45
http://dx.doi.org/10.4322/rbcv.2014.195

Ensaios de padronizacéo do teste ELISA para diagndstico
da cisticercose bovina utilizando antigenos de larva
de Taenia crassiceps

ELISA test standardization for the diagnosis of bovine cysticercosis
employing Taenia crassiceps metacestode antigens

Lilian Lameck Monteiro,* Paulo Sérgio de Arruda Pinto,** Paula Dias Bevilacqua,** lacir Francisco dos Santos,*** Antonio
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Resumo

Os antigenos total e vesicular de Taenia crassiceps e soros-controle de bovinos positivos e negativos para a cisticercose foram
comparados por meio de alguns parametros de padronizacéo do teste ELISA, visando avaliar o seu desempenho no diagndéstico
da referida doenga. Os parametros avaliados foram: diferentes concentragdes dos antigenos, diluicdes de soros e conjugados,
marcas de placa e substancias bloqueadoras das placas. As diluicdes 1:25 de soro e 1:2.500 de conjugado para o antigeno
de liquido vesicular e 1:5.000 para o antigeno total, o leite desnatado e as maiores concentracdes dos antigenos testadas (1,
2 e 4 pglorificio) foram os critérios de padroniza¢éo que proporcionaram maior diferenciacéo entre soros positivos e negativos,
conseqlientemente, melhor desempenho do teste ELISA.
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Abstract

Using the cyst fluid and the total antigens of Taenia crassiceps and positive and negative bovine control sera, some standardization
parameters of one ELISA were compared, in order to evaluate its performance in the diagnosis of the bovine cysticercosis. The
referred parameters were different antigen concentrations, dilutions of sera and conjugated, plate marks and blocking substances.
The 1:25 dilution sera and 1:2.500 dilution conjugated for the cyst fluid antigen and 1:5.000 for the total antigen, the skimmed
milk and the largest antigens concentrations (1, 2 and 4 pg/well) improved the differentiation among positive and negative sera,
consequently, they were the best criteria for the bovine cysticercosis determination employing the ELISA.

Keywords: bovine cysticercosis, Taenia crassiceps, ELISA, antigen.

Introducéo

A cisticercose bovina é uma zoonose, tendo o ser humano
como Unico hospedeiro definitivo; ja a sua forma larvar
(Cysticercus bovis) tem como principais hospedeiros os
bovinos e os bufalos (Ungar et al., 2001).

O complexo teniase-cisticercose, causado pela forma adulta
do parasita em questdo (Taenia saginata), apresenta
distribuicdo cosmopolita, sendo encontrado principalmente
nos paises onde a pecuaria bovina apresenta destaque
(Souza et al., 1997).

No ambito econdmico, a importancia dessa doenga esta
relacionada com o nuamero consideravel de condenacdes das
carcacas bovinas parasitadas. Neste aspecto, cumpre

destacar que, nos ultimos anos da década passada, a
cisticercose constituiu a principal causa de condenacgéo de
bovinos em matadouros de Minas Gerais, registrando uma
prevaléncia de 0,32-6,86%, entre 1993 e 1997 (Queiroz et al.,
2000).

Apesar da aplicagdo de varios métodos para controle da
cisticercose bovina visando a quebra da cadeia da infeccéo, a
inspecao de rotina continua sendo a principal medida de
protecdo da salde publica pela interrupcdo da transmissao
da T. saginata (Walther e Koske, 1980).

No entanto, a inspe¢do de carnes, por si sO, ndo permite
detectar todos o0s cisticercos presentes nas carnes, visto que,
por razdes de natureza comercial, o inspetor normalmente
ndo retalha todos os érgdos, visceras e carcagas submetidos
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a inspecdo de rotina (Rodrigues, 1993). Ressalta-se ainda
gue a cisticercose bovina se apresenta, na maioria dos casos,
sob a forma de infecgéo leve, o que, aliado a impossibilidade
de se realizar um grande nimero de incisdes nas carcagas e
6rgdos, aumenta a possibilidade de que muitos casos nao
sejam diagnosticados (Fukuda et al., 1998).

Assim, as limitagbes apresentadas pelo exame visual na
deteccdo da cisticercose reforcam a necessidade da
implementagdo de métodos diagndsticos alternativos mais
confiaveis e eficientes para a detec¢éo de animais infectados,
independentemente da localizagdo da lesdo no organismo
do animal (Walther e Koske, 1980; Ogunrinade e Oyekole,
1990).

O ELISA vem sendo pesquisado para aplicagdo no
imunodiagnostico da cisticercose, pois possui vantagens
como versatilidade, bem como a possibilidade de ser
adaptado a automatizacdo dos equipamentos, permitindo
assim seu emprego em diagnéstico de larga escala (Murrel
et al., 1986).

Uma das dificuldades para obtengao de antigenos homologos
a serem usados em testes sorologicos deve-se ao fato de
que os bovinos com infec¢cdo natural sdo mantidos na
clandestinidade, sendo de dificil manipulacéo experimental,
0 que dificulta a escolha de antigenos adequados e em
guantidade suficiente para garantir a homogeneidade e o
controle de qualidade dos lotes antigénicos (Vaz, 1994). Outro
fator que dificulta a obtencdo de antigenos homoélogos de
larva de T. saginata em quantidade é o baixo grau de infecgao
dos animais parasitados (Geerts et al., 1981a).

Percebe-se, entéo, a necessidade de se desenvolver um
modelo animal, de facil manutengdo em laboratério, como
fonte alternativa de obtencéo de parasitas para o preparo de
antigenos heterélogos adequados a serem usados em testes
diagnésticos.

A Taenia crassiceps é um cestédeo comum em raposas
européias, e sua forma larvaria (Cysticercus longicollis),
encontrada em pequenos roedores (Freeman, 1962), tem sido
pesquisada como fonte de antigenos heter6logos para o
diagnéstico da cisticercose bovina, por propiciar, em certas
ocasifes, resultados comparaveis aqueles obtidos com o
uso de antigenos homélogos (Geerts et al., 1981h). As
vantagens do emprego de antigenos heterélogos no
diagndstico da cisticercose também s&o destacadas por
Hayunga et al. (1991).

O presente trabalho teve como objetivo comparar alguns
parametros de padronizagéo do teste ELISA para o diagndstico
da cisticercose bovina, ajustando o teste para uma proposta
de aplicagéo pratica.

Material e métodos

Amostras de soros

Foram utilizados dois soros de bovinos infectados
experimentalmente por via oral com cerca de 100.000 ovos
de T. saginata por animal e seis soros de bovinos negativos
para cisticercose, criados em isolamento experimental, sob
alimentagé@o controlada desde o nascimento.
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Obtencéo e preparo de antigenos
de larva de T. crassiceps

Os parasitas foram mantidos por infec¢cdo experimental com
inoculacao intraperitoneal de cinco a dez parasitas, formas
pequenas sem brotamentos visiveis, em camundongos
fémeas BALB/c de 8-12 semanas. Apds 90 dias, os animais
com aumento do volume abdominal foram sacrificados e os
parasitas entao retirados cuidadosamente da cavidade
peritoneal. Cisticercos em fase de degeneracao ou calcificagéo
foram eliminados e os demais foram utilizados no preparo
dos antigenos. Os antigenos foram preparados conforme a
metodologia utilizada por Pinto et al. (2000), com algumas
modificagBes. O antigeno total de larva de T. crassiceps foi
preparado a partir das seguintes etapas: desidratacao
“overnight” dos cisticercos por liofilizacdo; trituracdo dos
cisticercos desidratados em gral; adicdo de solugéo salina
0,15M obtendo uma proporc¢ao final de 6,5 a 10% (p9);
homogeneizacdo em homogeneizador de tecido tipo Potter,
em banho de gelo; centrifugacdo a 17.400g/30min/4°C;
separacdo do sobrenadante para uso como antigeno; adi¢céo
de inibidor de protease PMSF (0,25M — 10ul/ml); estocagem a
-20°C. O antigeno de liquido vesicular de larva de T. crassiceps
foi preparado a partir das etapas de centrifugacdo dos
cisticercos a 35.000g/30min/4°C; separacéo do sobrenadante
para uso apoés a adicao de inibidor de protease PMSF (0,25M
— 10pl/ml) e estocagem a —20°C.

Teste ELISA indireto

A técnica empregada baseou-se nos testes realizados por
Pinto et al. (2000).

Padronizacdo

A padronizagao foi dividida em trés fases, onde foram avaliados
o tipo de substancia bloqueadora, a marca de placa! e a
titulacdo em bloco de antigeno, soro e conjugado, para
definicdo das melhores concentracdes ou diluicdes seriadas
dos mesmos, considerando os dois tipos de antigenos. Cada
fase se caracterizou pela avaliagdo simultanea de dois ou
mais parametros, através da titulagdo em bloco. Os melhores
parametros foram definidos por critério baseado na maior
amplitude da diferenca entre a média das densidades Opticas
(DO) de dois soros-controle positivos e a média das DO de
dois, quatro ou seis soros-controle negativos, em funcao do
espaco disponivel numa mesma placa.

No inicio dos testes de padronizacéo, os periodos de incubagéo
e a condicdo de bloqueio dos sitios reativos das placas foram
fixados, convencionalmente, baseando-se na selegédo prévia
realizada por Pinto et al. (2000) para o diagnéstico da
cisticercose suina.

Na fase 1, foram avaliados a melhor concentragdo do antigeno,
as quatro melhores diluicdes de soro e a melhor marca de
placa entre as duas testadas. As concentracdes de antigeno
testadas foram 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 ug por orificio da placa.

*Marca 1: Kartelld, Byosystems Com. Imp. e Exp. de Equipamentos para
laboratérios Ltda, Curitiba-PR.
Marca 2: Crall], SL Suprimentos Laboratoriais Ltda, Belo Horizonte-MG.



Foram empregados dois soros-controle positivos e dois
soros-controle negativos em diluicGes seriadas (duas vezes),
variando de 1:25 a 1:200. Nesta fase, o conjugado foi utilizado
na diluicdo 1:5000.

Na fase 2, foi feita a avaliagdo do conjugado, partindo das
melhores combinag¢des de concentracdo de antigeno, marca
de placa e diluigBes de soro verificadas na fase 1. Foram
utilizados dois soros-controle positivos e quatro soros-controle
negativos e as seguintes diluigbes seriadas (duas vezes) de
conjugado: 1:625, 1:1.250, 1: 2.500, 1: 5.000, 1:10.000,
1:20.000 e 1:40.000.

Na fase 3, avaliou-se o tipo de substancia bloqueadora:
gelatina 1%, albumina 1% e leite desnatado 5%. Nesta fase o
teste foi realizado com as melhores condi¢cdes do antigeno,
soros e conjugado, definidas nas fases anteriores.

Anadlise dos resultados

Os resultados foram processados e analisados através do
programa de analises estatisticas, SAEG (1999). Procedeu-se
a andlise de variancia das diferengcas de DO entre dois soros-
controle positivos e dois, quatro ou seis soros-controle
negativos obtidas em cada fase. Parametros que apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) foram testados através do teste
Tukey, ao nivel de 95% de probabilidade, visando determinar
aquele que propiciava maior diferenciac@o entre soros-controle
positivos e negativos. Valores que nao apresentaram
homogeneidade de variancia foram submetidos a analise néo-
paramétrica (teste Kruskal-Wallis) e teste de comparacgées
multiplas.

Resultados e discussao

Na primeira fase dos ensaios, realizada com o antigeno
vesicular, verificou-se que a concentracao de 1 pg/orificio, na
maioria das vezes, nao foi estatisticamente diferente das
concentragcdes maiores (2 e 4 pg/orificio) sendo as trés que
mostraram melhor desempenho (Tabela 1). Embora a referida
concentracdo tenha sido estatisticamente semelhante a
concentragdes menores em algumas diluigbes de soro, essa
foi a escolhida para os testes seguintes (fases 2 e 3), visto
que proporcionou elevados valores de médias entre soros-
controle positivos e negativos.

Embora praticamente néo tenha se diferenciado das diluigbes
maiores, a diluicdo 1:25 se destacou das demais por ter
proporcionado, na maioria das vezes, maiores valores de
média da diferenga entre soros-controle positivos e negativos.

Ao analisar os resultados das quatro diluicdes de soro em
conjunto, observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre as marcas de placas, tanto para o antigeno vesicular,
quanto para o total.

Na segunda fase observou-se uma nitida superioridade das
reacoes diferenciais entre soros positivos e negativos, quando
se testaram as diluiges de soro 1:25 e 1:50, em comparagao
as diluigcbes maiores, repetindo a tendéncia da primeira fase
(Tabela 2).

Considerando ainda os resultados das diluicdes de soro 1:25
e 1:50, observou-se que a diluicdo de conjugado 1:2500 foi a
que apresentou melhor desempenho devido as maiores
médias apresentadas.

a7

Tabela 1: Média da diferenca de densidades épticas ao teste
ELISA entre soros-controle positivos e negativos,
em funcdo de diferentes diluicbes dos soros e
concentracdes (ug/ orificio) do antigeno de liquido
vesicular de larva de T. crassiceps

Concentracdes Diluicdes dos soros
do antigeno 1:25% 1:5¢% 1:100Y 1:200?
0,25° 0,018 0,03¢ 0,016 0,018
0,54 0,093  0,089°4® 0,080"*EC 0,048°ABC
10 0,137¢ 0,096* 0,079 0,099"
24 0,147°*  0,158*  0,098"*®  0,066"°
4@ 0,185 0,148 0,196* 0,202

(1) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula, na
mesma coluna, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p>0,05).

(2) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula, na
mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Kruskal-Wallis (p>0,05).

(3) A auséncia de letras mailsculas na andlise da linha significa que nédo
houve diferenca significativa entre as diluicbes de soros pela analise
de variancia.

(4) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maidscula, na
mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p>0,05).

Tabela 2: Média da diferenca entre densidades 6pticas de
soros-controle positivos e negativos em funcao de
diferentes diluicbes de conjugado e diluicBes de
soros para o antigeno de liquido vesicular de larva
de T. crassiceps

Diluicbes de Diluicbes de soros

conjugado 1:25® 1:50" 1:100% 1:200%
1:625 0,041%° 0,047° 0,010 -0,061%
1:1.250 0,087%¢ 0,110*° 0,069 0,060*"
1:2.500 0,191° 0,123 0,061 0,085°
1:5.000 0,176° 0,060*%° 0,041 0,008%"
1:10.000 0,085*°  0,068*%¢ 0,038 0,012*°
1:20.000 0,047%" 0,024"° 0,017 0,013*"
1:40.000 0,030*" 0,010 0,004 -0,001°

(1) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Kruskal-Wallis
(p>0,05).

Nota-se que o leite desnatado exerceu melhor bloqueio dos
sitios reativos remanescentes da placa, enquanto a gelatina
apresentou pior desempenho (Tabela 3).

Analisando o antigeno total de larva de T. crassiceps quanto a
variagdo de sua concentragdo, da diluicdo dos soros e do
conjugado, da marca de placa e do tipo de substancia
bloqueadora foram observados os resultados mostrados nas
Tabelas 4, 5 e 6.

Em algumas ocasides, as concentragbes maiores, de 2 pg/
orificio e 4 pg/orificio de antigeno total de larva de T. crassiceps
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Tabela 3: Média da diferenga entre densidades Opticas de
soros-controle positivos e negativos, em funcao de
diferentes substancias bloqueadoras e diluicbes de
soros para o antigeno de liquido vesicular de larva
de T. crassiceps

Substancias Diluicdes dos soros

blogueadoras 1:25% 1:50% 1:100®) 1:200®)
Leite desnatado ~ 0,102% 0,048%° 0,021 0,023
Albumina 0,096° 0,069 0,014 0,011
Gelatina 0,010° 0,014° 0,001 -0,010

(1) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Kruskal-Wallis
(p>0,05).

(2) A auséncia de letras, na mesma coluna, significa que ndo houve
diferenca significativa entre as substancias bloqueadoras na analise
de variancia.

Tabela 4: Média da diferenca de densidades épticas ao teste
ELISA entre soros-controle positivos e negativos, em
funcdo de diferentes diluicbes dos soros e
concentragdes (ug/ orificio) do antigeno total de larva
de T. crassiceps

Concentracdes Diluicdes dos soros"
de antigeno® 1.25 | 1:50 1:100 1:200
0,25 0,151**  0,089**®  0,076**®  0,089*""
0,5 0,195  0,202°*  0,157"°*® 0,154*""®
1 0,277°*  0,225°°*® 0,209°*®  0,161*"®
2 0,258°*  0,278°*  0,233°%F (,2112PA8
4 0,302°*  0,289°"° 0,287 0,253

(1) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula, na
mesma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p>0,05).

(2) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p>0,05).

Tabela 5: Média da diferenga entre densidades Opticas de
soros-controle positivos e negativos, em funcédo de
diferentes diluicbes de conjugado e diluigBes de
soros para o antigeno total de larva de T. crassiceps

Diluicdes de Diluicdes dos soros"”
conjugado 1:25 1:50 1:100 1:200
1:625 0,033%¢ 0,065% 0,120*°  0,116*°¢
1:1.250 0,085*°  0,153%° 0,239% 0,156*¢
1:2.500 0,187"¢  0,222" 0,245° 0,199°
1:5.000 0,247" 0,216" 0,119*¢  0,107%°¢
1:10.000 0,117°**  0,087*" 0,062  0,040°°
1:20.000 0,056*°  0,043° 0,035"°¢  0,021"¢
1:40.000 0,016*° 0,013 0,007"° 0,002°

(1) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna,
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Kruskal-Wallis
(p>0,05).
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propiciaram valores mais elevados de média de diferenca de
DO entre soros positivos e negativos (Tabela 4). No entanto,
optou-se pela escolha da concentragdo de 1 pg/orificio para
utilizacdo na avaliagdo de marcas de placa e nas fases
seguintes, pois ndo houve diferenca estatistica entre essas
trés concentracdes, que mostraram melhor desempenho,
nesta fase e em ensaios preliminares; além de permitir uma
economia de antigeno. Minozzo et al. (2004) também
verificaram melhor desempenho do teste ELISA, quando a
concentragdo do antigeno total foi aumentada, no caso até 3
pg/orificio.

As diluicBes 1:25 a 1:200 de soros foram semelhantes
estatisticamente, embora a diluicdo 1:25 tenha mostrado, na
maioria das vezes, o maior valor médio da diferenca de DO
entre soros-controle positivos e negativos, para o antigeno
total.

Observou-se que as diluigdes de conjugado 1:1.250, 1.2.500
e 1:5.000 mostraram maior amplitude da diferenca entre as
médias de DO de soros positivos e negativos (5). No
prosseguimento da padronizagéo preferiu-se adotar a diluicdo
1:5.000, em fungédo da reducgéo do custo da técnica quanto ao
consumo de conjugado, um dos reagentes mais caros. Apesar
de ter sido estatisticamente semelhante a diluicdo 1:10.000,
a diluicdo de 1:5.000 foi preferida por ter proporcionado
maiores valores absolutos de média da diferenga entre soros-
controle positivos e negativos.

Na avaliacdo do tipo de substéncia bloqueadora verificou-se
um pior desempenho do ELISA quando se utilizou a gelatina,
0 que foi demonstrado por DO mais elevada dos soros
negativos em relac@o aos positivos, o que resultou em valores
negativos de média da diferenca entre esses dois grupos de
soros (Tabela 6). O leite desnatado foi novamente a substancia
bloqueadora com desempenho estatisticamente superior, na
metade das diluicbes analisadas, em relacdo a albumina.
Na outra metade das diluicBes, apesar de ter apresentado
semelhanca estatistica com a albumina, o leite desnatado
apresentou também maior valor de amplitude da diferenca
entre as médias de DO de soros positivos e negativos para a
diluicdo 1:100.

Tabela 6: Média da diferenca entre densidades Opticas de
soros-controle positivos e negativos, em fungédo de
diferentes substancias bloqueadoras e diluicbes de
soros para o antigeno total de larva de T. crassiceps

Substancias Dilui¢es dos soros

blogueadoras 1:25% | 1:50® | 1:100%9 1:200?
Leite Desnatado 0,242*  0,213% 0,114 0,007%
Albumina 0,038" 0,050 0,038 0,012
Gelatina -0,090° -0,044° -0,067°  -0,068°

(1) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p>0,05).

(2) Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna,
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Kruskal-Wallis
(p>0,05).

Os resultados mostraram um desempenho variavel do ELISA
para o diagndstico da cisticercose bovina, em fungcdo da
variacdo das concentragfes de ambos os antigenos utilizados



na pesquisa e das diluicbes de soros e conjugados, além do
tipo de substancia bloqueadora, apontando a importancia
destes parametros na padronizacédo do teste para a referida
finalidade. Ainda sugere-se que sejam privilegiados nos
ensaios de ELISA para o diagnéstico da cisticercose bovina,
as diluigbes 1:25 de soro e 1:2.500 de conjugado para o antigeno
de liquido vesicular e 1:5.000 para o antigeno total de larva de
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