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DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA CISTICERCOSE BOVINA

RESUMO - A cisticercose bovina, causada pela forma metacestoide de Taenia
saginata, é responsavel por prejuizos econémicos devido a desvalorizagao de
carcacas infectadas. A inspecdo sanitaria tem sido a principal forma de
diagnéstico desta zoonose, porém apresenta baixa sensibilidade em identificar
animais com infeccao menos intensa. Ensaios imunoenzimaticos para deteccao
de anticorpos e de antigenos representam importante alternativa de diagnostico
ante mortem para a identificagado de animais infectados, pois apresentam maior
sensibilidade. Neste trabalho foram avaliadas a deteccao de anticorpos anti-
Taenia saginata e de antigenos do mesmo parasita em amostras de soro de
bovinos naturalmente infectados, por meio dos testes ELISA indireto e ELISA
sanduiche, respectivamente. Além das condicbes de realizacdo dos testes,
como o preparo das solugdes e o tipo de extrato antigénico utilizados, a
intensidade da infeccido € um dos fatores que mais interferem nos resultados
diagnésticos. Dessa forma, as caracteristicas diagnodsticas dos testes ELISA
indireto, realizado com trés diferentes extratos antigénicos, e ELISA sanduiche,
realizado com o anticorpo monoclonal HP10, foram também relacionadas com

a intensidade de infecgdo dos bovinos por Taenia saginata.

Palavras-chave: anticorpo monoclonal, ELISA, inspecdo sanitaria, Taenia

saginata



SEROLOGICAL DIAGNOSIS FOR BOVINE CYSTICERCOSIS

SUMMARY - Bovine cysticercosis caused by Taenia saginata metacestodes is
responsible for economic losses due to depreciation of the infected carcasses.
Sanitary inspection has been the main diagnostic tool but has low sensitivity in
animals light infected. Immunoassays for antibodies and antigens detection are
important ante mortem diagnosis, because present higher sensitivity. Antibodies
anti-T. saginata and T. saginata antigens detection were evaluated in naturally
infected bovine serum samples by indirect ELISA and sandwich ELISA. Besides
reagents and test conditions the intensity of animal’s infection represents one of
the most important interfering factors on the diagnostic results. Thus, diagnostic
characteristics of indirect ELISA performed with three different antigenic
extracts and sandwich ELISA, with monoclonal antibody HP10, were related to
the intensity of infection in samples from Taenia saginata infected bovines.

Keywords — ELISA, meat inspetion, monoclonal antibody, Taenia saginata



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

Agente etiolégico

A classe Cestoda compreende parasitos hermafroditas com corpos
dorsoventralmente achatados, providos de 6rgaos de adesdo na extremidade
anterior e encontrados em animais vertebrados. Dentre as espécies mais
frequentemente encontradas em humanos estdo a Taenia solium e a Taenia
saginata, pertencentes a familia Taenidae (SILVA, 2003).

Em sua forma adulta apresentam corpo segmentado, tendo na
extremidade anterior o escélex, com quatro ventosas formadas por tecido
muscular e, no caso de T. solium, um rostelo armado com dupla fileira de
aculeos. Em seguida ha o colo, por¢gdo mais delgada, com intensa atividade
celular, onde ocorre a formagéo das proglotes. O restante do corpo é formado
pelo estrébilo, contendo as proglotes jovens, maduras e gravidas (SILVA, 2003;
OIE, 2008).

As proglotes gravidas de T. saginata sao retangulares com no maximo
26 ramificagcbes e podem conter até 160 mil ovos, porém nem todos sao
maduros e férteis; as de T. solium sdo quadrangulares com 12 pares de
ramificagdes dendriticas, podendo conter até 80 mil ovos (SILVA, 2003).

Estes parasitos podem viver muitos anos no intestino delgado humano e
atingir comprimento de trés a cinco metros, no caso de T. solium e de seis a
sete metros, no caso de T. saginata, havendo, diariamente, a liberagdo de
proglotes gravidas passivamente pelas fezes do hospedeiro ou de forma ativa,
no caso de infecgdo por T. saginata (OIE, 2008; PFUETZENREITER,; AVILA-
PIRES, 2000).

Os ovos de T. saginata e de T. solium sé&o idénticos, apresentando forma
ovalada e didmetro entre 35-45 ym. Possuem uma casca grossa, radialmente
estriada e em seu interior apresentam um embrido com seis aculeos,

denominado oncosfera. Os ovos sao sensiveis a dessecacdo e a temperatura
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elevada, mas podem permanecer viaveis no ambiente por aproximadamente
um ano. A dispersao pode ocorrer por contaminacao fecal do solo, pelo vento,
aves, anelideos e artrépodes (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; WHO,
2004).

Ciclo biolégico

A cisticercose ocorre pela ingestao de ovos de T. saginata, por bovinos,
e de T. solium, por suinos, presentes em pastos ou aguas contaminadas por
fezes humanas. Apos a ingestao, os ovos sofrem a agdo da pepsina, que age
sobre a substancia cementante dos blocos de quitina que constituem a casca
do ovo, e da bile, que propicia a ativagado da oncosfera, que se evagina e se
fixa na parede intestinal do hospedeiro. Num periodo entre 24 e 72 horas as
oncosferas difundem-se pelo organismo, através da corrente sanguinea,
instalando-se nos tecidos musculares esqueléticos e cardiacos, formando os
cisticercos (SILVA, 2003; PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000).

A ingestdo de carne bovina ou suina crua ou mal cozida contendo
cisticercos viaveis, € a principal forma de infeccdo do homem para teniase.
Neste processo, a agdo do suco gastrico ativa a larva que se evagina e se fixa,
pelo escolex, na parede do intestino delgado, onde se desenvolvera numa ténia
adulta. A eliminagdo de proglotes, através das fezes, inicia-se apds 60 ou 70
dias (PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000).

O homem ¢é o hospedeiro definitivo tanto para T. saginata quanto para T.
solium, porém pode servir de hospedeiro intermediario para T. solium, através
da ingestdo de ovos deste parasito por mecanismos como heteroinfecgéo,
através de alimentos e agua contaminados, auto-infecgao externa, onde o
individuo elimina proglotes e ovos e as ingere através de contaminagao das
maos ou por auto-infecgdo interna, por movimentos retroperistalticos do

intestino. Apds a infeccao ocorre a formagao de cisticercos em varios tecidos,
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inclusive no sistema nervoso central, caracterizando quadros de

neurocisticercose, grave problema em saude publica (SILVA, 2003; OIE, 2008).

Complexo Teniase-Cisticercose por Taenia saginata

O complexo taeniase-cisticercose, determinado pela T. saginata,
apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo encontrado principalmente nos
paises onde ha maior atividade na pecuéria bovina. E responséavel por graves
problemas econdbmicos devido a infeccdo de bovinos pelas formas
metacestdides (cisticercos) e de saude publica pela teniase humana
(PFUETZENREITER; AVILA-PIRES, 2000; WHO, 2011).

A determinacao da fonte de infeccdo dos animais e da prevaléncia da
cisticercose é importante para a implantagdo de programas de controle, porém,
nem sempre é possivel (FUKUDA et al., 2003).

No Brasil ndo ha dados conclusivos sobre a prevaléncia da cisticercose
bovina (MINOZZO et al., 2002), sendo estes informados pelas anota¢cdes do
Servigo de Inspecao Federal (SIF) nos frigorificos durante a realizagédo do
exame post mortem das carcacgas (SOUZA et al.,1997).

Um levantamento dos dados registrados junto ao SIF no Estado de Sao
Paulo, no periodo compreendido entre 1980 e 2001, revelou uma prevaléncia
média de 4,3%. Porém, a cada ano um percentual maior de animais vindos de
areas com menor indice desta parasitose, como Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Goias é abatido no Estado, gerando informagédo nao correspondente a
realidade da doenga e sua verdadeira origem (FUKUDA et al., 2003).

A estratégia fundamental para o controle do complexo teniase-
cisticercose consiste em interromper o ciclo evolutivo do parasita, a fim de se
evitar a infec¢do nos animais e no homem. O melhoramento das condi¢des de
saneamento basico, o tratamento da populacdo, o incremento da inspecao
veterinaria de produtos carneos, a eliminacdo de abate e comércio de produtos

clandestinos, o investimento em educacdo em saude, sdo exemplos de
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medidas que podem auxiliar no controle desta doenca (PFUETZENREITER,;
AVILA-PIRES, 2000).

A inspecao de carne é a principal medida de saude publica praticada,
(OIE, 2008). No Brasil, o Ministério da Agricultura, através do Regulamento da
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA),
instituiu normas que regulam, em todo o territério nacional, a inspe¢ao de
produtos de origem animal (BRASIL, 1952).

Dentre as normas estabelecidas pelo regulamento estd a condenagao de
carcagas intensamente infectadas; rejeicéo parcial, em casos de carcagas com
infeccao discreta ou moderada, devendo estas receber tratamento por camaras
frigorificas, por salmora da carne desossada ou por esterilizagdo por calor.
Durante a rotina de inspegdo sao realizadas incisbes nos masseteres,
pterigdideos internos e externos, palpagdo na lingua, com incisdo apenas se
encontrados cistos durante a inspegdo da cabega e incisdo longitudinal no
coracdo, examinando as superficies internas do ventriculo e das incisoes
(BRASIL, 1952).

Contudo, a inspecdo visual apresenta baixa sensibilidade em identificar
carcacas com infeccdo menos intensa, podendo acarretar a liberacdo das
mesmas para o consumo humano (ONYANGO-ALBUJE et al., 1996a;
WANZALA et al., 2007). Além disso, a identificacdo post mortem da infecgao
nao reverte perdas econdémicas devido a desvalorizacdo ou condenacao total
das carcacgas infectadas (ONYANGO-ABUJE et al., 1996a).

Diagnéstico

O diagnéstico comumente realizado para a identificagdo de bovinos
infectados por T. saginata é a inspec¢ao sanitaria, utilizada como medida de
controle. Porém, este diagnostico ndo detecta todos os cisticercos presentes na
carcaca, 0s quais podem se desenvolver fora dos locais definidos para a

inspecao, tornando necessaria a busca por novos métodos de diagndstico
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(OGUNREMI; BENJAMIN, 2010; MONTEIRO et al., 2006; WANZALA et al.,
2007).

A inoculacao intradérmica para a deteccao da cisticercose bovina foi
utilizada por muitos anos, porém, experimentos utilizando extrato antigénico
total de T. saginata apresentavam reagdes falso-positivas em animais
infectados por Fasciola hepatica e Dicrocelium dendriticum (HILWIG;
CRAMER, 1983), desfavorecendo seu uso como diagnostico.

Entretanto, a reatividade cruzada com outras ténias tem sido uma
caracteristica bastante explorada para substituicio da necessidade de se
manter bovinos ou suinos infectados.

Hilwig e Cramer (1983) realizaram inoculagao intradérmica, em bovinos
com cisticercose, utilizando extratos antigénicos totais de T. crassiceps e de T.
saginata e extratos antigénicos da forma adulta de T. saginata, constatando
reatividade cruzada entre as duas espécies.

A utilizacdo de formas metacestéides de T. crassiceps apresenta
vantagens, devido sua facil manutengdo em laboratério através de propagagéao
em série em camundongos, permitindo também melhor padronizagdo da
qualidade do antigeno (GEERTS et al., 1981), em relagcdo a T. saginata, que
necessita de bovinos, como modelos experimentais.

Devido a facil obtengcao de formas metacestéides de T. crassiceps,
Kalinna et al. (1990) purificaram uma fragdo antigénica glicoprotéica de fluido
vesicular dessa espécie, observando eficiente discriminagdo entre bovinos
positivos e negativos para cisticercose, quando comparado com extrato
antigénico de fluido vesicular de T. saginata.

Rhoads et al. (1985) realizaram ensaio imunoenzimatico (ELISA) em
bovinos naturalmente infectados, diagnosticados por inspegdo sanitaria,
utilizando extratos antigénicos das formas larval e adulta de T. saginata,
extratos antigénicos de larva de T. crassiceps e de fluido vesicular de T.
hydatigena. Os melhores resultados foram obtidos com os extratos antigénicos
de larva de T. saginata e de fluido vesicular de T. crassiceps, porém, ambos

apresentaram reatividade cruzada com anticorpos contra Fasciola hepatica.
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Hayunga et al. (1991) isolaram uma fracdo antigénica de formas
metacestoides de T. hydatigena, denominada ThFAS e aplicaram em
imunoensaio cromatografico testando amostras de soro de bovinos infectados
experimentalmente por T. saginata, detectando positivamente seis animais,
num total de sete. Contudo, a purificagdo deste antigeno derivado de infecgao
natural é limitado pela disponibilidade de metacetédeos de T. hydatigena,
comprometendo sua utilizagcdo como reagente (ZARLENGA et al., 1994).

Minozzo et al. (2004) verificaram similaridade nos resultados do teste
ELISA entre antigenos parciais de larvas de T. solium e antigenos totais de T.
saginata, refletindo elevada reatividade das estruturas constituintes do escélex,
colo e pseudo-estrobilo destas espécies.

Em outro estudo, Monteiro et al. (2006) obtiveram melhor resultado
utilizando antigenos de larvas de T. solium em teste ELISA, para deteccao de
bovinos infectados por T. saginata, em relagdo aos antigenos de metacestoides
de T. crassicpes.

Contudo, o extrato antigénico de excregdo/secrecdo de T. saginata
apresenta performance superior a de antigenos somaticos (OGUNREMI;
BENJAMIN, 2010), porém a dificuldade para se obter formas metacestoides de
T. saginata induziu a busca por reagdes cruzadas entre componentes
antigénicos de tenideos de facil obtencdo (ZARLENGA et al., 1994).

Na busca por novos antigenos Zarlenga et al. (1994) realizaram a
clonagem e a expressdo de cDNA de T. crassiceps (TcA2-MBP), homologo a
fracdo antigénica ThFAS e observaram detecgdo efetiva de bovinos
experimentalmente infectados por T. saginata.

Ferrer et al. (2003) sintetizaram peptideos de oncosferas de T. saginata
derivado de moléculas de superficie/excregcao (HP6-2), de sequéncia homdloga
a molécula 45S de T. ovis (TS45S-10) e de sequéncia homdloga a proteina de
superficie de Echinococcus spp. (TEG-1) e observaram melhor sensibilidade e
especificidade, em relagdo ao antigeno de fluido vesicular de T. saginata
frequentemente empregado, além de minima reagao cruzada com outras

espécies de helmintos.
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Ferrer et al. (2007), a partir de uma biblioteca de cDNA, identificaram
trés moléculas de forma metacestdides de T. solium (Ts8B1,Ts8B2 e Ts8B3)
pertencentes a uma familia de proteinas antigénicas de Taenia spp. e
Echinococcus spp. A molécula Ts8B2 apresentou elevada sensibilidade
(96,8%) e especificidade (93,1%), quando utilizada em teste ELISA indireto
para avaliacdo de amostras de soro de pacientes com neurocisticercose.

No entanto, os baixos niveis de anticorpos anti-T. saginata em bovinos
com infeccdo menos intensa dificultam o diagndstico sorolégico (MINOZZO et
al., 2004). Smith et al. (1991) avaliando bovinos experimentalmente infectados
por T. saginata detectaram anticorpos contra T. sagianta no periodo entre 50 e
60 dias apos a infecgdo e em grupos que receberam maior dose de ovos do
parasito a deteccao de anticorpos iniciou 25 dias apés a infecgcao.

Minozzo et al. (2004) realizaram infecgdo experimental por T. saginata
em bovinos e, pelo teste ELISA indireto verificaram a detecgdo de anticorpo no
periodo de 30 a 60 dias apés a infeccdo, além de valores de densidade 6ptica
menores em animais contendo apenas dois cistos calcificados em relagao aos
gue continham maior numero de cistos.

Esta relacdo entre numero de cistos recuperados e deteccdo de
anticorpos nao foi observada por Onyango-Abuje et al. (1996b), pelo teste
ELISA, em bovinos experimentalmente infectados por T. saginata, os quais
foram detectados pela presenca de anticorpos trés semanas apds a infeccéo,
com pico entre 10 e 12 semanas.

Contudo, os ensaios para a detecg¢ao de anticorpos indicam exposicédo a
infeccdo, nao necessariamente uma infeccdo ativa, podendo ser uteis em
estudos epidemiologicos (HARRISON et al, 1989). Entretanto, alguns
antigenos, como por exemplo, os derivados de oncosferas, propiciam protegcéo
ao hospedeiro e, com o advento da tecnologia do DNA recombinante,
quantidades suficientes de antigenos protetores podem ser produzidas,
permitindo sua utilizagcdo no desenvolvimento de vacinas (LIGHTOWLERS et
al., 2003).
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Como os estudos de vacinas em bovinos apresentam elevado custo de
desenvolvimento e avaliagdo, devido a necessidade de dissecagao total da
carcaga para averiguar a eficiéncia da vacina, a padronizagdo de um ensaio
imunoenzimatico capaz de detectar antigenos (ELISA sanduiche), permitindo a
identificacdo ante mortem de bovinos natural e experimentalmente infectados,
pode ser util para o monitoramento do estatus da infeccdo tanto nos animais
controle quanto nos animais vacinados (HARRISON et al., 2005).

Harrison et al. (1989) identificaram o anticorpo monoclonal HP10, uma
IgM reativa com glicoproteinas de superficie/secrecao de formas metacestodides
de T. saginata, o qual apresentou baixa reatividade cruzada com T. hydatigena,
Echinococcus granulosus e Fasciola gigantica.

Onyango-Abuje et al. (1996b), aplicaram o teste ELISA sanduiche, com
o anticorpo monoclonal HP10, em bovinos, no Kenia, natural e
experimentalmente infectados e ndo detectaram animais com menos de 14
cisticercos vivos.

Brand et al. (1992) identificaram um anticorpo monoclonal (12G5)
especifico para excregao/secregcao de formas metacestoides de T. saginata
que apresentou bons resultados na identificagdo de bovinos infectados com
pelo menos 88 cistos viaveis, além de apresentar reacao cruzada apenas com
outros cestodeos, como E. granulosus, T. hydatigena e T. ovis.

Outro anticorpo monoclonal (B1ssC11A10), uma IgG reativa com produtos
de excregao/secrecado de formas metacestoides de T. saginata, foi utilizada em
ELISA sanduiche por Dorny et al. (2000) em amostras de soro de bovinos
naturalmente infectados, resultando em elevados valores de sensibilidade e
especificidade, em animais infectados e com mais de 50 cisticercos vivos.

Wanzala et al. (2007) realizaram teste ELISA sanduiche, com o
anticorpo  monoclonal HP10, em amostras de bovinos natural e
experimentalmente infectados, observando valores de sensibilidade de 80%
em animais naturalmente infectados, com dois a vinte e dois cisticercos vivos e
de 60% em animais experimentalmente infectados, contendo entre 14 a 193

cisticercos viaveis.
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Portanto, é necessario que as condigdes dos testes sejam consideradas,
como o tipo de extrato antigénico e a intensidade da infec¢do, que podem
interferir nos resultados de diagnéstico tanto para a detecgdo de anticorpos
quanto de antigenos.

Objetivo

Devido aos testes sorologicos apresentarem maior sensibilidade em
relacdo ao método comumente utilizado, a inspec¢ao sanitaria de carcacas, o
presente trabalho objetivou contribuir para o controle do complexo teniase-
cisticercose, avaliando as caracteristicas diagnosticas dos testes ELISA
indireto, realizado com trés extratos antigénicos diferentes e ELISA sanduiche,
realizado com o anticorpo monoclonal HP10, relacionando-as com a

intensidade da infecgao dos bovinos por Taenia saginata.
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CAPITULO 2 - COMPARAGAO DE DIFERENTES ENSAIOS
IMUNOENZIMATICOS PARA O DIAGNOSTICO DA CISTICERCOSE BOVINA

Comparacao de diferentes ensaios imunoenzimaticos para o diagnéstico
da cisticercose bovina

RESUMO - A cisticercose bovina, causada pela forma metacestéide de Taenia
saginata, é responsavel por prejuizos econdémicos devido a desvalorizagao de
carcacas infectadas. A inspecdo sanitaria tem sido a principal forma de
diagnéstico desta zoonose, porém apresenta baixa sensibilidade em identificar
animais com infeccao menos intensa. Ensaios imunoenzimaticos para deteccao
de anticorpos e de antigenos representam importante alternativa de diagndstico
ante mortem para a identificagdo de animais infectados. Neste trabalho avaliou-
se a deteccdo de anticorpos anti-Taenia saginata por ELISA indireto e de
antigenos de T. saginata pelo teste ELISA sanduiche em 100 amostras de soro
de bovinos naturalmente infectados. A deteccdo de anticorpos apresentou
maior sensibilidade comparada a detecgao de antigeno, mesmo em condigdes
de infecgdo menos intensa, porém, as melhores caracteristicas diagndsticas
dos testes foram observadas quando se avaliaram amostras de animais com

infecgbes mais intensas.

Palavras-chave: anticorpos monoclonais, antigeno de excregao/secregao,

antigeno de fluido vesicular, ELISA, inspec¢éo sanitaria, Taenia saginata
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Introdugéo

A cisticercose bovina é causada por formas metacestdides de Taenia
saginata e apresenta distribuicdo cosmopolita. Embora seja um problema de
saude publica devido a teniase humana, sua principal importancia é
econdmica, pela condenagdo ou desvalorizacdo de carcacas infectadas
(FERRER et al., 2003; OIE, 2008). No Brasil a prevaléncia desta zoonose varia
de 0,7 a 5,3% de acordo com a regido avaliada (UNGAR; GEMANO, 1992).

O diagnéstico da cisticercose bovina baseia-se na inspegao de carcagas
durante o abate realizado em frigorificos, como medida de controle do
complexo teniase-cisticercose, porém, apresenta baixa sensibilidade (SMITH et
al., 1991; WANZALA et al., 2007).

O desenvolvimento de técnicas de diagndstico ante mortem pode ser util
na selecdo de animais para tratamento, na avaliacdo dos efeitos dos
programas de controle ou mesmo em conjunto com a inspegdo sanitaria
(PARKHOUSE; HARRISON, 1987; SMITH et al., 1991). Além disto, estudos
para desenvolvimento e monitoramento da efetividade de vacinas contra
cisticercose bovina requerem o auxilio de técnicas de diagndstico sorolégico
(HARRISON et al., 2005).

Com o propdsito de se obter um teste mais sensivel e especifico para o
diagnéstico da cisticercose, antigenos homologos e heterélogos tém sido
identificados e avaliados. Extratos antigénicos de fluido vesicular de Taenia
hydatigena (SMITH et al., 1991), de T. solium, de T. crassiceps (MONTEIRO et
al., 2006) e de T. saginata (FERRER et al., 2003), antigenos totais de T. solium
e de T. crassiceps (PINTO et al., 2006), de excregédo/secregao de T. saginata
(OGUNREMI; BENJAMIN, 2010) e antigenos recombinantes (FERRER et al.,
2007) tem sido avaliados para a detec¢ao de anticorpos anti-Taenia saginata

em amostras de bovinos experimental e naturalmente infectados.
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Além do extrato antigénico, o diagndstico soroldgico da cisticercose
bovina sofre influéncia de fatores como a resposta imune do hospedeiro, bem
como o tempo e a intensidade de infeccédo (PINTO et al., 2006).

A deteccao de parasitos vivos ou seus produtos por meio do teste ELISA
sanduiche é util para a identificacdo de bovinos com infec¢ao ativa e resulta em
maior especificidade diagnostica em relagéo a inspecgéo de carcagas (BRANDT
et al., 1992; DORNY et al., 2000; HARRISON et al., 1989; ONYANGO-ABUJE
et al., 1996a). Um dos anticorpos monoclonais desenvolvidos é o HP10, uma
IgM reativa com glicoproteinas de superficie/secrecao de formas metacestoéides
de T. saginata (HARRISON et al., 1989).

Visto que a inspecdo sanitaria de carcagas, principal método
diagnéstico, apresenta baixa sensibilidade, a utilizagdo de métodos de
diagnéstico sorolégico com diferentes preparagdes antigénicas ou com
anticorpo monoclonal, podem ser interessantes para a identificagdo de bovinos
com menos intensa. Sendo assim, no presente trabalho foram realizados o
teste ELISA indireto, para deteccdo de anticorpos anti-T. saginata, utilizando-se
extratos antigénicos de fluido vesicular e de excrecéo/secrecéo de T. saginata
e de fluido vesicular de T. solium e o teste ELISA sanduiche, com o anticorpo
monoclonal HP10 para detecgdo de antigeno circulante de T. saginata, com o
objetivo de se avaliar as caracteristicas diagnosticas dos testes, relacionando-

as com a intensidade da infecgdo dos bovinos por Taenia saginata.

Material e Métodos

Amostras biolégicas

Foram colhidas formas metacestoides de Taenia saginata de bovinos
naturalmente infectados, identificados em exame post mortem realizado pelos
Servigos de Inspegao Federal (SIF) 385 (Andradina), 545 (Santa Fé do Sul),
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337 (Lins) e 2543 (Promissdo), de acordo com as normas contidas no
Regulamento da Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1952).

As formas metacestoides foram retiradas do tecido bovino, lavadas com
solugdo salina (NaCl 0,15M) e conservadas a -20°C, em presencga de inibidor
de proteases (25mM PMSF), até o processamento dos antigenos.

Amostras de sangue de 200 bovinos, sendo 100 de animais com cistos
vivos a inspecgao sanitaria (de 1 a 50 ou mais) e 100 negativas, de animais de
area endémica, também foram colhidas nos frigorificos para obtengcdo da
fragcao sérica, a qual foi conservada a -20°C até processamento.

Em cada ensaio foram incluidas, para ambos os testes ELISA, uma
amostra positiva (bovino experimentalmente infectado com T. saginata cedida
pela Dra. Edda Sciutto) e uma amostra negativa (bezerro com 60 dias de vida,

de area nao endémica), como controle.

Teste ELISA indireto

O extrato antigénico de fluido vesicular de T. saginata foi processado de
acordo com Vaz et al. (1997) e Vicentini-Oliveira et al. (2010).

Os extratos antigénicos de fluido vesicular de T. solium e de
excregao/secrecao de T. saginata foram processados de acordo com Harrison
et al. (1989) e Larralde et al. (1986), respectivamente, e cedidos pela Dra. Edda
Sciutto, do Instituto de Investigaciones Biomedicas da Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).

O teste ELISA indireto foi realizado segundo Ferrer et al. (2007), com
algumas modificagbes. Foi realizada a titulagdo em bloco para a avaliagao das
melhores condi¢gdes de bloqueio, diluicdo das amostras e do conjugado, sendo
que os melhores resultados foram obtidos com leite em pé desnatado 5% como
solugdo de bloqueio, amostras diluidas 1:400 e anti-IgG bovina ligada a

peroxidase, como conjugado.
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Microplacas MaxiSorp (Nunc-Immuno™ Plates) sensibilizadas com os
extratos antigénicos (10ug/mL) diluidos em tamp&o carbonato-bicarbonato
(0,05M, pH 9,6), a 4°C, por 18 horas. Para o bloqueio das microplacas foi
utilizado leite em p6 desnatado 5% (Nestlé® - Svelty) diluido em tampao
carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6), a 4°C, por 2 horas.

O teste foi realizado em duplicata, com amostras de soro bovino diluidas
1:100, em solugao fosfato (PBS 0,01M, pH 7,2, Tween 20® 0,05%) acrescido
de leite em p6 desnatado 5% (Svelty - Nestlé®), seguido de incubagdo por 1
hora, a 37°C. O conjugado utilizado foi anti-IgG bovina produzida em coelho,
ligada a peroxidase (Sigma® A5295), diluido 1:8000 em PBS/Tween20®
0,05%/leite em p6 5% (Svelty - Nestlé®), com incubacdo a 37°C, por 1 hora.

A lavagem das microplacas foi feita com PBS/Tween 20° 0,05%, por 3
vezes, por 3 minutos cada, entre cada etapa do imunoensaio.

Como solugéo cromogena foi utilizado 3, 3, 5, 5’ tetramethyl benzidine
(TMB) em tampo citrato-fosfato (pH 5,0) (Invitrogen®- cat.00-2023) e a reac&o
foi interrompida com 3N HCI, apdés 20 minutos. A leitura das microplacas foi

feita em fotdmetro Multiskan EX (Labsystems®) em comprimento de 450nm.

Teste ELISA sanduiche

O teste ELISA sanduiche foi realizado de acordo com Harrison et al.
(1989), utilizando-se o anticorpo monoclonal HP10 para a captura, e o mesmo
anticorpo monoclonal biotinilado, para a detecgao do sistema (HARRISON et
al., 1989), cedidos pelo Dr. Robert M. E. Parkhouse, do Instituto Gulbenkian de
Ciéncias, Portugal.

Microplacas MaxiSorp (Nunc-Immuno™ Plates) foram sensibilizadas
com o anticorpo monoclonal (10ug/mL) diluido em tampao carbonato-
bicarbonato (0,05M, pH 9,6), a 4°C, por 18 horas. Para o bloqueio das

microplacas foi utilizada soro albumina bovina 1% (BSA) (Sigma — A7906)
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diluida em tampéo fosfato (PBS, 0,01M, pH 7,2), com incubagéo a 37°C, por 1
hora.

Amostras de soro de bovinos nao diluidas foram adicionadas, em
duplicata e incubadas por 1 hora, a 37°C. Em seguida, adicionou-se anticorpo
monoclonal HP10 biotinilado diluido 1:1.000 em PBS (0,01M, pH 7,2),
incubando-se por 1 hora, a 37°C. Como sistema de detecgao foi utilizada a
estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma® — $2438), diluida 1:40.000 em PBS
(0,01M, pH 7,2) e incubada por 1 hora, a 37°C.

A lavagem das microplacas foi feita com PBS/Tween 20® 0,05%, por 4
vezes, por 3 minutos cada, entre cada etapa do imunoensaio, exceto apds a
incubagao com o anticorpo monoclonal biotinilado e antes da adi¢ao da solugao
cromoégena, onde a lavagem foi feita realizada 4 vezes, por 5 minutos cada.

Como solugdo cromoégena utilizou-se 3, 3’, 5, 5 tetramethyl benzidine
(TMB) em tamp&o citrato-fosfato, pH 5,0 (Invitrogen® - cat. n. 00-2023) e a
reagao foi interrompida com H,SO4 0,2M, apds 15 minutos. A leitura das
microplacas foi feita em fotdmetro Multiskan EX (Labsystems®) em

comprimento de 450nm.

Analise estatistica

Os valores de densidade optica (D. O.) foram padronizados, para ambos

os testes ELISA indireto e sanduiche, segundo a férmula:

A/P = média D.O. da amostra — média D.O. controle negativo

média D.O. contole positivo — média D.O. controle negativo

O estabelecimento do ponto de corte para cada ensaio foi realizado pela
curva “Receiver Operating Characteristic” (ROC), com auxilio do programa
GraphPad® Prism4. Considerou-se também a area abaixo da curva ROC

(AAC), que fornece a probabilidade média de um animal infectado apresentar
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valores do teste maiores que um animal ndo infectado (GARDNER et al.,
2010).

Como medida de qualidade do ensaio foi calculado o coeficiente de
variagdo dos valores de D.O. entre placas, referentes a uma amostra de soro
de bovino experimentalmente infectado. Foram ainda calculados o coeficiente
Kappa e o coeficiente de correlacdo de Pierson para a avaliagdo da
concordancia, bem como a andlise de variancia (ANOVA) para avaliagdo da
intensidade de associacdo entre os diferentes testes ELISA, por meio do
programa BioEstat® 5.0.

Resultados

Considerando-se as 200 amostras avaliadas, a detec¢ao de anticorpos
contra T. saginata por ELISA indireto apresentou melhor resultado utilizando-se
o extrato de fluido vesicular de T. solium, com sensibilidade de 69% e
especificidade de 68% (Tabela 1 e Figura 1). Embora os ensaios com extrato
antigénico de fluido vesicular de T. saginata tenham apresentado sensibilidade
de 67%, a especificidade foi menor (52%).

Em todos os testes a area abaixo da curva ROC apresentou valores
préximos ao limite que indica baixa probabilidade de bovinos infectados por T.
saginata apresentarem valores de D.O. maiores que bovinos nao infectados
(Tabela 1, Figura 2). Observou-se maior coeficiente de variagdo entre ensaios
do teste ELISA sanduiche, possivelmente por incluir uma etapa a mais em seu

processamento, aumentando o risco de erros durante os procedimentos.
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Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade dos testes ELISA
indireto com antigenos de fluido vesicular (FV) de
T. solium e T. saginata e de excregao/secregao
(E/S) de T. saginata; ELISA sanduiche (anticorpo
monoclonal HP10), utilizando-se 100 amostras de
soro de bovino negativas e 100 com cistos vivos,
diagnosticados por inspec¢do sanitaria

FVT FVT. E/ST.
, . ] HP10
solium saginata saginata
Ponto de corte 0,233 0,265 0,705 0,039
Area abaixoda ) 593 0,575 0,544 0,555
Curva

Sensibilidade % 69,0 67,0 61,0 61,0
Especificidade % 68,0 52,0 51,0 56,0
Coeficiente de 43 41 12.9 28.0

Variagao %

2.7

2.2

1.74

A/P

FIGURA 1-Média dos valores de densidade 6ptica padronizados (A/P) ao teste
ELISA indireto com antigeno de fluido vesicular (FV) de T. solium e
T. saginata, de excregao/secrecao (E/S) de T. saginata e ao teste
ELISA sanduiche (HP10), utilizando-se amostras de soro de
bovinos negativos e naturalmente infectados, diagnosticados por

inspegao sanitaria. As linhas pontilhadas referem-se aos pontos de
corte.
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Figura 2—Curva ROC para os resultados do teste ELISA indireto com extrato
antigénico de fluido vesicular de Taenia solium (A), com o extrato
antigénico de fluido vesicular de Taenia saginata (B); com o extrato
antigénico de excregcédo/secregdo de Taenia saginata (C);

resultados do teste ELISA sanduiche utilizando o anticorpo
monoclonal HP10 (D).
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Como a maioria das amostras positivas utilizadas neste trabalho era de
animais com infecgcdo menos intensa (de até dois cistos vivos) e devido a
dificuldade de se obter amostras de bovinos intensamente infectados, foi
realizada a analise estatistica utilizando-se somente as cinco amostras de soro
de animais com infecgdo mais intensa (50 cistos ou mais).

Nestas condi¢des, todos os ensaios apresentaram maiores valores de
sensibilidade e de especificidade e os melhores resultados para a detecg¢ao de
anticorpos foram observados com os antigenos de fluido vesicular e de

excregao/secrecao de T. saginata (Tabela 2 e Figura 3).

Tabela 2 — Sensibilidade e especificidade dos testes ELISA
indireto com antigenos de fluido vesicular (FV) de
T. solium e T. saginata e de excregao/secregao
(E/S) de T. saginata; ELISA sanduiche (anticorpo
monoclonal HP10), utilizando-se 100 amostras de
soro de bovino negativas e cinco com infecgao
intensa, diagnosticadas por inspegéo sanitaria

FVT. FV T. E/S T. HP10
solium saginata saginata

Ponto de corte 0,528 0,615 1,560 0,135
Area abaixo da

Curva 0,872 0,834 0,794 0,900

Sensibilidade % 89,0 96,0 96,0 80,0

Especificidade % 60,0 80,0 80,0 80,0

Coeficiente de 28 52 11,2 33.2

Variagao %
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FIGURA 3- Média dos valores de densidade 6ptica padronizados (A/P) ao teste
ELISA indireto com antigenos de fluido vesicular (FV) de T. solium
e T. saginata e de excregao/secrecao (E/S) de T. saginata e ao
teste ELISA sanduiche (HP10), utilizando-se amostras de soro de
bovinos negativos e com infecgdo mais intensa. As linhas
pontilhadas referem-se aos valores de ponto de corte.

Embora a especificidade do teste ELISA indireto com os antigenos de
fluido vesicular e de excregéo/secrecédo de T. saginata e do teste ELISA
sanduiche tenha sido igual (80%), analisando-se a area abaixo da curva ROC
(Tabela 2 e Figura 4) o teste ELISA sanduiche obteve resultado proximo ao
ideal (AAC =1,0).

A anadlise de variancia (ANOVA) revelou que houve diferenga
estatisticamente significante (p<0,0001) entre os pontos de corte dos testes
ELISA indireto realizados com diferentes extratos antigénicos bem como entre

estes e o teste ELISA sanduiche, a excecao do teste ELISA indireto realizado
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com extrato antigénico de fluido vesicular de T. solium e o realizado com
extrato antigénico de fluido vesicular de T. saginata. Embora tenha havido
diferenca entre os pontos de corte do teste ELISA indireto com extrato
antigénico de fluido vesicular e de excregao/secregao de T. saginata, observou-
se boa concordancia (Kappa=0,418; p<0,0001) e intensa associagao (r=0,727;
p<0,0001) entre estes.
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FIGURA 4—Curva ROC para os resultados do teste ELISA indireto com extrato
antigénico de fluido vesicular de Taenia solium (A), com o extrato
antigénico de fluido vesicular de Taenia saginata (B); com o extrato
antigénico de excregao/secrecdo de Taenia saginata (C);
resultados do teste ELISA sanduiche utilizando o anticorpo

monoclonal HP10 (D), em amostras de bovinos com infecgao
intensa.
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Discussao

Na presente pesquisa o uso de testes sorolégicos em animais
naturalmente infectados por T. saginata, como o ELISA indireto para detecgao
de anticorpos e ELISA sanduiche para a detecgdo de antigeno circulante
resultou na identificagcado ante mortem de bovinos infectados.

Para animais com presenga de um a dois cistos vivos a inspegao
sanitaria o teste ELISA indireto apresentou maior sensibilidade e especificidade
quando da utilizagdo do antigeno de fluido vesicular de T. solium. Quando se
utilizou o antigeno de excrec&o/secrecdo de T. saginata, a sensibilidade foi
menor (61%) que a observada por Ogunremi e Benjamin (2010) (92,9%).
Embora o extrato antigénico seja semelhante, algumas condi¢cdes do teste
como o tratamento das amostras de soro por calor para promocido da
dissociacdo de imunocomplexos e a utilizacdo de animais experimentalmente
infectados, que geralmente albergam numero mais elevado de cistos, podem
ter influenciado nos resultados.

Os testes para deteccao de anticorpos anti-T. saginata apresentaram
melhores resultados quando comparados com a deteccdo de antigeno
circulante, mesmo em condicdes de infeccdo menos intensa, possivelmente
pela menor sensibilidade da técnica de ELISA sanduiche, ja que as amostras
avaliadas eram de bovinos com cistos vivos, portanto passiveis de terem
antigeno circulante.

A comparacido do teste ELISA indireto com diferentes extratos
antigénicos revelou sensibilidade semelhante para a detecgdo de anticorpos
anti-T. saginata, embora tenha havido correlagéo estatisticamente significante
apenas quando se comparou a utilizagdo de antigeno de fluido vesicular com
antigeno de excregao/secregao de T. saginata.

Os resultados observados nesta pesquisa indicam que a intensidade da
infecgcdo € um dos fatores que mais influenciam a identificagdo soroldgica de
bovinos infectados por T. saginata, uma vez que houve aumento nos valores

de sensibilidade e especificidade, tanto quando da deteccao de anticorpos anti-
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T. saginata como de antigeno circulante deste parasita, quando se considerou
animais com infec¢gdo mais intensa. Harrison et al. (1989) observou detecc¢ao
de antigeno, circulante com o mesmo anticorpo monoclonal HP10 apenas em
bovinos que apresentaram pelo menos 200 cisticercos vivos, apds infeccao
experimental. Brandt et al. (1992) utilizando ELISA sanduiche com anticorpo
monoclonal contra antigenos de excregao/secregao de T. saginata, também
detectaram antigeno circulante apenas em bovinos com mais de 50 cistos
vivos. Onyango-Abuje et al. (1996b) testando soro de animais naturalmente
infectados por ELISA sanduiche com anticorpo monoclonal HP10 também
observaram valores de sensibilidade de 83% em amostras de soro de bovinos
que continham no minimo 30 cistos e de 22% para os bovinos que
apresentaram entre um e vinte e nove cistos.

A concordancia de resultados positivos e negativos entre os testes
ELISA indireto e ELISA sanduiche (34%) foi superior a observada por
Onyango-Abuje et al. (1996a) (3,1%), que também utilizaram anticorpo
monoclonal HP10 e antigeno de fluido vesicular de T. saginata. Ainda que as
condigbes de infecgdo tenham sido semelhantes, a origem das amostras
(Quénia), a ocorréncia de coinfeccdo por outros parasitas (Echinococcus
granulosus, Fasciola gigantica) e o tamanho maior da amostra (1184) no
avaliadas por estes autores podem ter influenciado para o baixo coeficiente de
concordancia resultante.

As caracteristicas diagnoésticas do teste ELISA indireto realizado com os
trés extratos antigénicos diferentes e do teste ELISA sanduiche, com o
anticorpo monoclonal HP10 observa-se que apesar da deteccao de anticorpos
anti-T. saginata ter sido superior a detecgédo de antigeno circulante do parasita,
todos os testes apresentaram melhor desempenho em condi¢cbes de infecgao
mais intensa, indicando que o diagndstico soroldgico da cisticercose bovina
ainda apresenta limitagdes para seu uso nestas condi¢des de infeccbes menos

intensas.
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Conclusao

A deteccdo de anticorpos anti-T. saginata utilizando-se diferentes
preparagdes antigénicas apresentou maior sensibilidade quando comparada a
deteccdo de antigeno circulante do mesmo parasita, porém, as melhores
caracteristicas diagnosticas dos testes foram observadas quando se avaliaram

amostras de animais com infecgdo mais intensa.
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