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RESUMO

Ensal osdo teste Elisaforam desenvol vidos paraaandlise de amostras de soros de bovinos. As amostras foram
constituidas de 80 soros-controle de bovinos com cisticercose, entre natural discretae experimental macica, sendo 60
negativos para a doenca e dez positivos para outras patol ogias. Utilizaram-se os antigenos totais de Taenia solium
e de T. crassiceps na determinagdo de anticorpos contra cisticercose. O referido teste revelou deficiéncias no diag-
nostico de animais destinados ao abate, em virtude de sua baixa sensibilidade, quando se consideraram soros de
bovinos com infecgdo natural discreta, amais frequiente em matadouros. No entanto, no caso de animaisinfectados
experimentalmente, a sensibilidade aumentou. O teste ainda pode ser considerado Util na diferenciagdo entre a
cisticercose e outras doencas, devido as suas elevadas taxas de especificidade, 81,4% a 100%, sempre alcancando o
valor maximo quando 0s soros-controle negativos eram procedentes de animais confinados. A escolha de soros-
controle para o calculo do ponto de corte interferiu no desempenho do teste Elisa. Quando o ponto de corte envol-
vendo os soros de animais confinados foi areferéncia parao diagndstico da cisticercose, osvalores de sensibilidade
foram bastante elevados, chegando a 90%. Porém, quando o ponto de corte considerado na avaliacdo foi calculado
a partir de todos os soros-controle negativos (situagcéo ndo controlada), observou-se uma queda na capacidade do
teste em identificar os verdadeiros positivos. Conclui-se que € de grande importanciaa sel egdo de soros-controle na
interpretacéo dos resultados do teste Elisa e no estabelecimento do seu ponto de corte, visando assegurar a sua
eficacia no diagnostico da cisticercose bovina.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF DIFFERENT CONTROL-SERA GROUP IN THE BOVINE CY STICERCOSIS
DIAGNOSIS EMPLOYING THE ELISA TEST

An Elisaassay was carried out to analize bovine serum samples. The sampleswere constituted by 80 serafrom
bovine with cysticercosis, either naturally and experimentally infected, 60 samples which were negative for
cysticercosis, and 10 which were positive for other pathologies. Taenia solium and Taenia crassiceps total antigens
were used in the anti-cysticercosis antibody determinations. Thetest displayed |ow sensitivity and was deficient for
the diagnosis of animals destined to the slaughterhouse, which often presents subclinical infections. However,for
experimental ly infected animals, sensitivity was considerably improved. Thetest can still be considered useful for the
differentiation between cysticercosis and other diseases, dueto itshigh specificity rate, from 81.4 to 100%, specialy
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when the negative sera were provenient from animals raised under controlled conditions. The selection of control
serafor the cut-off calculation also interfered in the Elisa performance. When sera of animals raised under isolation
was used for the cut-off calculation, sensitivity was high. However, when cut-off considered al the negative control
serg, i.e., anon-controlled scenario, the test failed to identify the true cysticercisis-positive samples. It is concluded
that the control serum selection is of utmost importance in the standardization of the Elisa test, especialy in the
establishment of the cut-off value, in order to assure its efficacy in the diagnosis of cysticercosis.

K ey words: bovinecysticercosis, control sera, Elisa, standardization

INTRODUCAO

A cisticercose é uma doenca caracterizada pelo
desenvolvimento daformalarvar da Taenia saginataem
tecidos musculares do bovino, provocando prejuizos a
pecuériade corte e riscos a salide publica, umavez que
animal altamente parasitado pode ter a carcaca
condenadaem matadouros e constituir fonte deinfeccéo
para a teniase em seres humanos. O diagndstico desta
doenca geralmente é feito durante o abate dos bovinos,
por meio daobservacdo de lesdes no exame post mortem,
gue apresenta algumas limitactes (Rodrigues, 1993),
abrindo espago para a utilizagdo de testes sorol 6gicos,
como 0 ensaio de imunoadsorgéo enzimética — Elisa
(Enzyme-linked immunosorbent assay).

Durante o abate, algumas lesdes podem passar
desapercebidas, levando a resultados falso-negativos,
umavez que as pegas do animal abatido ndo podem ser
examinadas minuciosamente, dada a necessidade de
evitar a descaracterizagdo comercial da carne, quando
ndo ha suspeita da doenca. A frequente ocorréncia
discreta da doenca nos bovinos, com a presenca de
poucos cisticercos, também compromete o desempenho
do respectivo exame.

Testes soroldgicos como o Elisa devem ser
estudados a fim de auxiliar nos exames ante mortem e
post mortem dos bovinos, de modo afavorecer o controle
da cisticercose, contribuindo para evitar os conhecidos
prejuizos(Murrel et al. 1986).

O desempenho dos testes sorol 6gicos depende do
perfil darespostaimune dos animais infectados (Ferrer
etal., 2003).

Segundo Gallie & Sewell (1974a), uma falha no
desenvolvimento de uma resposta humoral forte em
bezerros pode dificultar o diagnéstico soroldgico da
cisticercose nesta categoria de animais no campo. Mas
aidade do hospedeiro ndo € o Unico fator envolvido no
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desenvolvimento da respostaimune. Gallie & Sewell
(1974b) relatam que parece haver umacomplexarelacdo
entre aidade do bezerro naprimeirainfeccdo, o volume
dadoseinfectante, ointervalo detempo entreinfeccdes
sucessivas e 0 grau de resisténcia desenvolvido e
mantido por estes animais.

Smith et al. (1991) demonstraram que o nivel de
anticorpos anti-T. saginata detectado pelo teste Elisa
estava diretamente relacionado a dose de desafio com
ovos infectantes e ao numero de cisticercos
estabel ecidos em animaisinfectados experimentalmente.
Apesar da relacéo direta entre dose infectante e
absorbancia, observou-se um aumento definido no nivel
delgG detectével, entre 40 e 60 dias apds ainfeccéo, na
maioria dos grupos testados. Em outra ocasi o,
Kyvsgaard et al. (1991) verificaram que amagnitude da
resposta de anticorpos usando Elisa estava mais ou
menos correl acionada ao nimero de cistos encontrados
nas carcagas durante o abate.

O teste Elisa vem sendo utilizado no diagndstico
das cisticercoses em seres humanos, em suinos e
bovinos, com poucos registros de sua aplicagdo nesses
ultimos, carecendo de protocol os padronizados paraesta
espécie, que permitam esclarecer a sua eficiéncia no
diagndstico da doenca.

Esta pesquisa teve o objetivo de avaliar o
desempenho do teste Elisa no diagnéstico da
cisticercose bovina, de acordo com os tipos de
antigenos e os grupos de soros-controle utilizados.

MATERIAL EMETODOS
Foram utilizados 20 soros de bovinosinfectados

experimentalmente com cercade 1 x 10* ovos de T.
saginata por animal, 60 soros obtidos de animais com
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cisticercose discreta (infec¢do natural) com até dois
cisticercosvivosou cacificados por animal, identificados
narotina de inspecéo post mortem em matadouros, por
meio de cortes especificos na musculatura; cinco soros
de bovinos negativos para cisticercose, mantidos
confinadosem local isolado, sem contato com apastagem
e com alimentac&o controlada desde o nascimento, e 55
soros de bovinos considerados negativos na rotina de
inspecdo post mortem. Também foram estudadas
eventuais reacdes cruzadas em dez soros de bovinos
naturalmente infectados com actinomicose (n= 2),
actinobacilose (n=1), fasciolose (n=1) diagnosticados na
rotina de inspe¢&o post mortem em matadouro e de
bovinosinfectados experimental mente com Anaplasma
marginale (n=3), Babesia sp. (n=2) einfecc¢&o mistapor
A. marginaleeB. bovis (n=1).

Os antigenos totais de T. crassiceps e T. solium
foram preparados conforme metodologia utilizada por
Pinto et al. (2000) e utilizados no teste Elisa, de acordo
com as mel hores condi¢les analiticas que permitiram a
diferenciacéo entre soros-control e positivos e negativos
definidapor Monteiro (2004).

Visando a definicdo da positividade e
negatividade dos soros, foram determinados os pontos
de corte (cut-off), representados pelasomadadensidade
Optica (DO) meédiaobtidaem analise dos soros-controle
negativos mais dois desvios-padr&o. O ponto de corte 1
foi calculado apartir daDO médiaobtidaem andlise dos
SOros negativos de animais criados sob confinamento
juntamente com soros de bovinos considerados
negativos nainspecdo post mortem. O ponto de corte 2
foi calculado utilizando a DO média obtida apenas com
0s soros oriundos de animais confinados.

O desempenho do teste Elisa nas diferentes

condic¢des analiticas foi determinado pela taxas de
sensibilidade e especificidade, a partir dafrequénciade
positividade e negatividade da doenca, organizada em
tabelas de contingéncia.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Paracadagrupo de soros-controle, considerando
osdois pontos de corte estabel ecidos para esta pesquisa,
os resultados das reacfes obtidas no teste Elisa sdo
apresentados na Tabela 1.

Exceto naandlise dos soros-controle do grupo 1
(bovinos experimental mente infectados), utilizando o
ponto de corte 1, os demais resultados mostraram que
osantigenosdeT. crassicepsede T. solium apresentaram
reatividades semel hantes, ndo influenciando navariacéo
de reacdo imunoldgica, quando se trocaram apenas 0S
grupos de soros-controle (Tab. 1).

Foram utilizados diferentes grupos de soros-
controle, permitindo assim umaandlise mais amplados
resultados obtidos, visto que o teste Elisa pode sofrer
variacdo em virtude de diversas situagdes, como infecgdo
discreta ou macica, presencamaior ou menor de reacdes
inespecificas e variag&o do perfil darespostaimuneem
diferentes estégios da doenca (Smith et al., 1990).

Analisando o comportamento dos soros-controle
positivosho teste Elisa, percebe-se, pelaTabelal, queo
nimero de reagdes falso-negativas € muito elevado
guando se consideram os soros de animais positivos no
exame post mortem (Grupo 2), considerando os dois
pontos de corte. Por isso, o teste Elisa mostrou
sensibilidade muito baixa ao considerar este grupo de
soros-controle positivos, discordando muito dos
resultados obtidos quando tais soros-controle foram
oriundos de animais infectados experimentalmente

Tabela 1. Freqiénciade reacBes positivas (Pos) e negativas (Neg) paracisticercose no teste Elisaenvol vendo os diferentes grupos
de soros e os antigenos totais de larvas de T. solium (T-sol) e de T. crassiceps (T-cra), segundo os pontos de corte 1 e 2

Grupos Ponto de corte 1 Ponto de corte 2
de soros* T-s0l T-cra T-s0l T-cra

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
1 17 3 7 13 18 2 18 2
2 2 58 3 57 11 49 12 48
3 1 9 0 10 1 9 1 9
4 1 54 4 51 7 48 12 43
5 0 5 0 5 0 5 0 5

*1: soros de bovinos infectados experimentalmente, 2: soros de bovinos positivos na inspegéo post mortem, 3: soros de bovinos com outras patologias, 4: soros de bovinos negativos na

inspegdo post mortem, 5: soros de bovinos criados em confinamento.
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(Grupo 1). Este desempenho do teste Elisatambém pode
ser visualizado naTabela 2, onde se vé que o valor dasua
sensibilidade se mostrou muito maior no grupo 1 em
comparagdo com o grupo 2. Esta diferenca pode ser
explicada pelaleve respostaimunol égica dos animais do
grupo 2, que apresentaram infecc&o discreta, geralmente
com doiscisticercos, no méximo, aproximando-se do perfil
da resposta dos negativos. Os bovinos infectados
experimentalmente (Grupo 1) receberam umaaltadose de
ovos do parasita, 0 que resultou numa resposta
imunol 6gicamaisintensa, devido acargaparasitariamais
elevada, manifestando-se a infeccdo macica, perfil
patolégico confirmado apos a necropsia dos animais do
grupo 1, infectados, por viaoral, com ovosde T. saginata.

Confrontando o resultado de sensibilidade, 37,5%,
obtido por Geerts et al. (1981), que também empregou
antigeno de T. crassiceps com o desta pesquisa, 12,5% a
37,5%, verifica-se um baixo desempenho do teste no que
se refere a detecgd@o de animais positivos criados em
condicBes de menor controle da doenca.

Porém em condicdes controladas por infec¢do
experimental, observou-se uma nitida elevagdo da
sensibilidade do teste Elisa, chegando a90%, e mostrando-
se Util na deteccdo da cisticercose extensa.

Quanto aos soros de animais com outras patol ogias
(Grupo 3), ndo foram observadas reagdes cruzadas dos
antigenos com soros de animais portadores de
actinobacilose, actinomicose e fasciolose. Entretanto,
observou-se uma reacgéo positiva no soro de animal
infectado por Babesia sp., quando se utilizou o antigeno
deT. Solium, e outrado soro de bovino com anaplasmose

eoantigenodeT. Crassiceps, masestaultimafoi revelada
apenas no ponto de corte 2. Como o teste foi realizado
apenas uma vez e 0 himero de amostras foi limitado,
ensaios adicionais envolvendo maior quantidade de
soros de bovinos com a mesma patol ogia devem ser
realizados, para se inferir sobre a existéncia de reacéo
cruzada entre a cisticercose e a babesiose ou a
anaplasmose. Do mesmo modo, pondera-se aindao baixo
nuimero de amostras de soros das outras patologias
testadas.

Em rel acéo aos soros-control e negativos (Grupos
4 e5), nota-se que houve reacdes fal so-positivas apenas
com 0s soros de animais detectados como negativos no
exame anatomo-patol dgico (Grupo 4), o que pode ser
atribuido a reag@es inespecificas, mais comuns em
bovinos criados em condi¢cbes ndo controladas.
Entretanto, deve-se considerar a possibilidade da
presencade animaisfal so-negativos nesse grupo, devido
abaixasensibilidade do exame andtomo-patol 6gico, que
foi o utilizado naidentificac&o do perfil dos soros-padréo.

Quanto a especificidade (Tab. 3), observou-se
desempenho satisfatério para ambos os antigenos. A
especificidade obtidaaproxima-se daatingida por Geerts
etal. (1981) parao antigenototal delarvadeT. Crassiceps
(95,7%), reafirmando que o teste Elisa € um método de
alto poder discriminatorio entre a cisticercose e outras
doencas, com baixa taxa de reacdes fal so-positivas.
Entretanto, os resultados obtidos contrariam os de
Kyvsgaard et al. (1991) que consideraram que a
especificidade do teste Elisafoi a principal dificuldade
para seu emprego no diagndéstico individual .

Tabela2. Sensibilidade (%) do teste Elisados soros positivos de bovinosinfectados experimentalmente (1), de animais examinados
nainspegdo post mortem (2) e de ambos os grupos (1+2), considerando os pontos de corte 1 e 2 para os antigenostotais delarvas

deT. solium (T-sol) e de T. crassiceps (T-cra)

Ponto de corte 1 Ponto de corte 2
Grupos de Soros* T-s0l T-cra T-s0l T-cra
1 85 35 90 20
2 3,3 5 18,3 20
1+2 23,7 12,5 36,2 375

*1: soros de bovinos infectados experimentalmente, 2: soros de bovinos positivos ainspecdo post mortem.

Tabela 3. Especificidade (%) do teste Elisacom todos os soros negativos (4+5) e com soros de bovinos criados sob confinamento
(5), considerando os pontos de corte 1 e 2, para os antigenos totais de larvas de T. solium (T-sol) e de T. crassiceps (T-cra)

" Ponto de corte 1 Ponto de corte 2
Grupos de Soros T-s0l T-cra T-sol T-cra
4+5 97,1 94,3 88,6 814
5 100 100 100 100

*4: soros de bovinos negativos a inspegdo post mortem, 5: soros de bovinos criados em confinamento.
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Na avaliagdo do desempenho do teste, decidiu-se
também por separar aandlise dosresultadosutilizando dois
diferentes pontos de corte, ou sgja, dois grupos distintos
de soros-controle negetivos.

Observou-se que o ponto de corte 1 (todos os
soros-controle negativos) foi mais elevado que o 2
(somente 0s soros-controle negativos de animais em
confinamento). Isto aconteceu, possivelmente, devido a
maior ocorréncia de reagdes inespecificas dos soros de
animais negativos nainspecdo post mortem (Grupo 4), que
foram considerados no cdlculo do ponto de corte 1.

Assim sendo, o ponto de corte 1 pode ser visto
como resultado de umasituagdo menos controladade soros-
controle negativos. O ponto de corte 2, por suavez, refere-
seaumacondi¢do maiscontrolada, poisforam empregadas
para seu célculo apenas as DO obtidas com soros de
animaiscriadosem confinamento (Grupo 5), em condi¢es
control adas de alimentac&o e criac8o, situagdes estas que
reduzem, expressivamente, o risco desses bovinos serem
acometidos pela cisticercose ou outras doencas.

Percebeu-se um aumento da ocorrénciade reagOes
inespecificas com ambos os antigenos estudados ao
estabelecer o ponto de corte com os soros de animais
negativos ao exame anatomo-patol 6gi co, comportamento
este desfavoravel do ponto de corte 2 em relagéo ao 1.
Emboratais reacfes indiquem deficiéncias no teste Elisa
ao utilizar o ponto de corte 2, verifica-se que areducéo das
taxas de especificidade (Tab. 3) ndo foi to expressiva,
evidenciando a grande maioria das verdadeiras reactes
negativas.

O ndmero de reagBes fal so-negativas com 0S soros
de animais positivos no exame post mortem (Grupo 2)
também sofreu ligeiraqueda, quando foram comparadoso
ponto decorte 1 eo 2. Assim, avantagem do ponto de corte
2 ficou evidente, percebendo-se um nitido aumento da
sensibilidade do teste com relagéo a ambos os grupos de
soros-controle positivos. O ponto de corte 2 garantiu,
assim, melhor deteccdo de animais positivos, até mesmo
grande parte dos moderadamenteinfectados. Ainda, assm,
verificaram-se baixas taxas de sensibilidade, de 12,5% a
37,5%, paraadeteccdo de cisticercose discreta (Grupo 2).

Verificou-se uma queda da especificidade do teste
do ponto de corte 1 para o 2, embora a do segundo ainda
se mantivesse alta. A grande variag&o de DO dos soros de
animai s negativos no exame post mortem, aliadaao ponto
de cortemenor, aumentaachance de aparecerem resultados
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fal so-positivos, o que reduziu aespecificidade do teste na
condicdo do ponto de corte 2.

Diante do exposto, percebe-se que o esquema de
padronizacdo do teste Elisapode variar de acordo com o
interesse de sua aplicagdo. Por exemplo, para triagem
(levantamento epidemiol 6gico) ou liberacdo dacarne para
0 consumo de seres humanos, diretamente ou por meio de
aproveitamentos condicionais, como o congelamento,
priorizando a sensibilidade ou a especificidade do teste.
Neste aspecto, apadronizacdo deveraconsiderar um certo
desempenho do teste Elisa que contemple um equilibrio
desgjado entre sensibilidade e especificidade.

Como se pode observar, em testes de padroni zagéo,
€ de grande importancia a selegdo adequada de soros-
controle, principalmente para o estabelecimento de um
ponto de corte. Seguindo amesmaconclusdo, Smith et al.
(1991) relataram que os baixos niveis de anticorpos
produzidos nasinfecgdes leves muitas vezes dificultam a
selecdo de um ponto de corte adequado, bem como a
prépriainterpretacéo dos resultados em testes sorol 6gicos,
tal comoo Elisa

Conforme Smith et al. (1990), o desenvolvimento
de anticorpos contra a cisticercose depende, no minimo,
daintensidade dainfeccéo estabel ecidae, provavel mente,
também da fase de infeccdo em que se encontram os
animais testados. Os mesmos autores argumentaram que
a aplicabilidade do teste Elisa em soros de animais
naturalmenteinfectados € questionavel, devido ao elevado
nimero de resultados falso-negativos. A maioria dos
bovinos com cisticercose exibiu grau deinfeccdo leve, com
baixa producado de anticorpos (Geerts et al., 1981),
dificultando assim a detec¢éo da doenca nesses animais,
como pbde ser constatado neste estudo. Verificou-se alto
nimero de reacdes fal so-negativas com soros de animais
detectados como positivos pela inspecéo visual, apos
cortes especificos ha muscul atura.

CONCLUSOES

A selec@o de soros-controle utilizados em ensaios
do teste Elisa é importante na avaliagdo de bovinos
SOropositivos ou negativos para a cisticercose. Tais
grupos de soros também influenciam no estabel ecimento
do ponto de corte a ser adotado, que deve ser escolhido
de acordo com o propdésito do diagnéstico, como
levantamento epidemioldgico ou diagnéstico em
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matadouros. As situaces mais controladas dos animais
fornecedores dos soros-controle negativos
(confinamento) aumentam a sensibilidade do teste Elisa,
mas ainda ndo amplia a capacidade do desta prova de
detectar a cisticercose na sua forma discreta, por meio
dos dois antigenos estudados. Apesar da especificidade
estar reduzida, nesse caso esta reducéo € discreta,
confirmando a capacidade do teste em discriminar os
animais positivos dos negativos, na maioria das vezes.
O ensaio mostrou elevada eficacia no diagnéstico da
cisticercose bovina intensa (infeccdo experimental),
sobretudo ao utilizar 0 antigeno de larvade T. solium.
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