemolitico.

Na RIFI as laminas contendo o
extrato antigénico foram incubadas com
cada soro teste, diluido 1:80, em camara
umida a 37°C por 45 minutos. Apds trés
lavagens em solucio salina tamponada (PBS),
as laminas foram incubadas com anti-
imunoglobulina G de equino conjugado ao
isotiocianato de fluoresceina (KPL cat n® 02-
21-00) na diluicao 1:100 e observadas em
microscépio equipado para fluorescéncia
(Olympus, BX-FLA). Foram consideradas
positivas as amostras de soro com
titulos = 80."

Para o teste de ELISA indireto,
utilizou-se antigeno parcialmente purificado
de T. equi segundo Baldani et al.'"’. Na
cavidade das microplacas de fundo plano
(Nunclon™ Surface, Nunc. Denmark)
foram adicionados 100uL do antigeno
soluvel de T. equi, diluido em sua
concentracio Otima de reatividade
(10ug/mL) em tampido carbonato-
bicarbonato de sédio 0,05M pH 9,6. Os
soros testes e soros de referéncia positivos e
negativos foram utilizados na dilui¢ao 1:100
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e o conjugado com imunoglobulina G anti-
equino diluido 1:30.000. A atividade
imunoldgica de cada soro testado foi
calculada mediante a determinacdo do valor
A/P (amostra em relacdo ao positivo),
considerando os soros de referéncia
negativos e positivos. Foram considerados
positivos os soros que apresentaram valor
A/P = 0,278, a um comptimento de onda
de 405nm.

A comparacio dos testes sorologicos
para o diagnéstico de T. egui foi realizada
através de tabelas de contingéncia 2 x 2 e, 0s
pares discordantes avaliados através do teste
ndo paramétrico de McNemar utilizando o
programa BIOSTAT 2.0."

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 comparacio 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=0) 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 comparacao 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 analise comparativa dos
resultados do teste de ELISA e da RFC
demonstrou concordancia em 62% (n=49) ¢
discordancia em 38% (n=30) das amostras de
soro testadas. Destas, 26,5% (n=21) dos sotos
ELISA-positivos apresentaram-se negativos na
REC ¢ 11,4% (0n=9) das amostras de soros
positivos na RFC foram negativos no teste
de ELISA (Tabela 3).
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Tabela 1 - Avaliacdo das técnicas de reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA) no diagnostico sorologico de Theileria equi em eqiiinos - Seropédica/R] - outubro de 2008

Teste ELISA
Total
Diagnostico Positivos Negativos
Positivos 53 (67,1%) 6 (7,6%) 59 (74,7%)
RIFI
Negativos 7(8.9%) 13 (16.5%) 20 (25,3%)
Total 60 (75,9%) 19 (24.1%) 79 (100%)

Teste de McNemar com %2 dos pares discordantes igual a 0,0000 e p=1,0000

Tabela 2 - Avaliacao das técnicas de reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e fixacdo do complemento (RFC)
no diagndstico soroldgico de Theileria equi em eqiinos - Seropédica/R) - outubro de 2008

Teste RIFI
Total
Diagnoéstico Positivos Negativos
Positivos 39 (49,4%) 9 (11,4%) 48 (60,8%)
RFC
Negativos 20 (25.3%) 11 (13.9%) 31 (39,2%)
Total 59 (74,7%) 20 (25,3%) 79 (100%)

Teste de McNemar com %2 dos pares discordantes igual a 3,4483 e p=0,0633

Tabela 3 - Avaliacao das técnicas de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e reacao de fixacao do complemento (RFC)
no diagndstico soroldgico de Theileria equi em eqiinos - Seropédica/R]) - outubro de 2008

Teste ELISA
Total
Diagnostico Positivos Negativos
Positivos 39 (49,4%) 9 (11,4%) 48 (60,8%)
RFC
Negativos 21 (26,5%) 10 (12,6%) 31 (39,2%)
Total 60 (75,9%) 19 (24.0%) 79 (100%)

Teste de McNemar com %2 dos pares discordantes igual a 4,0333 e p=0,0446

Discussao

A detecgio de anticorpos especificos
anti-T. equi por diversos métodos
sorolégicos tem sido reconhecido como o
método de escolha para a detecgdo de
equinos portadores de babesiose,
especialmente para a realizacio de estudos
soroepidemiolégicos. Atualmente, a RIFI e
o ELISA sio os testes mais rotineiramente
utilizados pata a detec¢io de anticorpos anti-
T. equi, sendo inclusive recomendados pela
OIE para o diagnéstico da babesiose equina.
Entretanto, a RFC foi durante muito tempo

considerado o teste oficial para o diagndstico
sorologico dessa hemoparasitose e, ainda
hoje, ¢ utilizado por alguns laboratérios de
referéncia.

No presente estudo, aproximadamente
76% dos equinos testados pela RIFI ¢ ELISA
e 01% pela RFC apresentaram anticorpos
anti-T. egui. Quando o teste de ELISA foi
comparado com a RIFI, observou-se uma
concordancia de 83,55% (n=606), sugerindo
que ambos os testes podem ser
indicados para a realizacdo de estudos
soroepidemiolégicos. Tal o fato, que esses
foram os testes que apresentaram menor

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 46, n. 6, p. 484-490, 2009



488

numero de amostras discrepantes. Entre as
desvantagens da RIFI em relacdo ao ELISA
¢ que o antigeno ¢é preparado a partir de
esfregacos sanguineos com percentual
variado de eritrécitos infectados, em que a
producio e disponibilidade desse antigeno,
em particular, constituem um dos maiores
entraves desse método de diagndstico'™>',
associado ao fato de ser um teste subjetivo
em que a experiéncia do observador ¢é
necessaria para diferenciar entre reagoes
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 antigeno, permitindo desta
forma melhor padronizacao do ensaio.
Aliado a isso esta o fato de que no ELISA
varios epitopos antigénicos sao expostos
pela ruptura do parasito durante a
preparacido do antigeno, ao contrario da
RIFI em que os anticorpos interagem
preferencialmente com antigenos de
superficie. 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 merozoitas parcialmente
purificado, com sensibilidade e
especificidade de 100% para T. equi,
conforme demonstrado anteriormente por
Baldani et al."’. Deve ser ressaltado, que no
ELISA indireto, ao contrario da RIFI, os
resultados sao determinados automaticamente,
permitindo dessa forma a analise simultinea
de um nimero maior de amostras em um
curto espaco de tempo.'*!

Os resultados obtidos pela RFC no
presente estudo demonstraram baixa
sensibilidade em relacio a RIFI e ao ELISA
e sao concordantes com aqueles relatados
na literatura. A RFC ni3o detecta infeccoes
cronicas e pode apresentar resultados falso-
positivos e falso-negativos, por nio
discriminar claramente animais negativos e
animais portadores®'’, ja que se baseia
primariamente  na  detec¢ao  de
imunoglobulinas M'®. Bose e Peymann'
observaram uma baixa sensibilidade da RFC
ao comparar essa técnica com o ELISA,
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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 interpretagdo ¢ usualmente subjetiva e
cuja sensibilidade tende a reduzir de acordo
com a resposta imunoldgica dos animais,
dependendo de classes e subclasses de
imunoglobulinas.?**" Todos esses fatores
justificam, portanto, o grande numero de
amostras discrepantes entre a RFC, o ELISA
e a RIFI, com concordancia 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 importancia no Brasil
e os resultados demonstraram uma
prevaléncia relativamente elevada para T. equi
na populacio de equinos estudada. Tenter e
Friedhoff’ testaram 25 amostras de soros
de eqiiinos para babesiose, sendo 18 do
estado do Rio de Janeiro e sete do Espirito
Santo e detectaram 72% de animais positivos
para 1. equi pela RIFI e 68% pela RFC.
Enquanto Pfeifer Barbosa® a observaram
anticorpos anti-1. egzi em 100% (n=060) dos
soros de eqtinos da UFRR], no municipio
de Seropédica, Rio de Janeiro, testados pela
RIFI e 96,7% pela RFC. Nesta mesma
regido, Pfeifer Barbosa et al.** demonstraram
uma prevaléncia de 100% (n=120) para T.
equi pela RIFI e, posteriormente, outros
trabalhos apresentaram taxas de prevaléncia
de 73,5% (n=121) pela RIFI e de 84,6% pela
RFC*% para T. equi, 0 que caracteriza esta
regiao como endémica para babesios
e equina.

A frequéncia de anticorpos anti-T. equi
no presente estudo é menor que a observada
por alguns autores nessa mesma regiao. Isso
pode estar relacionado as diferentes origens
dos animais no estado do Rio de Janeiro,
que parece ser um importante fator na
prevaléncia de infec¢Oes por 1. egui, pois nas
propriedades em que equinos tém contato
direto ou indireto com bovinos e onde nio
ha controle rigido de carrapatos, a incidéncia
de T. egui é mais elevada.”’ Assim, sugere-



se que os animais utilizados no presente
estudo e apreendidos no ambito da UFRR]
sejam procedentes de localidades onde sao
criados nas condi¢coes descritas acima.

Conclusoes
Os resultados desse trabalho

demonstram que a melhor alternativa para
o diagnodstico sorologico de babesiose por
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T. equi em equinos de areas endémicas para
babesioses é a associacio da RIFI e do
ELISA indireto, especialmente para a
realizacdo de estudos soroepidemiolégicos.
Adicionalmente, a elevada frequéncia de
animais soropositivos para 1. equi na
populaciao de equinos estudada reforg¢a
a necessidade de maiores investimentos
e estudos no diagndstico da babesios
¢ equina.

Comparative studies of three methods for detection Theileria equi antibody
in endemic areas horses from Rio de Janeiro state

Abstract

Key words:
Babesiosis.

Equine.

Theileria equi.
Serological diagnostic.

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
(UFRRY)), Seropédica, R], 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.
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