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ABSTRACT.- Silva S.P, Mota R.A., Faria E.B., Casseb A.R., Casseb L.M.N. & Dias H.L.T. 2013.
[Comparison of indirect ELISA and indirect immunofluorescence in detection of anti-
bodies to Neospora caninum in buffaloes (Bubalus bubalis).] Comparacdo das técnicas
de ELISA indireto e Imunofluorescéncia indireta na deteccdo de anticorpos anti-Neospora
caninum em bufalas (Bubalus bubalis). Pesquisa Veterindria Brasileira 33(4):431-434. Labo-
ratorio de Investigacdo e Diagnéstico de Enfermidades Animais, Universidade Federal do
Para, Belém, PA, Brazil. E-mail: spatroca@yahoo.com.br

To compare two serologic tests for detection of antibodies against Neospora caninum
in sera from buffaloes, samples were collected from 288 buffaloes of 2 to 10 years of age.
To identify the presence of IgG, anti-N. caninum was used for the indirect immunofluores-
cence assay (IFAT), with title 200 as the cutoff, and for the immunoenzymatic test (indirect
ELISA), considering as positive samples with ratio S/P 20.5. There were 153 (53.12%) ani-
mals positive for N. caninum by IFAT, whilst 50 (17.36%) animals were reactive in ELISA.
The presence of antibodies anti-N. caninum demonstrates that the parasite is circulating
among buffaloes raised in Para State, Brazil. ELISA and IFAT tests could be used to diagnose
immunoglobulins against this agent. However there was a weak correlation (Kappa = 0.36)
between both tests, considering the IFAT as the gold standard.

INDEX TERMS: Neospora caninum, serology, buffaloes, IFAT, ELISA.

RESUMO.- Para comparar dois testes soroldgicos na detec-
¢do de anticorpos anti-Neospora caninum em soros sangui-
neos de bufalas, foram coletados amostras de 288 bufalas
entre dois a dez anos de idade. Para identificar a presenca
de imunoglobulina G anti-N. caninum utilizou-se a reagdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), tendo o titulo 200
como ponto de corte, e o Ensaio Imunoenzimatico indi-
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reto (ELISA-indireto), considerando-se positiva as amos-
tras que obtiveram razao S/P=0,5. Observaram-se 153
(53,12%) animais soropositivos para N. caninum, através
da RIF], enquanto que 50 (17,36%) animais foram reagen-
tes no ELISA. A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum
demonstram que o parasito esta circulando entre bufalas
criadas no estado do Par4, sendo que ambos os teste de
RIFI e ELISA podem ser utilizados para diagnosticar imu-
noglobulinas contra este agente. No entanto observou-se
uma fraca correlagdo (Kappa=0,36) entre ambos os testes,
considerando a RIFI como padrao ouro.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Neospora caninum, sorologia, biifalos,
RIFI, ELISA.

INTRODUCAO
A neosporose é uma enfermidade contagiosa causada por
Neospora caninum, um protozoario formador de cistos em
tecidos de animais, tendo como hospedeiro definitivo o
cdo. Até 1988 era confundido com Toxoplasma gondii, de-
vido as suas estruturas similares, porém os agentes sdo
distintos em sua ultra-estrutura, imunogenicidade e pato-
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genicidade ao hospedeiro (Dubey et al. 1988, Ragozo et al.
2003).

N. caninum apresenta distribuicdo mundial, sendo con-
siderado um importante causador de abortamento em bo-
vinos, no entanto, pouco se sabe sobre esta patologia em
bubalinos (Dubey et al. 1998, Dubey & Schares, 2006).

Estudos soroldgicos realizados no Egito (Dubey et al.
1998), Vietna (Huong et al. 1998) e Italia (Guarino et al.
2000) demonstraram a presenca de anticorpos contra N.
caninum, sugerindo a presenca deste agente em seus reba-
nhos de bufalos.

Trabalhos realizados no Brasil identificaram a presenca
de anticorpos anti-N. caninum em bubalinos nos estados de
Sdo Paulo (Fujii et al. 2001, Souza et al. 2001, Rodrigues et
al. 2005) e Bahia (Gondim et al. 1999, Gondim et al. 2007).

No Para, estudos realizados por Gennari et al. (2005)
demonstraram ocorréncia de 70,% nas 196 bufalas testa-
das, provenientes de trés propriedades rurais, onde todas
apresentaram animais positivos para N. caninum.

Devido a importancia da bubalinocultura para o estado
do Paré e a escassez de trabalhos envolvendo essa espécie,
objetivou-se estudar a ocorréncia de anticorpos IgG anti-N.
caninum em bufalas criadas nesse Estado, além de realizar
um estudo comparativo entre a Reagdo de imunofluores-
céncia indireta (RIFI) e o Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
na detecgio de animais soropositivos

MATERIAL E METODOS

Na presente pesquisa foram coletadas, por conveniéncia, 288
amostras de soro sanguineo de fémeas com idade entre dois a dez
anos, das ragas Murrah, Mediterraneo, Carabao, Jafarabadi e mes-
ticos, em 14 propriedades rurais pertencentes a 13 municipios do
estado do Para (Quadro 1).

Apés contengdo dos animais realizou-se a pun¢do da veia ju-
gular e o sangue coletado foi acondicionado em tubos de vidro
estéreis devidamente identificados e mantidos em temperatura
ambiente para posterior centrifugacdo e obtencio do soro. Os so-
ros sanguineos foram estocados em microtubos de polipropileno
previamente identificados e mantidos congelados a -20°C até o
momento da realiza¢do das provas sorolégicas.
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A Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) foi realizada
no Laboratério de Bacterioses do Departamento de Medicina Ve-
terindria da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE,
seguindo protocolo descrito por Souza et al. (2001) para pesquisa
de imunoglobulinas G anti-N. caninum, considerando o titulo 200
como ponto de corte.

No diagndstico soroldégico através da RIFI, utilizaram-se ta-
quizoitos da cepa NC-1 obtidos na cultura in vitro em células
VERO. Foram utilizados soros controle positivo e negativo para
N. caninum previamente conhecidos, assim como conjugado anti-
-IgG bovino (molécula inteira com FITC, produzido em coelhos -
Sigma/F-7887).

As amostras foram submetidas a diluigdes seriadas de razio
dois até a obten¢do da maior dilui¢do positiva na RIFI. A leitura foi
realizada em microscopio de fluorescéncia com aumento de 400x.
Foi considerada como reagdo positiva a fluorescéncia periférica
total dos taquizoitos. O titulo do soro foi a reciproca da maior di-
luicdo que apresentou resultado positivo.

Em outra momento utilizou-se o Ensaio Imunoenzimatico (ELI-
SA) para identificar a presenga de anticorpos IgG anti-N. caninum,
sendo o mesmo realizado no Laboratério de Investiga¢do e Diag-
noéstico de Enfermidades Animais (LIDEA) da Universidade Federal
do Para (UFPA), utilizando-se kit comercial HerdChek anti-Neospo-
ra caninum (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA).

Todas as 288 amostras foram inicialmente diluidas em 1:100
e processadas de acordo com as especificacdes apresentadas no
kit. A densidade 6ptica (D.0.) foi mensurada utilizando o filtro de
630 nm. As amostras de soro com razdo S/P (sample/positive)
20,5 foram consideradas positivas.

A diferenga do percentual de infecgdo entre as propriedades
foi verificada pelo teste do Qui-quadrado (X?), tendo nivel alfa de
0,05. A concordancia entre os teste foi obtida com base no coefi-
ciente Kappa. Os valores de sensibilidade e especificidade tam-
bém foram calculados. Todos os resultados foram tratados estatis-
ticamente pelo software BioEstat 5.0(Ayres et al. 2007).

RESULTADOS

Do total de 288 amostras analisadas pela RIFI, 153
(53,12%) foram positivas para IgG anti-N. caninum e 135
(46,88%) foram negativas. Os titulos de anticorpos nas 153
bufalas positivas foram 200 (40,52%), 400 (22,88%), 800
(20,92%), 1600 (9,15%) e 3200 (6,54%) (Quadro 1).

Quadro 1. Comparacao de resultados obtidos na RIFI e no ELISA indireto para anticorpos
anti-Neospora caninum por fazendas estado do Para, 2008

Fazenda N2 N2 N2 N2 N2
amostras positivas na positivas na RIFI e negativas na RIFl e  negativas na
ne RIFI e ELISA negativas no ELISA  positivas no ELISA  RIFI e ELISA
n? % n? % n? % n® %

Xinguara 35 8 22,86 11 31,43 4 11,43 12 34,29
Altamira 15 0 0 10 66,67 0 0 5 33,33
Salvaterra (Fazenda 1) 19 2 10,53 12 63,16 0 0 5 26,32
Santa Izabel do Para 13 3 23,08 8 61,54 0 0 2 15,38
Oriximina 30 4 13,33 20 66.67 2 6,67 4 13,33
S3o Caetano de Odivelas 7 3 42,86 0 0 1 14,29 3 42,86
Moju 17 0 0 11 64,71 0 0 6 35,29
Soure 21 0 0 11 52,38 1 4,76 9 42,86
Cachoeira do Arari 12 0 0 3 25 1 8,33 8 66,67
Ponta de Pedras 19 0 0 10 52,63 0 0 9 47,37
Peixe-boi 33 2 6,06 11 33,33 5 15,15 15 45,45

Ipixuna do Para 21 3 14,29 6 28,57 4 19,05 8 38,1
Salvaterra (Fazenda 2) 19 2 10,53 0 0 1 5,26 16 84,21
Nova Timboteua 27 3 11,11 10 37,04 1 3,7 13 48,15
TOTAL 288 30 10,42 123 42,71 20 6,94 115 39,93
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Em relacido as propriedades obteve-se 100% dos re-
banhos analisados positivos, uma vez que todas as 14 fa-
zendas apresentaram pelo menos um animal positivo com
frequéncia variando de 8 a 84,62%, sendo que as mesmas
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) quando
comparadas entre si.

No ELISA comercial observou-se que das 288 amostras
analisadas, 50 (17,36%) foram positivas e 238 (82,64%)
negativas (Quadro 1).

Nas 14 propriedades analisadas, 12 apresentaram pelo
menos um animal positivo. A frequéncia de rebanhos posi-
tivos foi de 85,71%, onde algumas propriedades obtiveram
valor de p<0,05, caracterizando diferenca significativa en-
tre os resultados observados.

De acordo com os dados do Quadro 2, a porcentagem de
concordancia dos resultados positivos nas provas de RIFI e
ELISA foi de 19,6% (a/a+b) enquanto que 85,1% (d/c+d)
foram a porcentagem de concordancia dos resultados ne-
gativos, totalizando uma porcentagem de concordancia de
50,36% (a+d/a+b+c+d). O ELISA mostrou uma fraca con-
cordancia com a RIFI (Kappa=0,36), e resultados compara-
tivos do teste de ELISA com a RIFI sendo padrao ouro, apre-
sentaram 19.61 e 85.19% de sensibilidade e especificidade,
respectivamente, no ELISA.

Quadro 2. Distribuicdo dos soros de buifalas de acordo com
os resultados das provas de RIFI e ELISA para pesquisa de
anticorpos anti-Neospora caninum

RIFI Total
Positivo Negativo
ELISA  Positivo 30 (a) 20 (b) 50 (a+b)
Negativo 123 () 115 (d) 238 (c+d)
TOTAL 153 (a+c) 135(b+d) 288 (a+b+c+d)

DISCUSSAO

No que se refere a anticorpos IgG anti-Neospora caninum,
valores inferiores foram descritos na Italia com 34,6%; no
Brasil com 36,5% e 35,9%, ambos na Bahia, de bufalos po-
sitivos (Gondim et al. 1999, Guarino et al. 2000, Gondim
et al. 2007). Valores semelhantes foram observados por
Souza et al. (2001) verificaram 56,0% de positividade. Per-
centuais mais elevados foram descritos no Egito com so-
roprevaléncia de 68%; na Argentina com uma frequéncia
de 64%; e no Brasil com soroprevaléncia de 64% e 79%,
ambos em Sao Paulo, e 70,9% no Para (Dubey et al. 1998,
Fujii et al. 2001, Gennari et al. 2005, Rodrigues et al. 2005,
Campero et al. 2007).

Neste estudo, 53 buifalas (16,82%) foram positivas no ELI-
SA, resultado este maior ao descrito por Huong et al. (1998)
no Vietnam, onde trés bufalas (1,5%) foram reagentes atra-
vés do ELISA, e confirmadas posteriormente pela RIFI.

Diversos testes sorolégicos vém sendo usados no diag-
nostico da neosporose, incluindo a Reagdo de Imunofluo-
rescéncia Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimatico Indireto
(ELISA) e o Imunoblot, porém a RIFI e o ELISA sdo mais
frequentemente utilizados, por serem relativamente mais
baratos (Romero & Frankena 2004).

Como os taquizoitos utilizados para antigeno nos testes
de RIFI estdo intactos, o teste detecta principalmente anti-

corpos direcionados para antigenos presentes na superfi-
cie celular do parasita. Estes sdo considerados mais especi-
ficos que os componentes intracelulares (Trees et al. 1993).

A RIFI foi o primeiro teste sorolégico utilizado para de-
teccdo de anticorpos anti-N. caninum, e apresenta uma boa
sensibilidade e especificidade, por isso ele é considerado
um teste de referéncia (padrdo ouro), sendo frequente-
mente comparado com outros testes (Bjorkman & Uggla,
1999). Entretanto Dubey (2003) afirma que esta técnica
ndo apresenta um ponto de corte definitivo, que se justifica
pela incerteza do diagnoéstico sorolégico em animais cro-
nicamente infectados e da viabilidade dos soros testados.

0 diagnoéstico da neosporose, em bovinos, pode ser re-
alizado pela técnica de ELISA, que possui uma maior espe-
cificidade e sensibilidade no diagndstico soroldgico de va-
cas infectadas com N. caninum quando comparado com a
RIFI (Bjorkman et al. 1997). E segundo Sartor et al. (2003),
um fator favoravel para isso, consiste na automacao exis-
tente na técnica de ELISA que praticamente elimina a in-
terferéncia técnica, a qual é responsavel por erros como,
por exemplo, os de leitura de uma lamina. Entretanto, ndo
existem testes de ELISA, que identifique anticorpos anti-N.
caninum, padronizados para bubalinos, sendo neste caso
utilizados kits com conjugado de bovino.

Em ambas as provas, RIFI e ELISA, houve uma concor-
dancia com 30 bufalas reagentes, demonstrando a capaci-
dade dos testes de detectar animais realmente positivos e
115 bufalas ndo reagentes, demonstrando a capacidade de
detectar animais realmente negativos.

Por outro lado, 123 bufalas foram positivas na RIFI e
negativas no ELISA. Isso pode ser justificado levando em
consideracdo a maior especificidade do ELISA comparado a
RIFI, devido ao fato do ELISA trabalhar com particulas fra-
cionadas dos taquizoitos de N. caninum (epitopos ou deter-
minantes antigénicos), diferente da RIFI que utiliza taqui-
zoitos integros (Bjorkman et al. 1997, Schares et al. 2005).
No entanto, esta concordancia foi fraca devido ao grande
numero de animais falso negativos no ELISA.

Em outra observacdo, 20 bufalas foram negativas na
RIFI, porém positivas no ELISA, isso pode ter ocorrido de-
vido a capacidade do ELISA de detectar quantidades meno-
res de imunoglobulinas, sendo que Locatelli-Dittrich et al.
(2001), utilizando o mesmo ELISA comercial da presente
pesquisa, encontraram 60 bovinos positivos no ELISA e na
RIFI, porém utilizando uma dilui¢do inicial baixa (1:25) e
os autores observaram também que a correlagdo da positi-
vidade diminuia na diluicdo de 1:200, apresentando assim
42 animais positivos em ambas as provas.

Segundo Sartor et al. (2003), durante interpretacdo dos
resultados, deve ser levado em consideracdo o espaco de
tempo decorrido entre o abortamento e a coleta do sangue.
Este fato é justificado pela queda de persisténcia nos titulos
da RIFI ap6s o abortamento.

Neste trabalho a sensibilidade do ELISA foi de 19,61%,
valor bem inferior aos apresentados por Venturini et al.
(1999) e Sartor et al. (2003), entretanto em ambos os tra-
balhos essa comparacdo foi realizada em soro bovino.

O ELISA mostrou uma fraca concordancia com a RIFI
(Kappa=0,36), sendo que essa discordancia de resultados
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obtida na RIFI e no ELISA pode ter ocorrido devido a dife-
renca no tipo de anticorpos mensurada nestes testes (Ven-
turini et al. 1999).

Outra possibilidade seria a diferengca de conjugado
utilizado no kit de ELISA especifico para bovinos, que foi
utilizado no diagndstico em soro bubalino. De acordo com
Cortez et al. (2001), interagdes ndo imunolégicas (ruidos
decorrentes da adsorcdo de IgG de bufalos ou de conjuga-
do anti-IgG bovina a microplaca) pode interferir na eficacia
destes testes.

Apesar da semelhanca entre imunoglobulinas de ambas
as espécies, a resposta imune de bufalos e bovinos podem
ser diferentes em intensidade, duragao ou desenvolvimen-
to (Corréa 2007).

CONCLUSOES

A identificacdo de anticorpos IgG contra Neospora ca-
ninum é um indicativo da presenca deste agente em reba-
nhos bubalinos no Estado do Par3, e pode estar relacionado
a perdas econOmicas devido a possibilidade de ocasionar
abortamentos nestes animais. Neste panorama é importan-
te a utilizacdo de técnicas sorologicas que demonstrem a
presenca de animais positivos para a neosporose.

Diante deste contexto, a RIFI apresentou maior sensi-
bilidade quando comparado com o ELISA, sendo que este
ultimo nao seria recomendado para programas sanitarios
contra esta enfermidade devido a sua baixa sensibilidade
nestes animais.
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