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Imunodiagnéstico da cisticercose em suino experimentalmente infectado com ovos de
Taenia solium, utilizando antigeno de escolex de Cysticercus cellulosae
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RESUMO

Colheu-se sangue de sete suinos infectados com ovos de Taenia solium, semanalmente, durante 140 dias,
para realizar ELISA no soro, utilizando antigeno de escolex (Es-Tso) de C. cellulosae. Em todos os
animais, apos o 21° dia pds-infec¢do, houve incremento significativo de anticorpos IgG, que assim se
mantiveram até o final do experimento. A sensibilidade do ELISA variou entre 87,5 e 100%. A necropsia,
foram identificados 238 cisticercos. Seis suinos apresentaram pelo menos um cisto no coracdo, lingua ou
masseter. Ndo se observou correlagdo entre concentragdo de anticorpos e numero de cisticercos
identificados.
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ABSTRACT

Blood samples from seven swines infected with eggs of Taenia solium, were collected weekly during a
period of 140 days. The ELISA was carried out in serum, using antigen from Cysticercus cellulosae
scolex (Es-Tso). The antibody levels for all animals significantly increased and maintained constant from
the 21™ day post-infection to the end of the experiment. The sensitivity of the ELISA test averaged
between 87.5% and 100%. At the necropsy, 238 cysticerci were identified. Six swines presented at least
one cysticercus in one of the organs. heart, tongue or masseter. No correlation between concentration of
antibodies and number of identified cysticerci at necropsy, was observed.
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INTRODUCAO sanitaria  realizada em frigorificos, sdo

examinados os musculos mastigadores (masseter

A cisticercose, enfermidade parasitaria que
ocorre em criagdes de suinos em diversas regides
do mundo, constitui grave problema de satde
publica, uma vez que o parasita pode acometer o
homem. O diagnoéstico da cisticercose suina,
mediante o exame clinico da lingua in vivo, é
pouco sensivel (70%), apesar da elevada
especificidade (100%), pois a localizagdo do
parasita pode ndo ser generalizada (The
Cysticercus... 1993). Na rotina da inspecao
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e pterigoide), coragdo e lingua, que pode ndo
identificar animais com baixa infeccdo.

O enzyme linked immunossorbent assay (ELISA)
¢ o teste sorologico mais indicado para o
diagnostico da cisticercose suina, dada a sua alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade.
Phiri et al. (2002), ao examinarem a lingua de
dois grupos de suinos em regides endémicas,
encontraram cisticercos em 8,2% e 5,2% dos
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animais, enquanto a presenga de anticorpos para
a cisticercose determinados pelo ELISA nos
grupos foi, respectivamente, 20,8% e 9,3%. Sato
et al. (2003) verificaram que 34% dos animais
com exame clinico da lingua negativo para a
cisticercose apresentaram resultados positivos no
ELISA.

Varios antigenos nativos obtidos de C. cellulosae
foram utilizados no ELISA para o diagndstico da
cisticercose, porém o escolex do parasita é a
fracdo que possui antigenos capazes de conferir
alta sensibilidade e especificidade ao teste
(Nascimento et al., 1987). Ev et al. (1999)
verificaram em soros de pacientes humanos com
neurocisticercose que as proteinas do escolex
conferiram ao  ELISA  sensibilidade e
especificidade de 100%. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a dindmica de produgido de
anticorpos em suinos com cisticercose utilizando
antigeno de escolex de C. cellulosae.

MATERIAL E METODOS

Sete suinos da raga Landrace, desmamados,
procedentes de criacdo tecnificada e sabidamente
negativos para cisticercose foram mantidos em
instalagdes de biotério. Os ovos do parasita
foram obtidos de pacientes com exames de fezes
positivos para Taenia sp apoOs tratamento com
Niclosamida', seguido da administragio de um
purgativo salino (Aluja et al., 1999). As ténias
eliminadas foram lavadas por varias vezes em
solucdo fisioldgica contendo penicilina e
estreptomicina, procedendo-se, em seguida, a
retirada dos ovos das proglotes, que foram
mantidos na mesma solugdo por um periodo de
quatro semanas (Verastegui et al., 2000). O
diagnostico especifico do parasita adulto baseou-
se nas ramificagdes das proglotes (Mayta et al.,
2000). A padronizagdo do indculo foi realizada
em camara hemocitométrica. Com o auxilio de
uma pipeta plastica, cada suino, apds contencao,
recebeu por via oral 200.000 ovos de T. solium
em solugdo fisiologica (Stevenson, 1983).

Antes da inoculacdo e¢ a cada sete dias apds a
infec¢do (DAI), foram coletados
aproximadamente 10ml de sangue da veia
jugular, até os 140 DAL Apos centrifugagdo, o
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soro foi separado em aliquotas e armazenado em
freezer a —20°C.

Semanalmente, a partir dos 40 DAI, realizou-se o
exame macroscopico da lingua e, apos 140 DAL,
realizou-se o abate dos animais para
identificagdo e quantificacdo dos cisticercos por
6rgdo ou musculos. A andlise dos tecidos foi
realizada mediante cortes finos e paralelos, com
auxilio de bisturi, iniciando pela cabega até os
musculos dos membros posteriores.

O antigeno de escoélex foi preparado seguindo as
recomendagdes de Pinto et al. (2000) com
algumas modifica¢des. Apds o descongelamento,
os cisticercos foram mantidos em placa de petri
contendo solucdo fisiologica, em banho de gelo.
Com auxilio de bisturi e pinga, foi realizada a
separacdo da membrana e do escolex. Os
escoOlexes foram acrescidos de pequeno volume
de solucdo fisiologica e homogeneizados em
homogeneizador de Potter, em banho de gelo.
Essa solugdo, ainda em banho de gelo, foi
submetida ao ultra-som” a 20 kHz por quatro
vezes, durante 30 segundos, com intervalos de 30
segundos. Posteriormente, a solucdo foi
centrifugada a 15.000g, a temperatura de 4°C,
durante 30 minutos. Ao sobrenadante foi
adicionado PMSF® 1mM. A dosagem de proteina
foi realizada pelo método de Braford (1976).

Em seguida, foi realizada a padronizagdo do
ELISA testando as varidveis concentragiao
antigénica, diluigdo do soro, titulo do conjugado
e tempo e temperatura de incubacgao (Pinto et al.,
2000) utilizando um soro padrdo positivo e 10
soros negativos. A média de absorbancias das
amostras de suinos sabidamente negativos para
cisticercose determinadas pelo ELISA foram
acrescidas de duas vezes o desvio-padrao
calculado, obtendo-se, assim, o cut-off. As
amostras que apresentaram absorbancia maior do
que o cut-off foram consideradas positivas.

Nos soros dos suinos foi realizada pesquisa de
anticorpos IgG pelo ELISA. Os procedimentos
para a realizagdo do ELISA foram: sensibilizacdo
prévia de placas de fundo plano* com o antigeno
de escolex na concentragdo de 0,5ug diluidos em
100ul de tampdo carbonato/bicarbonato a 0,5M,
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pH 9,6, por cavidade; incubacdo das placas a
temperatura ambiente por uma hora e depois a
4°C por 14 horas e lavagem das placas utilizando
100ul de PBS contendo tween 20 (PBS-T) a
0,05%, por seis vezes durante um minuto,
seguida de bloqueio com leite desnatado’ a 5%,
dissolvido em PBS. Foram pipetados 150ul da
solucdo de bloqueio em cada cavidade e
realizada nova incubagdo por uma hora. Apds
novo ciclo de lavagens sucessivas, o soro foi
diluido em PBS-T contendo leite desnatado a
1%, na proporg¢do 1:100 e distribuido ao volume
de 100ul por cavidade. As placas foram
submetidas a temperatura de 37°C durante uma
hora. Depois de nova lavagem, foram
adicionados 100ul por cavidade do conjugado
soro de coelho anti-IgG total de suino marcado
com peroxidase®, diluido na proporgdo 1:10000,
em solugdo PBS-T e leite desnatado a 1%. As
placas foram incubadas a 37°C por uma hora. Em
seguida, repetiu-se a etapa de lavagem,
adicionou-se 100ul do substrato 3,3°,5,5’
tetrametilbenzidina (TMB)® por cavidade. As
placas foram deixadas a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Apds oito minutos, a reagdo
enzimatica foi interrompida com 100ul de acido
sulfarico 2N por cavidade. A leitura foi realizada
em leitor de ELISA’ em comprimento de onda de
450nm.

RESULTADOS

Nao foi detectada a presenca de cisticercos no
exame in vivo da lingua dos animais infectados,
porém foram encontrados 238 cisticercos no
exame post-mortem. Todos os cisticercos foram
considerados  viaveis, uma vez que se
apresentavam transliicidos e com escolex visivel,
observado através da membrana.

Quanto a distribuigdo (Tab. 1), verificou-se que
58 (24,4%) cisticercos foram identificados na
musculatura dos membros anteriores, 68 (28,6%)
na musculatura dos membros posteriores ¢ 47
(19,8%) em musculos da regido dorsal. Seis
animais apresentaram pelo menos um cisto no
coracdo, lingua ou masseter, sendo identificados
nesses locais 43 cisticercos. Em um suino (n° 2)
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foi identificado apenas um cisto localizado em
musculo da regido posterior.

A Fig. 1 apresenta as absorbancias determinadas
pelo ELISA utilizando o antigeno de escolex. Os
valores em absorbancia elevaram-se a partir do
sétimo dia de infecgdo, com resultados positivos
no ELISA aos 21 dias e, a partir dai, com
oscilagdes ao longo da infecgdo. Os animais de
n® 1 a 6 sempre apresentaram resultados
soroldégicos positivos. Os resultados positivos do
ELISA para o animal de n° 7 foram muito
proximos ao cut-off calculado, sendo o teste
imunoenzimatico negativo nos dias 49, 70 e 91.

Com base nos valores do cut-off, foi calculada a
sensibilidade do ELISA nos dias 21, 28, 49, 70,
91, 112 e 133 nos soros dos suinos
experimentalmente infectados (Fig. 2). A partir
do dia 21, a sensibilidade do teste variou entre
85,7 ¢ 100%.

DISCUSSAO

A auséncia de cisticercos na lingua dos suinos
infectados experimentalmente confirma a baixa
sensibilidade do exame anfe-mortem, o que
ocorre principalmente em casos de baixa
infeccdo (The cisticercus..., 1993). Phiri et al.
(2002) também examinaram a lingua de dois
grupos de suinos naturalmente infectados
procedentes de regides endémicas, encontrando
cisticercos em 8,2% e 5,2% dos animais,
enquanto no ELISA foram verificados anticorpos
em 20,8% no primeiro grupo ¢ 9,3% no segundo.
Esses resultados mostram que, além do exame
clinico para a pesquisa da cisticercose, também
deve ser realizado o teste soroldgico de alta
sensibilidade. Na necropsia foram encontrados
apenas 238 cisticercos. Apesar do baixo
parasitismo, a pesquisa da cisticercose no
coragdo, lingua e masseter, locais indicados na
rotina de inspegdo, identificou seis (85,7%)
animais infectados. Deve-se ressaltar que a
pesquisa dos parasitas foi realizada em condi¢des
de laboratorio, em que cada musculo ou o6rgio
foi minuciosamente examinado. O grande
nimero de abates diarios em matadouros
inviabiliza o exame detalhado de Orgdos e
tecidos. Boa et al. (2002) verificaram em suinos
naturalmente infectados 10,6% dos cisticercos
em musculos onde ¢ realizada a inspegdo
sanitaria.
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Tabela 1. Distribui¢do dos cisticercos em suinos experimentalmente infectados com ovos de Taenia solium
Suino

~ x o
Orgao/regido I ) 3 a1 5 3 7 Total %

Coragao 9 0 1 0 2 4 4 20 8,4

Diafragma 4 0 0 0 2 0 3 9 3,78
Lingua 5 0 0 0 1 3 0 9 3,78
Masseter 0 0 0 2 1 7 4 14 5,88
Regido cervical 0 0 0 0 0 2 0 2 0,84
Regido esofagica 0 0 0 0 0 0 1 1 0,42
Membros anteriores 13 0 3 3 4 28 7 58 24,38
Membros posteriores 7 1 1 4 8 32 15 68 28,57
Regido dorsal 18 0 0 2 6 9 12 47 19,75
Regido da nuca 2 0 1 0 4 0 1 8 3,36
Regido maxilar 2 0 0 0 0 0 0 2 0,84
Total por animal 60 1 6 11 28 85 47 238 100

0,9 -
0,8 4
0,7 4
0,6 4
0,5 4

o4 P o

0,1

DO (450 nm)

0 7 21 28 49 70 91 112 133

Dias poés-infecgao

‘—Q—Suino 1 ——Suino 2 —A— Suino 3 —¢— Suino 4 —— Suino 5 —@— Suino 6 —— Suino 7 ‘

Figura 1. Resultados do ELISA utilizando antigeno de escolex de Cysticercus cellulosae em soros de
suinos experimentalmente infectados (cut off = 0,325).

100 +
90
80
70 A
60
50 A
40 A
30
20
10

Sensibilidade (%)

21 28 49 70

Dias pos-infecgao

133

Ag Es-Tso

Figura 2. Sensibilidade do ELISA utilizando o antigeno de escolex de Cysticercus cellulosae em soros de
suinos experimentalmente infectados.
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Todos os cisticercos identificados eram viaveis e
apresentavam uma membrana translicida que
envolvia o escélex invaginado mergulhado em
liquido vesicular. A maior sobrevivéncia do
parasita no hospedeiro pode ser atribuida a
imunotolerancia, pois ele utiliza mecanismos
para evadir-se da resposta imune, minimizando
ou at¢é mesmo escapando de suas agdes (Del
Brutto et al., 1988).

O namero de cistos identificados nos animais foi
pequeno, mesmo com a grande quantidade de
ovos administrados. A baixa fertilidade deles
pode ser um dos motivos da baixa infectividade,
em razdo do longo periodo de armazenamento,
ainda que tenham sido adotadas as
recomendacdes de conservac¢do preconizada em
varios trabalhos (Stevenson, 1983; Lightowlers
et al., 1996; Mayta et al., 2000; Verastegui et al.,
2000). Nguekam et al. (2003) mantiveram ovos
de T. solium em solucdo salina a temperatura de
4°C por 24 horas e verificaram pequena
recuperagdo de larvas em suinos infectados
experimentalmente, o que pode ser atribuido a
baixa viabilidade dos ovos.

A partir do 21° DAI os valores em absorbancias
aumentaram em todos os animais (Fig. 1).
Santamaria et al. (2002) observaram que suinos
infectados com ovos de 7. solium apresentaram
anticorpos somente 30 dias apos a infeccdo, e
Smith et al. (1991) verificaram, a partir de
antigenos de fluido cistico de cisticerco de T.
hydatigena, que os maiores valores em
absorbancia em bovinos com cisticercose
ocorreram entre 40 ¢ 60 dias ap6s a infec¢do. Os
titulos de anticorpos crescentes ao longo do
parasitismo podem estar relacionados com a
existéncia de cisticercos viaveis,
metabolicamente ativos, produzindo e secretando
substdncias que estimulam o  sistema
imunologico do hospedeiro (Flisser et al., 1990).

Nao se observou correlagdo direta entre o
numero de cisticercos encontrados a necropsia e
os valores em absorbancia determinados pelo
teste imunoenzimatico (Fig. 1). O suino n° 7 com
47 cisticercos, apresentou os menores valores em
absorbancia ao longo da infec¢do, enquanto o de
n® 2, com apenas um parasita, comportou-se de
maneira semelhante aqueles que apresentaram
entre seis e 80 cisticercos. Esse comportamento
pode estar relacionado com a resposta individual
do hospedeiro. Em suinos com cisticercose
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natural, Sato et al. (2003) verificaram que
somente animais com mais de 16 cisticercos
apresentaram resultados positivos no ELISA.
Nguekam et al. (2003) correlacionaram a
positividade do ELISA com a presenca de
cisticercos nao calcificados.

A sensibilidade do ELISA entre 85,7 ¢ 100%
verificada no curso da infec¢do é semelhante aos
resultados  obtidos no  diagndstico da
neurocisticercose humana encontrados em outras
pesquisas (Nascimento et al., 1987; Ev et al,
1999), em que fragdes antigénicas procedentes
de escolex de C. cellulosae conferiram alta
sensibilidade e  especificidade ao teste
sorolégico. Com base nestes resultados pode-se
afirmar que esse antigeno ¢ importante para o
diagndstico da cisticercose suina, pois pode
identificar animais com baixo parasitismo e em
estagios iniciais da infecgdo.
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