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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS PROVAS DE ELISA

E IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IF1) PARA
DETECTAR ANTICORPOS CONTRA Babesia bovis'

A COMPARATIVE STUDY BETWEEN ELISA AND INDIRECT IMUNOFLUORESCENT

(IFI) TESTS TO DETECT ANTIBODIES AGAINST Babesia bovis

Jodo Ricardo Martins* Bartolomeu Lima Corréa? Victor Hermes Ceresér?

RESUMO

Comparou-se o desempenho de um kit de ELISA para
detectar anticorpos contra Babesia bovis, em hemoparasita
bovino, com o teste de Imunofluorescéncia Indireta (IF]) usualmen-
te empregado em rotina sorologica. Sobre 97 amostras de soros
oriundas de uma regido livre de carrapatos e hematozodrios. o
teste de ELISA demonstrou uma especificidade de 98,9% contra
97.9% do teste de IFI. Ambos os testes apresentaram uma sensibili-
dade de 100% quando utilizados sobre 22 amostras de soro de
bovinos experimentalmente infectados com B. bovis. Os resultados
obtidos sobre 1560 amostras colhidas a campo, mostraram uma
concoraancia de 90,1% (1406/1560) entre amostras positivas e
negativas, enquanto que 4,2% (66) foram positivas para IFI e

negativas para tLISA e 3,6% (88) foram negativas para IFI e
positivas para ELISA

Palavras-chave: sorologia, Babesia bovis, ELISA, IFI

SUMMARY

Performance of an ELISA kit for detecting antibodies
to Babesia bovis, a bovine haemoparasite, was compared with the
Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) used in serological
routine. Over 97 sera samples from a free tick area, ELISA showed
an specificity of 98.9% against 97.9% obtained by IFAT. Both tests
showed a sensitivity of 100% when compared over 22 sera samples
from experimentally infected bovine with B. bovis. Results obtained
with 1560 field samples showed an agreement of 90.1%
(1406/1560) between positive and negative samples while 4.2%

(66) were positives to IFAT and negatives to ELISA, and 5.6% (88)
were negatives to IFAT and positives to ELISA.
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INTRODUCAO

A babesiose bovina no Brasil e demais
paises sul-americanos ¢ uma enfermidade causada
pelos protozoarios Babesia bovis € B. bigemina, sendo
O carrapato Boophilus microplus, o Unico vetor
conhecido (GUGLIELMONE, 1995). Estes agentes
diferem entre si com rela¢do a patogenicidade e a
alguns aspectos bioldgicos. As infec¢des por Babesia
Sp sdo classicamente diagnosticadas através da
visualizagdo direta de estagios intra-eritrociticos por
me1o de microscopio 6tico comum. Entretanto, quando
0s nivels de parasitemia sdo muito baixos, infeccdes
latentes ou subclinicas sdo dificeis de serem
demonstradas. A detecgdo de anticorpos especificos no
soro dos portadores, foi uma alternativa encontrada
para 1dentificar bovinos nestas condicdes. A
Importancia econdmica da babesiose esta relacionada
com elevada mortalidade e morbidade, especialmente
de bovinos adultos primo-infectados. Introduzir
bovinos oriundos de areas livres de babesiose para
areas end€micas, onde o vetor B. microplus esta
presente, exige a adogdo de medidas profilaticas

obrigatorias, tais como imunizacdo, a fim de se evitar
surtos da enfermidade.
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A identificacdo de bovinos portadores de
anticorpos contra B. bovis constitui um importante
auxilio para o conhecimento da epidemiologia deste
hemoparasita. Os testes soroldgicos que tém sido
utilizados para detectar anticorpos incluem o teste de
Fixacdo de Complemento (MAHONEY, 1962),
Imunofluorescéncia Indireta (ROSS & LOHR, 1968)
e Hemoaglutinagdo Indireta (GOODGER, 1971). Mais
recentemente, testes imunoenzimaticos (ELISA) tém
sido aplicados no diagnostico sorologico de inumeras
infec¢des por hemoparasitas de interesse médico e
veterinario (VOLLER et al., 1979). Estes testes t€m
demonstrado maior especificidade do que os utilizados
anteriormente (TODOROVIC & CARSON, 1981).

BARRY et al. (1982) descreveram uma comparagao

entre os testes de ELISA e imunofluorescéncia indireta

(IFI) para detectar anticorpos contra B. bovis, com
amostras de soros conhecidas e encontraram mais de
95% de concordancia entre os dois métodos, sendo a
prova de ELISA mais sensivel do que IFI.

WALTISBUHL et al. (1987) relataram um incremento
na sensibilidade no teste de ELISA através do uso da

enzima peroxidase em substituicio a fosfatase

alcalina. JOHNSTON et al. (1973) descreveram uma
técnica de IF1, a qual, com algumas moditicag¢des, esta

sendo usada no Laboratorio de Parasitologia do
CPVDF. As vantagens descritas do teste de ELISA em

relacdo ao IFI, estdo relacionadas ao fato do teste ser
quantitativo, ndo objeto de interpretacdo subjetiva, €

apresentar um maior potencial de processamento de

exames em um periodo menor de tempo, além de ser

altamente especitico.

Neste  trabalho,
comparac¢do entre um teste de ELISA, apresentado sob
a forma de um kit e IFI na detec¢do de anticorpos €
discute-se a viabilidade do sistema de ELISA.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de soros de campo

Foram colhidas 1560 amostras de soro
bovino em duas regides consideradas endémicas para
B. bovis no Rio Grande do Sul: municipios de

Livramento ( 30° 53’ 18” Lat S; 55°31° 56” Long O)

e Bagé (31°20° 13” Lat.S; 54° 06° 21" Long. O). As
amostras foram armazenadas a -20 °C e mantidas
catalogadas até a execuc¢do dos testes.

Soros padraoes

Para verificar a especificidade do teste de

ELISA, foram utilizadas como controle negativo, 97

descreve-se uma

amostras de soros, colhidas em uma area livre de
hematozoarios no RS (Santa Vitéria do Palmar, 33°
31'14” lat. S; 53° 21’ 47” long. O) € negativos
sorologicamente através de IFI. Também foram
realizados exames microscopios, atraves de estregacos
de sangue corados por Giemsa, nestes animais, 0S
quais demonstraram a auséncia de hemoparasitas
circulantes.

Foram colhidas 22 amostras de sangue de
bovinos experimentalmente infectados com B. bovis,
as quais foram utilizadas como referéncia no teste apos
confirmac¢do da presen¢a de hemoparasitos atraves de
visualiza¢do por microscopia.

Preparacio do antigeno para Imunofluorrescéncia
Indireta (1KI)

Um terneiro com 6 meses de 1dade, previa-
mente esplenectomizado, fo1 inoculado com B. bovis,
via intravenosa, com 10 milhdes de parasitas/mm’. No
pico da parasitemia (dia 10; 0,1% de eritrocitos infec-
tados), 100ml de sangue foi retirado € imediatamente
homogeneizado com anticoagulante (citrato de sodio,
13,5%). Este material fo1 lavado 2 vezes em solug¢do
tampdo fosfato (PBS) e centrifugado a 1000g, durante
10 minutos. O sedimento foi passado atraves de um po
de celulose fibrosa (CF 11, Whatman) € inoculado, via
intravenosa, em um segundo bovino esplenectomiza-
do. Quando a parasitemia alcangou 3-5%, S00ml de
sangue foi retirado e homogeneizado com Citrato de
sodio, numa relacdo de 7/1 (sangue/citrato de sodio).
O sangue assim obtido foi lavado 3 vezes com PBS
(1000g, 15 minutos). Os eritrocitos lavados toram res-
suspendidos em PBS e ajustado o hematocrito para
50%. Esfregacos finos em laminas para microscopia
foram realizados a partir desta suspensdo, secos em

temperatura ambiente, envoltos em papel aluminio e
estocados a -20°C.

Procedimentos para o teste de Imunofluorescencia
Indireta (1FI)

O teste de IFI foi realizado de acordo com
a descricdo de JOHNSTON et al. (1973), com algumas
adaptacoes, utilizando-se a diluigdo do soro em PBS
de 1: 40. O conjugado (Ant1 -IgG bovina, produzida
em coelho - “Sera lab”, marcado com isoticianato de

fluoresceina) fo1 empregado na diluigao de 1/60
em solugdo tampao fosftato.
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Teste de ELISA

Os reagentes para esta prova foram forneci-
dos pela Agéncia Internacional de Energia Atomica
(IAEA), Vienna, Austria. Eles foram utilizados con-
forme as especificagdes contidas no manual elaborado

para esta finalidade ("ELISA kit for detection of

B. bovis”) sendo que toram empregadas microplacas
Linbro, 96 orificios, fundo plano (Flow Laboratories,
EUA). O antigeno fo1 diluido 1/600, em solu¢do tam-
pdo carbonato bicarbonato, pH 9,6 € o soro a testar,
1/200, em PBS com 0,05% de Tween-20. O conjugado
anti-IgG bovina, marcado com peroxidase fo1 utilizado
na dilui¢do de 1/9000 em PBS. O substrato empregado
fo1 OPD (Ortophenilenodiamine) € para interromper
a reacdo, uma solu¢do IN de acido sulfurico.
Procedeu-se a leitura das microplacas na densidade

Otica de 492nm, em um leitor de microplacas Titertek
Multiskan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com as técnicas de
ELISA e IFI para detectar anticorpos contra B. bovis
sobre 1560 amostras colhidas a campo, sdo apresenta-
das na Figura 1.

AMOSTRAGEM
IFI +ELISA -
IFI - ELISA +

IFI/ ELISA -
IFI/ELISA +

N° de amostras

Figura 1. Resultados de testes sorologicos para detectar anticorpos contra Babesia bovis através
dos testes de imunoenzimaticos (ELISA) e Imunofluorescéncia Indireta IFI).

do positivo para IFI (4,2%) e negativas para ELISA e
88 amostras que foram negativas para IFI (5,6%) e
positivas para ELISA.

O teste em 97 amostras negativas,
previamente conhecidas, revelou a especificidade de
97,9 (95 soros) para IFI e 98,9 (96 soros) para ELISA.
Os 22 soros provenientes de bovinos infectados com
B. bovis toram positivos em ambos os testes.

A lavagem dos eritrécitos e passagem pelo
CF 11, previamente a inoculagdo em um segundo ter-
neiro esplenectomizado, pareceu abreviar o periodo de
aparecimento da parasitemia por B. bovis. A inocula-
¢do de leucocitos do primeiro bovino no segundo foi
reduzida acentuadamente com este procedimento,
diminuindo-se a produ¢do imediata de anticorpos e
diminuindo a possibilidade da ocorréncia de soros
falsos positivos. Uma parasitemia de 7% de B. bovis
fo1 conseguida no segundo dia apds a inoculagdo
com esta pratica.

Ambos os testes mostraram uma elevada
percentagem de especificidade e sensibilidade mas os
resultados com as amostras de campo foram levemente
diferentes. O numero de amostras testadas para com-
provar a sensibilidade foi pequeno, sendo necessario
processar um maior numero para se concluir sobre a
mesma. E recomendével a titulac3o destes soros infec-
tados, utilizando-se ambos os testes, para se conhecer
melhor o comportamento destas amostras.

Uma das razdes para explicar os 9,9% de
resultados diferentes entre os tes-
tes de ELISA e IFI pode ser rea-
¢d0 cruzada com outros hemopa-
rasitas, pois uma infec¢do con
corrente pode ter contribuido pa-
ra estas discrepancias entre estas
provas sorologicas. Reag¢des con-
sideradas como falsas positivas
para B. bovis foram observadas
por WALTISBUHL et al. (1987)
em soros de animais infectados
com Anaplasma marginale. O
teste de ELISA tem sido relatado
como mais sensivel do que IFI
(BARRY et al, 1982; WALTIS-
BUHL et al., 1987) e 1sto pode
explicar o numero levemente
superior de amostras positivas
detectadas por esta técnica (88
positivas para ELISA e negativas

Houve um percentual de concordéancia de
90,1% (1406/1560) de resultados positivos e negati-
vos em ambos os testes. Os restantes 9,9% foram re-
presentados por 66 amostras que apresentaram resulta-

para IFI), no presente trabalho.

E universalmente aceito que o ELISA é um
teste imunoenzimatico que permite a realizacdo de um
numero maior de testes em um mesmo periodo, tem
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sua avaliagdo de forma quantitativa, € apresenta uma
maior sensibilidade. Todos este aspectos foram com-
provados neste estudo e a observagdo destes pontos €
fundamental quando se pretende realizar estudos epi-
demioldgicos numa regido como o Rio Grande do Sul,

onde a babesiose ¢ endémica na maior parte do Esta-
do.
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