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INTRODUGAO

Iristeza Parasitaria Bovina (1PB) ¢ um complexo de doencas transmitidas pelo car-
rapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus que tem como agentes etiologicos os protozo-
arios Babesia bovis e Babesia bigemina, e a riquétsia Anaplasma marginale. A ocorréncia
destas enfermidades tem ampla distribuicdo, envolvendo areas de clima tropical e sub-
tropical as quais englobam praticamente todo o territério brasileiro.

No Brasil, perdas econdomicas consideraveis (estimada em torno de trés bilhoes
de dolares anuais) estao associadas a infestacao do rebanho bovino pelo carrapato
R. microplus (GRISI et al., 2014). As doencas do complexo 1PB contribuem para este
cendrio de prejuizo na pecudria de corte nacional, especialmente em areas de instabi-
lidade enzodtica.

E preciso considerar que, até o momento, nao ha um método de diagnostico labora-
torial comercialmente disponivel para o diagnéstico de anaplasmose e babesiose.

Neste capitulo sao apresentados protocolos selecionados, de técnicas que permitem
a deteccao da infeccao por Anaplasma marginale ou Babesia sp, quer seja pelo uso de
meétodos diretos ou indiretos. Algumas destas técnicas tém permitido estudos de preva-
léncia e/ou incidéncia da doenca por diversos grupos de pesquisa em nosso pais.

Porém, na auséncia de métodos diagnosticos laboratoriais comercialmente disponi-
veis, as unicas alternativas ao Médico Veterinario de campo sdo o diagnostico clinico
ou o diagnostico post-mortem, o que pode comprometer a eficiéncia da determinacédo do
agente etiologico e a escolha da melhor alternativa terapéutica.

DIAGNOSTICO DIRETO

O diagnostico laboratorial direto para babesiose e anaplasmose ¢ usado na clinica
veterindria para confirmacao da suspeita clinica por observacao direta do parasito em
amostras colhidas do animal suspeito. lambém pode ser usado na deteccdo do parasito
em vetores. Diversas técnicas estdo disponiveis para este fim e elas incluem deteccao
dos parasitos no interior de hemacias de sangue periférico a partir de esfregago sangui-
neo, citologia por decalque e, mais recentemente, pela amplificacdo de fragmentos de
DNA (diagndéstico molecular) para os microrganismos em estudo pelo uso da reacao em
cadeia da polimerase em tempo real (qPCR).

ESFREGACO SANGUINEO DE CAMADA DELGADA
Introducao e principio da técnica

Este exame consiste na observacao de B. bovis, B. bigemina e/ou A. marginale em
hemacias de sangue periférico de bovinos. Por ser de facil execucao, baixo custo e alta
especificidade, ainda ¢, atualmente, o método de eleicdo para a comprovacao do diag-
nostico clinico no periodo patente da doenca. lambém pode ser usado no diagnéstico
post-mortem.

Material e equipamentos

¢ Laminas limpas e secas (lavar com detergente neutro, enxaguar com 4gua destilada
e manter em alcool; secar com pano limpo antes do uso);
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Agulha esteril;

Lapis;

Lamparina pequena com alcool (opcional);
Caixa para laminas;

Suporte para laminas;

Cuba de coloracio;

Corantes (sugere-se coloracao pelo método May-Grunwald-Giemsa);
Metanol;

Oleo de imersao;

Microscépio 6ptico com objetiva de 100 x;
Ventilador (opcional).

Execugao da técnica

1.

Usar agulha estéril para fazer pequena puncdo em vaso sanguineo da ponta da ore-
lha ou ponta da cauda do bovino.

Depositar uma gota do sangue periférico em uma das extremidades da lamina
(Figura 4.1), evitando encostar a orelha ou a cauda na lamina.

locar na gota com a borda de uma segunda lamina, posicionada em angulo de 45°,
de forma que a gota de sangue se espalhe na borda da segunda lamina (Figura 4.1).

. Deslizar a segunda lamina sobre a primeira em movimento homogéneo, de modo a

formar uma franja no final da camada (Figura 4.1). Quanto menor o angulo entre
as duas laminas, mais delgado sera o esfregaco (recomendado). Quanto maior a gota
de sangue, mais espesso serd o esfregaco, caracteristica esta indesejavel (MA10S &
MATLOS, 1988).

. Secar a lamina ao ar ou ao calor (passando a lamina cerca de 15 cm de distancia da

chama do fogo).

Esquema
ilustrativo da técnica de
esfregaco sanguineo.

Autoria imagem: Jefferson
Christofoletti. Embrapa Pesca e
Aquicultura.
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6. A identificacdo da lamina deve ser feita com lapis na extremidade espessa do es-
fregaco.

7. Fixar o esfregaco mergulhando a lamina em metanol por 5 minutos.

8. Deixar secar ao ar ou em frente a ventilador.

9. Corar a lamina pelo método de May-Grunwald-Giemsa ou com kit comercial de
coloracdo equivalente.

10. Deixar secar ao ar ou em frente a ventilador.

Analise e interpretacao

A lamina devera ser examinada em microscépio 6ptico, em objetiva de 100x, com
6leo de imersdo. Percorrer a lamina em sua porcao final (area da franja), observando o
interior das hemacias. Babesia bovis e B. bigemina se apresentam em forma de corpus-
culos piriformes, geralmente aos pares, ou em forma anelar. Enquanto a B. bovis ocupa
menos de % do eritrocito, a B. biggmina ocupa % ou mais (Figura 4.2 A e 4.2 B).

Anaplasma marginale ¢ encontrado na forma de pequeno corpusculo escuro, arre-
dondado, refringente e periférico (Figura 4.2 C). Podera ser confundido com artefatos
de coloracdo ou com corpusculos de Howell-Jolly (fragmentos nucleares). Porém, estes
ndo sao uniformes em tamanho e posicao. Os artefatos de colora¢do, geralmente, nao
desaparecem juntamente com o eritrocito a0 movimentar-se 0 micrometro.

FIGURA 4.2.
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Estimativa do percentual de parasitemia em esfregaco sanguineo de
camada delgada

O esfregaco sanguineo de camada delgada podera ser usado para estimar o grau de
parasitemia do bovino, ou seja, o percentual de eritrocitos infectados. A forma de cal-
culo ¢ descrita a seguir (11ICA, 1987):
¢« Selecionar uma regido da lamina com varios eritrocitos, porém sem sobreposicdo

destes. Contar o numero de eritrocitos total e parasitados.
¢« Usar leituras de trés campos para calcular a média do numero total de eritrocitos.
¢ Percorrer novos campos (para aumentar o numero de eritrécitos contados) contabili-

zando o numero de eritrocitos infectados. O numero de campos percorridos devera
corresponder aproximadamente a 10.000 eritrécitos em infecgoes por B. bovis e de

1.000 a 5.000 eritrocitos em infeccoes por B. bigemina ou A. marginale.
¢ Usar regra de trés para estimar o numero de eritrocitos infectados a cada 100 eritro-

citos contados.

CITOLOGIA POR DECALQUE (IMPRINT DE ORGAOS)
Introducao e principio da técnica

A citologia por decalque ou imprint no diagnostico de babesiose e anaplasmose ¢é
indicada em casos de exame post-mortem, quando ha suspeita do parasitismo como
causa do 6bito. Como a velocidade de decomposicao dos tecidos ¢ diferenciada entre os
6rgaos, recomenda-se que nas primeiras oito horas post-mortem o imprint seja realizado
considerando-se a seguinte ordem de prioridade: rins, coragao, baco, figado e cérebro.
Ap6s oito horas, ¢ indicada a seguinte priorizacao: baco, cérebro, coracdo, rins e figado
(1ICA, 1987).

Material e equipamentos

¢« Laminas limpas e secas (Lavar com detergente neutro, enxaguar com agua destilada
e manter em alcool. Secar com pano limpo antes do uso);

¢« Cabo e lamina de bisturi ou tesoura cirurgica;

¢« Caixa para laminas;

¢« Suporte para laminas;

¢ Cuba de coloracao;

¢« Corantes (sugere-se coloracdo pelo método May-Grunwald-Giemsa);

« Oleo de imersao;

¢ Microscopio 6ptico com objetiva de 100 x.

Execucao da técnica

1. Seccionar pequeno fragmento do 6rgao.

2. Encostar a superficie do fragmento na lamina, de preferéncia, que contenha capila-
res de sangue. Nao pressionar.

3. Secar a lamina ao ar.

4. Corar pelo método de May-Grunwald-Giemsa ou com kit de coloragao equivalente
(OBS: A fixagao € parte do processo de coloracao).
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Anadlise e Interpretacao

Examinar a superficie da lamina em microscépio 6ptico, objetiva de 100x, com 6leo
de imersdo, a procura de hemécias parasitadas.

DIAGNOSTICO MOLECULARDA TPB

Diversos métodos foram desenvolvidos ao longo dos anos para o diagnostico mole-
cular dos agentes da 1PB. No entanto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas
variagoes (nested-PCR, multiplex-PCR, qPCR, etc.) sobressairam em relacdo as demais
devido a praticidade, menor custo, e melhores sensibilidade e especificidade.

Inicialmente, devido aos altos niveis de sensibilidade e especificidade dos méto-
dos de diagnostico molecular, associados a caracteristica dos agentes de causarem
infeccoes cronicas subclinicas, o diagnéstico molecular da I'PB tornou-se extre-
mamente util em estudos epidemiolégicos e experimentos de avaliacao vacinal e
terapéutica. Porém, sua aplicabilidade clinica permanecia limitada. No entanto,
com o desenvolvimento de técnicas de PCR quantitativa esse cenario esta passando
por importantes mudangas, e a utilizacdo do diagnostico molecular da 1 PB ja pode
ser considerada.

PCREMTEMPO REAL (QPCR)
Introducao e principio da técnica

A PCR em tempo real ¢ um método de diagnostico molecular baseado na amplifi-
cacdo de fragmentos especificos de DNA, delimitados por iniciadores (primers), cuja
sinalizacdo referente a amplificacao de DNA ocorre por meio de moléculas fluorescen-
tes, sendo a intensidade de fluorescéncia proporcional a quantidade de fragmentos de
DNA gerados.

Basicamente, existem dois sistemas de detec¢ao de amplificacdo utilizados em qPCR,
um sistema baseado em fluoréforos intercalantes e outro baseado em sondas de hidroli-
se. Cada um dos sistemas apresenta vantagens e desvantagens que devem consideradas
antes da escolha do método e também na interpretacao dos resultados.

PCREMTEMPO REAL (QPCR) PARA ANAPLASMA MARGINALE,
BABESIABOVIS

Material e equipamentos

¢ DNA de Anaplasma marginale (controle positivo), DNA de Babesia bovis (controle
positivo);
¢ Sybr Green PCR master mix;
« Oligonucleotideos iniciadores (primers);
Anaplasma marginale (gene msp5) apresentados em BACANELLI et al. (2014) (produ-
to de amplificacdo de 104 pares de bases):
AMIR F: 5 AAGGCGAGGAGCIGITTAAG 3
AMTRR: 5 CIACIGCCICACAAGGACGA 3
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Babesia bovis (gene msa2¢) apresentados em RAMOS et al. (2011) (produto de ampli-
ficacdo de 97 pares de bases).
msa2c 2t 5° GGACAAAL TAAGCAACCIATACAAATZ
msa2c 2R 5" AGCITICCIUIGITICGAATTITTATAAY
Agua livre de nuclease;
Microtubos para qPCR (de acordo com o termociclador utilizado);
Ponteiras com filtro;
Luvas de latex para procedimento, sem talco;
Micropipetas;
Estante para microtubos;
Gelo ou termobloco;
Mapa de identificacao para o posicionamento dos tubos no termociclador (elaborado
pelo usuario);
Lapis para identificacao;
Termociclador;
Cabine para PCR;
DNA das amostras.

Execucgao da técnica

P

Descongelar todos os reagentes em gelo.

2. Calcular os volumes a serem pipetados de acordo com o numero de reacoes a serem

feitas (incluir uma amostra como controle negativo e uma amostra como controle
positivo) e na dependéncia das concentracoes dos reagentes. Utilizar os volumes e
quantidades abaixo descritas como referéncia para uma analise:
qPCR para msp-5
SYBR Green/ROX PCR master mix — 6,25 pL (ou de acordo com as recomendagoes
do fabricante).
Primer forward (AM1R msp-5 F) e primer reverse (AM 1R msp-5 R) — 50 ng de
cada um (referéncia mencionada anteriormente).
DNA molde — 100 ng (devera estar concentrado em 1 pL).
Agua livre de nuclease (q.sp) — 12,5 pL.
qPCR para msa2c
SYBR Green/ROX PCR master mix — 6,25 pL (ou de acordo com as recomendacdes
do fabricante).
MgCl, —3 mM.
Primer forward (msa2c 2F) e primer reverse (msa2c 2R) — 3 pmol cada um deles
(referencia mencionada anteriormente).
DNA molde — 50 ng (devera estar concentrado em 1 pL).
Agua livre de nuclease (q.s.p)— 12,5 pL.

. Dispor os microtubos para qPCR de acordo com o planejamento registrado no mapa

de identificacao.

. Adicionar todos os componentes da reaco, exceto o DNA, em um microtubo de 1,5

mL, compondo o mix de PCR.

5. Distribuir 11,5 pL do mix para PCR em cada microtubo.
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6. Adicionar a cada microtubo o seu respectivo DNA, seguindo o mapa de identifica-
¢do, em volume de 1 pL.
7. Incluir um microtubo contendo 1 pL de agua livre de nuclease em substitui¢do ao
DNA molde, como controle negativo c.
8. Programar no termociclador em tempo real as condicoes para cada ensaio, como
descrito:
qPCR para msp-5 A. marginale:
50°C — 2 minutos
95°C — 2 minutos
40 ciclos de 95°C — 30 segundos
54°C — 15 segundos
qPCR para msa2c B. bovis:
50°C — 2 minutos
95°C — 2 minutos
40 ciclos de 95°C — 30 segundos
54°C — 15 segundos
9. Ao término da reacao de qPCR, proceder a andlise com os dados apresentados pelo
sistema (considerando a linha limite ou threshold line, entre outros parametros).

Interpretacao dos resultados

Durante a amplificacdo, o termociclador calcula a linha limite ou threshold line, a par-
tir da qual as amostras sdo positivas. Apos o término da amplificacdo, ha o calculo da
temperatura de dissociacdo dos produtos. Os corantes intercalantes utilizados em qPCR
fluorescem apenas quando eles sao ligados a cadeia dupla de DNA (dsDNA). Eles nao
apresentam fluorescéncia na presenca de DNA de cadeia simples (ssDNA), ou quando
os corantes sao livres em solugio.

lipicamente, o termociclador ¢ programado para produzir a curva de dissociacao
depois que os ciclos de amplificacao tiverem sido concluidos. Ao final da corrida, o ter-
mociclador comeca a uma temperatura pré-ajustada (geralmente acima da temperatura
de dissociacdo-1m dos iniciadores) e mede a quantidade de fluorescéncia. A temperatu-
ra da amostra é entdo aumentada progressivamente e o equipamento continua a medir
a fluorescéncia. Como a temperatura aumenta, ocorre a desnaturacio do dsDNA em
cadeia simples, e o corante dissocia-se, resultando em diminuicao de fluorescéncia. A
alteracao no declive desta curva ¢ entdo tracada como uma funcao de temperatura para
obter a curva de dissociacao.

No caso de B. bovis, deve-se observar amplificacao de um produto (RAMOS et al.,
2011) com temperatura de dissociagao de 7741°C (£0,25°C) (Figura 4.3) No caso de A.
marginale observa-se amplificacao de um produto com temperatura de dissociacdo de
81,19°C (+0,26°C) (BACANELLI et al., 2014).

Consideracoes

Para interpretacao/confirmacao dos resultados, deve-se incluir analise da integrida-
de das amostras e capacidade de amplificacao da reacao (auséncia de inibidores) pelo
uso de oligonucleotideos iniciadores para genes constitutivos. Na padronizagao dos tes-
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N Babesia bovis
= = Babesia bigemina
Anaplasma marginale
650 700 750 800 80 90 90 Bos taurus
Tm: 78,02
Temperatura (°C)
Curva de dissociagao em PCR
em tempo real com amostras de DNA de
Babesia bovis, B. bigemina, A. marginale e Bos
taurus em gPCR para deteccao de B. bovis

(apresentado em Ramos et al., 2011).

tes para qPCR de A. marginale e qPCR para B. bovis foram utilizados oligonucleotideos
para gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH) e B-actina, respectivamente.

DIAGNOSTICO INDIRETO

O diagnostico indireto para babesiose e anaplasmose ¢ feito por meio da demons-
tracdo de alteracoes especificas no hospedeiro, as quais ocorrem a partir da interacao
com o patégeno (producdo de anticorpos ou reducdo de hemacias circulantes), diferen-
temente do que ocorre no diagnostico direto, o qual ¢ possivel a partir do resultado do
isolamento ou observacdo do agente patogénico. Em muitos casos, a sensibilidade e a
especificidade dos testes indiretos, aliados ao baixo custo da técnica, sao fatores chave
para a escolha do diagnéstico por estes métodos.
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MICROHEMATOCRITO PARA DETERMINACAO DO VOLUME GLOBULAR (VG)
Introducao e principio da técnica

O volume globular é um parametro de estimativa do numero e tamanho de globu-
los vermelhos presentes na circulacdo sanguinea. Em caso de infeccoes pelos agentes
da I'PB, ha reducdo do numero de globulos vermelhos circulantes, em consequéncia a
destruicao destas células pelo parasito e/ou pelo organismo. A técnica de microhema-
tocrito consiste na separa¢ao dos constituintes do sangue em trés partes (eritrocitos,
leucacitos + plaquetas e plasma) por meio da centrifugacao e é comumente usada para
determinacdo do volume globular.

Material e equipamentos

¢« Seringas e agulhas para coleta de sangue;

¢ lubos para coleta de sangue com anticoagulante;

¢ Rack para tubos;

¢ lubo capilar;

¢ Massa de modelar;

« Centrifuga com rotor para tubo capilar de micro hematocrito;
¢ Cartdo para analise do volume globular.

Execucao da técnica

1. Coletar cerca de 3 mL de sangue em tubo com anticoagulante.

2. Inverter lentamente o tubo para promover a mistura do sangue com o anticoagulan-
te. Manter a amostra a 8°C até a execucdo da analise.

3. Inverter lentamente o tubo para homogeneizacao da amostra de sangue.

4. Preencher o tubo capilar até, aproximadamente, dois tercos do comprimento do tubo.

5. Vedar o lado com sangue usando massa de modelar ou em chama azul com o auxilio
de bico de Bunsen.

6. Dispor os microcapilares na centrifuga com a extremidade fechada apoiada na base
externa do circulo, distribuindo os microcapilares de forma balancear o peso na
centrifuga.

7. Centrifugar por 5 minutos a 10.000 rotacées por minuto (RPM).

Analise e interpretacao

Aleitura pode ser feita em cartao para microhematocrito que acompanha a centrifu-
ga ou em aparelho apropriado. A relacdo entre o volume total de sangue e o volume de
eritrocitos sera expressa em porcentagem no cartao, correspondente a faixa de eritroci-
tos (porcao vermelha). O valor encontrado deve ser comparado aos valores de referéncia
normais de volume globular para bovinos.

SOROLOGIA (OU IMUNODIAGNOSTICO)

A palavra sorologia originalmente refere-se a identificacao da presenca de antigenos
ou anticorpos no soro (parte que permanece liquida apos a coagulacao de um fluido
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organico, especialmente o sangue), ainda que, atualmente este conceito tenha sido am-
pliado para uma defini¢ao mais abrangente que engloba qualquer método que envolva
a deteccdo e/ou quantificacdo de interacoes antigeno-anticorpo, mesmo que esta nao
seja realizada em fluidos animais. Neste sentido, pode-se considerar sorologia um sig-
nificado para imunodiagnostico.

As técnicas sorologicas podem ser divididas em diferentes categorias. Esta categori-
zacdo das técnicas varia um pouco conforme o autor. Uma maneira simples de se agru-
par as técnicas sorologicas leva em consideracao a forma de observacdo da interacao
antigeno-anticorpo. Neste sentido macrotécnicas sao as quais a deteccdo da interagdo €
visivel a olho nu, tais como aglutinacao, hemoaglutinacao, precipitacao, imunodifusio.
Ja nas microtécnicas para a detec¢do da interacdo antigeno-anticorpo € necessario al-
gum tipo de equipamento. kstas técnicas incluem o radioimunoensaio (R1A), a imuno-
fluorescencia (R1 ou RIFI) e o ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA). Neste
item estdo descritos como protocolos de microtécnicas ELISA e RIFL, e como protocolo
de macrotécnica a aglutinagao em latex.

Os soros controles utilizados em sorologia e diagnéstico de babesiose e anaplasmose
devem ser obtidos considerando-se alguns critérios, a saber: o soro negativo devera ser
obtido de bovino sem contato prévio com B. bovis, B. bigemina ou A. marginale, preferen-
cialmente, proveniente de édrea livre destes parasitos/riquétsia. O soro controle positivo
forte devera ser obtido de bovino com parasitemia patente para o patégeno para o qual
servira de controle (avaliado previamente por meio de técnicas diretas de diagnostico).
Nao devem ser usados soros de animais com infec¢do mista. Ja o soro controle positivo
fraco podera ser obtido com dilui¢cdes do soro positivo forte.

IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
Introducao e principio da técnica

No ensaio de imunofluorescéncia indireta (1F1), a deteccao da reacao se da pelo uso
de anticorpos marcados com fluorocromos. Estas substancias tém a capacidade de ab-
sorver energia luminosa, tornando-as excitadas por um espaco de tempo extremamente
curto (10° a 107 segundos), para em seguida emiti-la em um comprimento de onda
maior, na forma de fluorescéncia, ao retornarem ao seu estado normal.

Os fluorocromos mais usualmente empregados sdo os derivados da rodamina e o
isotiocianato de fluoresceina (FI1C), os quais emitem fluorescéncia vermelha e verde,
respectivamente. A imunofluorescéncia indireta para babesiose e anaplasmose ¢ base-
ada na reacdo de anticorpos especificos presentes no soro bovino com os parasitas (B.
bovis, B. bigemina ou A. marginale) presentes em lamina de microscopia. Para a revela-
¢do, utiliza-se conjugado (normalmente anti-lgG bovina) marcado com fluorocromos
para evidenciar a reacao em microscopio de epifluorescéncia.

Em uma reacgdo positiva o soro teste contendo anticorpos contra os parasitas inte-
rage com o antigeno na lamina e a fluorescéncia ¢ observada quando o conjugado é
adicionado. Ja a reacdo negativa ha auséncia de fluorescencia.

A descri¢ao abaixo apresenta um protocolo de imunofluorescéncia indireto padroni-
zado para detec¢ao de anticorpos anti B. bovis, B. bigemina ou A. marginale, baseado nas
publicacoes de Madruga et al., 1986, Sacco, 1996 e Madruga et al., 2001.
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Material e equipamentos

Para preparo do antigeno

Sangue de animal doador com parasitemia patente para cada um dos agentes
patogénicos;

Citrato de sodio 3,8%:;

Lubos de centrifugacao;

lampao salina tamponada (PBS) pH7.2 (7,5 mM Na,HPO,; 2,3 mM KH,PO,; 145
mM NaCl) ou solucio salina;

Centrifuga refrigerada;

Laminas de vidro;

Papel macio (absorvente);

Papel aluminio.

Para imunofluorescéncia

Antigeno de B. bovis, B. bigemina ou A. marginale, previamente distendido em lamina
de vidro lisa e armazenada a -20°C ou -80°C;

Soro controle negativo e soro controle positivo especifico;

Soros testes;

Anti-1gG bovina marcada com isotiocianato de fluoresceina (F11C);
lampao salino-fosfatado (PBS) pH 7.2 (7,5 mM Na,HPO,; 2,3 mM KH,PO,; 145 mM
NaCl);

Solugdo de lavagem final pH 7,0 (44,3 mM Na HPO, 27,8mM KH, PO );
Microscopio de epifluorescencia;

Camara umida;

Microtubos e/ou placa de ELISA de 96 orificios;

Estufa;

Cubas para lavagens de laminas;

Micropipetas;

Esmalte escuro;

Seringa de 1 mL;

Freezer -80°C (ou botijao de nitrogenio liquido) e -20°C;

Balanca de precisao;

Agitador orbital;

Ponteiras descartaveis;

Ventilador (opcional).

Diluicao dos soros

TESTE CONTROLE + CONTROLE -

Babesia 1:160 e 1:320 1:160 1:160

Anaplasma 1:320 e 1:640 1:320 1:320
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As diluicoes indicadas para os soros testes e controles foram determinadas por en-
saios prévios de padronizacao da técnica, na qual os soros foram diluidos de forma
seriada em base dois.

Definicao da diluicdo de uso do conjugado anti-lgG bovina/FITC

Definicdo do titulo: Preparar diluicoes crescentes do conjugado em PBS em base 2
(Ex.: 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 ou mais, se necessario) e analisar a fluorescéncia de cada
diluicdo com soros controle positivo (C+) e negativo (C-), em triplicatas. A diluicao de
uso sera a anterior a partir da qual a fluorescéncia comega a perder a intensidade.

Recomenda-se manter aliquotas pequenas para evitar descongelamentos frequentes
de todo o conjugado na retirada de amostras. Além disso, a repetitividade de um novo
conjugado podera ser aferida comparando-se o resultado de soros conhecidos avaliados
concomitantemente ao conjugado de partida anterior.

Preparacao de antigeno para imunofluorescéncia

1. Coletar sangue de animal com infec¢do unica (B. bovis ou B. bigemina ou A. marginale)
e parasitemia patente utilizando citrato de sodio (3,8%) na propor¢ao de 1:10
(1 parte de citrato + 9 partes de sangue).

2. Distribuir em tubos e centrifugar a 1.600 x g por 15 minutos sob refrigeracao (4°C).

3. Retirar o plasma e a camada de leucécitos. Retirar o maximo que for possivel da
camada de leucocitos.

4. Suspender as hemacias em solucao tampao fosfato (pH 7,2) ou salina.

5. Centrifugar por 15 minutos 1.600 x g sob refrigeracao.

6. Retirar o sobrenadante e leucocitos (pequena camada branca logo acima da grande
camada vermelha composta por hemacias).

7. Suspender as hemacias com as mesmas solugdes. Centrifugar em condicoes identi-
cas as anteriores. Este processo deve ser repetido trés vezes.

8. Apo6s a ultima centrifugacao, o volume final de hemacias deve ser ajustado com
tampao salina fosfatada pH 7,2 para 50% a 60% do volume final. Fazer hematocrito
para conferir. Se ndo estiver neste valor, concentrar por centrifugacao ou diluir.

9. Utilizar laminas novas para confeccdo dos esfregacos. O esfregaco deve ser delgado,
porém nado muito fino — homogéneo e sem cauda.

10. Secar as laminas ao ar ou com auxilio de um ventilador.

11. Apés a completa secagem, embalar cada lamina em papel macio e cobrir grupos de
cinco laminas com papel aluminio.

12. Armazenar a temperatura de -80°C em embalagem que ndo permita ficar umido. O
armazenamento de laminas a -20 °C pode ser feito para uso imediato (duracao até 6
meses).

Execucao da técnica — Imunofluorescéncia Indireta

1. lransferir as laminas de antigeno do freezer para estufa a 37°C por 10 minutos.
2. Fazer circulos de 4 mm com esmalte sobre a distensao (sugestdo de 21 circulos por
lamina) com o auxilio de uma agulha em seringa de 1 mL contendo o esmalte.
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Diluir os soros teste para Babesia spp. 1:160 e 1:320 e A. marginale 1:320 e 1:640 em

PBS 1x.
Distribuir uma gota dos soros teste (aproximadamente 10 pL) de acordo com o mo-
delo de lamina das Figuras 44 e 4.5.
Em cada lamina, adicionar 10 puL dos soros controles positivo forte, positivo fraco e

negativo.

. Incubar por 30 minutos a 37°C em camara umida.

Lavar as laminas 3 vezes em PBS pH 7,2, sob fraca agitacdo, por 10 minutos.

. Aguardar secagem (pode ser usado ventilador).
. Adicionar 10 pL de anticorpo anti-lgG bovina conjugado com FI1C, diluido confor-

me definido em ensaio anterior, em cada drea de reacdo em local escuro.

Incubar as laminas por 30 minutos a 37°C, em camara umida.

Lavar duas vezes em PBS durante 10 minutos e uma vez em solucio de lavagem final
(pH 7.,0) por 5 minutos.

Colocar para secar em local escuro.

Visualizar em microscopio de epifluorescéncia em objetiva de 40x.

Confroles  1:160 1:320 1:160 1:320 1:160 1:320

Esquema da
distribuicao dos soros controle - @« @ @ @ @ @ Q
gaﬁ:g:ﬁpmod:m 9 0 0 0 0 00
Madruga et al. (2001). ++@ Q@ Q@ Q@ a o a

Controles  1:320 1:640 1:320 1:640 1:320 1:640

Esquema da
distribuicao dos soros controle _
(em negrito) e dos soros teste e @ Q@ 9 @ o o
para Anaplasma marymale. + @ @ Q@ @ Q@ Q@ Q
?zdmu de etal. ++ @ Q@ Q@ Q@ Q@ Q@ Q
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Analise das laminas e interpretacao

Examinar cada campo em microscopio de epifluorescencia. Iniciar leitura pelos cam-
pos controle para confirmar a qualidade das reagdes. Proceder leitura dos demais cam-
pos classificando-os como positivo fraco (+4), positivo forte (+++) ou negativo (-). Indicar
como resultado positivo do soro teste a maior diluicdo positiva forte para cada amostra.

Consideragoes

E possivel visualizar a reacao da IF1 até mesmo no dia posterior a execugao da técni-
ca, desde que a lamina fique sob refrigeracao, no escuro. Como se trata de um processo
longo, a interrupcdo da técnica apés a lavagem do soro ¢ perfeitamente aceitavel, nao
apresentando interferéncia no resultado final desde que a lamina esteja seca e seja guar-
dada em recipiente protegido, sob refrigeracdo. Ao aplicar os soros testes e controles nao
arranhar ou raspar a superficie da lamina, especialmente com a ponta da ponteira, para
evitar a retirada do antigeno, assim como nao se deve misturar o conteudo dos circulos/
POgos.

ENSAIO IMUNOADSORVENTE LIGADO A ENZIMA (ELISA - ENZYME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY)

Introducao e principio da técnica

O ensaio imunoadsorvente ligado a enzima, ELISA (enzyme linked immunosorbent as-
say) € um ensaio imunoenzimatico, pois faz uso de anticorpos e antigenos e depende de
enzimas ligadas a um destes reagentes para a detec¢io da reagdo. E um teste muito utili-
zado para o diagnostico de doencas, tanto na medicina humana, quanto na veterinaria.

Para este teste, um dos componentes ¢ imobilizado fisicamente em uma fase sélida
(poco da placa, usualmente de poliestireno). Na sequéncia sao adicionados varios rea-
gentes em solucdo aquosa, que sao incubados em diferentes passos, com lavagens entre
cada um dos passos. Na etapa final do teste a reacdo da enzima ligada ao antigeno ou
anticorpo, com seu substrato e cromégeno especifico, promove uma mudanca de cor
no liquido final, que permite a mensuracdo da quantidade de analito (antigeno ou anti-
corpo, dependendo do tipo de teste). A leitura quantitativa é baseada na intensidade de
luz absorvida por espectrofotometria. A sensibilidade do teste depende da amplificagdo
de sinais durante a reacao.

Existem, na literatura, diversos testes de ELISA padronizados para a pesquisa de 1gG
para o diagnostico de babesiose e anaplasmose. A grande maioria destes é de ELISA
indireto, mas também ja foram padronizados diversos testes de ELISA competitivo.
Neste livro serao abordados estes dois tipos de teste. Além destes, ja foram padroniza-
dos ELISA de captura para pesquisa de antigeno de A. marginale (1RUEBLOOD et al.,
1991), e testes indiretos para a pesquisa de IlgM produzida em resposta a infec¢ao por
Babesia (RUIZ et al., 2001; GONCALVES et al., 1999).

ELISAINDIRETO

O ELISA indireto para diagnostico de babesiose e anaplasmose ¢ um teste no qual o
componente imobilizado na fase solida (placa) ¢ um antigeno de B. bovis ou B. bigemina
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ou A. marginale, respectivamente, e os analitos pesquisados sao anticorpos produzidos
contra estes parasitas (normalmente 1gG).

O antigeno imobilizado na placa pode ser tanto antigeno bruto de Babesia ssp. ou A.

marginale, quanto proteinas recombinantes especificas obtidas por meio da tecnologia
do DNA recombinante. Neste capitulo sera apresentado protocolo de ensaio indireto
de deteccdo de anticorpos anti-A. marginale por ELISA o qual se utiliza uma proteina
recombinante como antigeno para adsor¢ao nos pocos.

ELISA INDIRETO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-A. MARGINALE

Material e equipamentos

Proteina recombinante MSP-5 (rMSP-5) truncada (ARAUJO et al., 2006);
Placas de 96 pocos (Costar 3590 — Corning);

‘lampao salino-fosfatado (PBS) pH 7.2;

Polisorbato 20 (Iween 209);

Leite em p6 desnatado;

Estufa 37°C;

Anti 1gG bovina/peroxidase;

Ortofenilenodiamina (OPD) — 5 mg/pastilha;

HZOZ;

H,SO,2,5N;

Espectrofotometro de placas que permita leitura em 490 nm.

Execucao da técnica

i

1.

Sensibilizar a placa de 96 pocos com rMSP-5 truncada (13 ng/poco — em volume
de 100 pL) diluida em PBS-1ween® 0,1% (PBS-1) por incubacao a 4°C por 12 horas.
Descartar todo o volume.

Realizar o bloqueio de sitios inespecificos com 100 pL de PBS-1 0,1% contendo 5%
de leite em p6 desnatado, por uma hora a 37°C.

Apos descartar a solugdo de bloqueio, lavar a placa por 5 vezes com PBS-1.

Diluir a 1:600 os soros testes, controles positivos e negativos, em PBS-1 e aplicar
100 pL/pocgo.

Incubar por uma hora a 37°C.

Descartar as amostras teste e controles dos pogos e lavar a placa por 5 vezes com
PBS-1.

Adicionar o conjugado anti-lgG bovina/peroxidase (Sigma), diluido 1:10.000 em
PBS-1 e aplicar 100 pL/pogo.

Incubar por 30 minutos a 37°C.

Repetir procedimento de lavagem com PBS-1, 5 vezes.

. Dissolver a pastilha de cromégeno/substrato ortofenilenodiamina (OPD/H,0,), con-

forme instrugoes do fabricante, e aplicar a solucdo em volume de 50 pL/pogo. Parar
areacao apos cinco minutos pelaadicao de H,S0, 2,5 N em volume de 100 pL/poco.
Proceder a leitura em espectrofotometro para microplacas em comprimento de onda
de 490 nm.
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Interpretacao do resultado

A absorbancia dos soros controle negativo deve ser usada para a determinac¢do do
ponto de corte (cut off). Primeiramente calcula-se a média da densidade otica (DO) da
duplicata de cada controle negativo. Depois, calcula-se a média e o desvio padrao (DP)
das DOs dos controles negativos. Comumente, para o calculo do ponto de corte soma-se
a média das DOs dos controles negativos com dois ou trés desvios padrao (cut off =
DO X + 2xDP ou cut off = DO X + 3x DP).

Sugere-se, no entanto, utilizar o método de determinacao de cut off apresentado por
krey et al. (1998). Estes autores desenvolveram um célculo de cut off estatisticamente
definido e apresentaram uma tabela com valores multiplicadores de desvio padrao para
calculo do cut-off (X + DPf, em que f ¢ o fator multiplicador).

De acordo com a publicacdo mencionada pode-se apresentar os seguintes exemplos:
se forem utilizados 10 soros controle negativo, com um intervalo de confianca de 95%,
deve-se multiplicar 1,923 ao DP dos controles negativos e somar o valor encontrado
a média da DO dos controles negativos (cut off = DO X + DPx1,923). Se, desejando-se
o mesmo intervalo de confianca, forem utilizados 12 soros controle negativo, deve-se
multiplicar 1,869 ao DP dos controles negativos e somar o valor encontrado a média da
DO dos controles negativos (cut off = DO X + DPx1,869). Quanto maior o numero de
amostras e menor o intervalo de confianca desejado, menor o fator de multiplicacao dos
DPs que se somarao a média das DOs para o calculo do cut off. A tabela completa com
os valores que podem ser utilizados para este calculo esta disponivel na publicacéo ci-
tada. Para a padronizacdo do teste ELISA indireto com MSP-5 truncada, conforme aqui
descrito, foram utilizados 12 controles negativos e estabelecido o nivel de confianca
como de 99%.

Apos o calculo do cut off, todas as amostras com DO superior a este sao consideradas
positivas, e as com DO inferior, negativas.

Além disso, como a absorbancia das amostras é proporcional a quantidade de an-
ticorpos no soro, um controle positivo pode ser usado para o calculo de porcentagem
de positividade, que oferece uma medida relativa (em relacdo ao controle positivo uti-
lizado) da concentracdo de antigenos ou anticorpos na amostra [PP = (X DO amostra
teste/X DO controle positivo)x100, em que PP = porcentagem de positividade].

ELISA COMPETITIVO
Principio da técnica

Nesta técnica de ELISA existe competicdo entre amostras teste e reagentes conju-
gados com enzima e, ao contrario do ELISA indireto, quanto mais positiva a reacao,
menor a intensidade de cor produzida durante a revelacao, sendo o resultado expresso
como porcentagem de inibi¢ao em relacao a um controle negativo (pog¢os nos quais nao
havia o competidor, ou seja, ndao havia nem amostra teste nem amostra controle).

Existem na literatura diversos testes de ELISA competitivo padronizados para
babesiose e anaplasmose. O antigeno utilizado para a adsor¢ao das placas pode ser
tanto extrato (antigeno bruto), quanto proteinas recombinantes, tais como RAPla de
B. bigemina (GOFF et al, 2008), RAP1 de B. bovis (GOFF et al., 2006), MSA-2c de
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B.bovis (DOMINGUEZ et al, 2004) ou MSP-5 de A. marginale (VIDO110 et al., 1998;
KNOWLES et al., 1996; TORIONI de ECHAIDE et al,, 1998). Vale a pena mencionar
que, para o teste competitivo faz-se necessario a obtencdo de anticorpo monoclonal
especifico contra B. bovis, B. bigemina ou A. marginale conjugado com peroxidase, no
entanto estes anticorpos ndo sao disponibilizados comercialmente no Brasil

Para fins didaticos sera descrito abaixo o protocolo de ELISA competitivo para B.

bovis, conforme Goff et al., (2003) e Goff et al., (2006).

ELISA COMPETITIVO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI B. BOVIS

Material e equipamentos

Proteina recombinante rRCI (por¢ao C-terminal de RAP-1 Rhoptry associated
protein);

Placas para ELISA tipo “medium binding”;

‘lampao salino-fosfatado (PBS) pH 7,2 com 20 mM MgC12;

‘lampao salino-fosfatado pH 7,2 com 0,2% de polisorbato 20 (PBS-1);

lampao salino-fosfatado (PBS) pH 7,2 com 0,2% de polisorbato 20 e 20 % de leite
desnatado (PBS-1 leite);

Plataforma agitadora rotativa;

Anticorpo monoclonal BABB-75A4;

Anti lgG de camundongo conjugada com peroxidase;

Ortofenilenodiamina (OPD) — 5 mg/pastilha H,SO,2N;

Espectrofotometro de placas que permita leitura em 492 nm.

Execucao da técnica

s

8.
9.

Diluir o antigeno |[proteina recombinante rRCI (por¢io C-terminal de RAP-1
Rhoptry associated protein) de B. bovis] de modo a colocar 5 ng de proteina por pogo
(50 ng/mL) em PBS contendo MgCl, 20 mM.

Colocar 100 pL de antigeno diluido/poco em placa de 96 pogos de poliestireno com
tratamento do tipo “medium binding”.

Incubar por uma noite a 4°C, em cadmara umida.

Descartar todo o volume dos pocos e bloquear os sitios inespecificos da placa pela
adicao de 200 pL/poco de solucido de bloqueio (PBS-1 leite).

Incubar por 1 hora a temperatura ambiente em plataforma rotativa.

Descartar a preparacdo de antigeno e lavar as placas com PBS-1 por trés vezes.
Colocar 100 pL de soros teste, controles positivos ou negativos em cada poco, sem
diluir.

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente em camara umida.

Descartar todo o volume de soros/controles que estava na placa e lavar as os pogos
com PBS-1 por trés vezes.

10. Adicionar 100 pL/pogo de anticorpo monoclonal BABB-75A4 de modo a colocar 50

ng/poco (500 ng/ml).

11. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente em camara umida.
12. Lavar com PBS-I por trés vezes.
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13. Adicionar 100 pL/poco de anticorpo anti lgG de camundongo conjugada com pero-
xidase diluido em PBS-1 (cada novo lote deve ser titulado para definir a concentra-
¢do de uso, ou pode-se usar a concentracao de uso indicada pelo fabricante).

14. Lavar trés vezes em PBS-1, deixar 30 a 60 segundos descansando com este tampao
de lavagem e lavar mais trés vezes.

15. Adicionar 50 plL/pogo de solucdo de revelagao. A solucao de revelacao pode ser
preparada com 0,5 mg/mL de orto fenilenodiamina (OPD) diluida em tampao ci-
trato-fosfato, acrescido de 1 uL/mL de H,0,, ou, preferencialmente, pela adicao de
pastilhas pré-preparadas que contenham OPD, H,O, e sais tamponantes em agua,
conforme recomendado pelo fabricante. A solu¢do de revelacao deve ser preparada
no escuro (frascos ambar ou envoltos em papel aluminio) poucos minutos antes de
serem usadas, para evitar a oxidacao. Caso no momento do uso uma coloracao ama-
relada for percebida na solucdo esta devera ser descartada.

16. Incubar por cerca de 10 minutos, no escuro.

17. Parar a reacao com solucao parada 2N H,SO, (25 ul/pogo) ap6s 10 minutos.

18. Efetuar a leitura a 492nm para testes revelados com OPD ou 450 nm para testes
revelados com tetrametilbenzidina (1 MB).

Interpretacao dos resultados

A porcentagem de inibi¢do das amostras pode ser calculada da seguinte maneira: %
inibicao = |1- (DO da amostra — DO branco)/(DO controle sem amostra — DO branco)
x 100]. Para este teste especifico, de acordo com Goff et al., 2006, o cut off ¢ de 21%, ou
seja, para porcentagem de inibicao superior a 21% a amostra ¢ considerada positiva, e
sendo inferior a este ponto de corte é considerada negativa.

AGLUTINA(AO EMLATEX
Introducao e principio da técnica

Complexos insoluveis, visiveis a olho nu, podem ser formados pela capacidade
que anticorpos especificos tém de formarem ligacoes cruzadas entre antigenos. Esta
propriedade caracteriza o que € visto nas reacoes de aglutinacdo utilizadas como
diagnéstico sorologico. lais reacoes podem ser diretas (quando os anticorpos se li-
gam diretamente ao antigeno particulado) ou indireta, quando o teste de aglutinagdo
emprega a adsorcdo de anticorpos ou antigenos soluveis na superficie de microparti-
culas inertes (suportes).

Um suporte muito empregado sdao microparticulas de poliestireno (latex), que ndo
interferem na reacao antigeno-anticorpo e sao homogéneas quanto ao tamanho. E pos-
sivel também utilizar métodos automatizados quantitativos como a absor¢ao da luz
(turbidimetria) ou a dispersao da luz (nefelometria), melhorando a sensibilidade do
teste. Aqui esta descrito um método de aglutinacdo indireta (com latex) para detec¢ao
de anticorpos especificos contra A. marginale em amostras de soro de bovinos (como
descrito em Ramos et al., 2014) na qual ¢ utilizada como antigeno uma proteina recom-
binante denominada MSP-5 (SILVA et al., 2006).
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Material

Para preparo da suspensao de latex/rMSP-5

Particulas de latex com 0,8 pm de diametro;

lampao salino-fosfatado (PBS) pH 7.2;

Proteina recombinante MSP-5 (rMSP-5) solubilizada em 2% de SDS (conforme des-
crito por Lechtzier et al. 2002);

‘lampao salino-fosfatado (PBS) contendo 0,01% de azida sodica, 0,05 mg/mL de BSA
e 5% de glicerol.

Para o teste de aglutinacéao

Suspensao latex/rMSP-5;

Cartoes de aglutinacao de fundo escuro;
Soros teste e controles positivo e negativo;
Bastao de vidro.

Execucao da técnica

Preparacao da suspenséo de latex/rMSP-5

1.
2.
3.

w ooNm

Diluir a suspensdo de particulas de latex (0,8 ym de diametro) a 1% em PBS.
Centrifugar a suspensao a 3.500 x g por 45 minutos.

Remover o sobrenadante e ressuspender as particulas novamente a 1%, mas agora
em uma preparacao de proteina recombinante (rMSP-5) solubilizada em 2% de SDS
e diluida para concentracdo de 0,5 mg/mL em PBS).

. Incubar a mistura (latex/tMSP-5) por 24 horas em temperatura ambiente com agita-

¢ao constante.

. Ap6s este periodo de incubacao, as particulas de latex sensibilizadas com rMSP-5

devem ser recuperadas por centrifugacdo a 3.500 x g durante 45 minutos e ressus-
pendidas em PBS com 0,5 mg/mL de BSA (como uma solu¢ao de bloqueio de sitios
livres).

. Incubar em temperatura ambiente novamente, sob agitacdo constante.

Em seguida, lavar com PBS e centrifugar a 3.500 x g por 45 minutos.

. Repetir o item 7 para uma segunda lavagem.
. Diluir as particulas de latex sensibilizadas com rMSP-5 a 1% com PBS contendo

0,01% de azida sodica, 0,05 mg/mL de BSA e 5% de glicerol.

10. Manter o teste de aglutinacao preparado (rMSP-5/LA1) armazenado a 4°C até o mo-

mento do uso.

Teste de aglutinagcao com suspensao de latex/rMSP-5 de A. marginale

L

Realizar os testes em cartes de aglutinacao escuros, utilizando a suspensao de l4-
tex/rMSP5 e amostras de soro testes em temperatura ambiente.

. Colocar um volume de 10 pL de soro teste e 30 pL de suspensido de latex/tMSP5

previamente homogeneizado em uma das areas do cartdo de aglutinacio.

. Misturar os dois volumes com auxilio de um bastao de vidro.
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4. Agitar o cartdo de aglutinacao onde esta sendo realizada a reacdo de aglutinacao
com dois ou trés movimentos basculantes.
5. Deixar em repouso por 3 minutos e proceder a leitura.

Interpretacao do teste

A partir da observacdo a olho nu de aglutinagao ou auséncia de aglutinacao, as
amostras sdo classificadas apenas como positivas (+) ou negativas ().

Consideragoes

‘lambém existem padronizados testes imunocromatograficos para diagndstico tanto
de B. bovis quanto de B. bigemina (KIM et al., 2007; 2008). lestes imunocromatograficos
sao métodos simples baseados na migracdo de liquido através de uma membrana de
nitrocelulose (semelhante a um papel). A grande vantagem deste tipo de teste ¢ ser um
teste rapido, de facil execucdo e que dispensa aparelhos para leitura, tendo, portanto,
perspectivas para realizacdo a campo. Porém, até o momento este teste nao esta dispo-
nivel no Brasil.
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