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Comparacao de Kkits ELISA® comerciais para anticorpos no
soro e leite com um teste coproparasitolégico em bovinos

naturalmente infectados por Fasciola hepatica®

Cintia das C. Bernardo?, Barbara R. de Avelar?, Mariana D.C. Ignacchiti®, Isabella
V.F. Martins®* e Maria J.S. Pereira*
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[Comparison of comercial® ELISA Kits for antibodies in serum and milk with a fe-
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The fascioliasis is a disease caused by a trematode that affects the liver mainly of do-
mestic ruminants and can also parasite man; its diagnosis is routinely done by coprological
methods. The aim of this study was to compare commercial ELISA kits for antibodies in
serum and milk with a coprological test in cattle naturally infected by Fasciola hepatica. We
collected fecal, blood and milk samples from cattle in the municipality of Jeronimo Mon-
teiro, southern Espirito Santo state. The fecal samples were processed by the fecal egg sedi-
mentation for E hepatica, which is used as a gold standard for analyzis. Blood (92) and milk
(43) samples were processed according to the manufacturer instructions of the respective
commercial ELISA Kkits tested. We used the McNemar chi-square for statistical comparison
and calculated the sensitivity, specificity, predictive values, and kappa. The results showed
that the frequency of positivity for the commercial serum ELISA kits (x2=34.02) and milk
(%x2=19.04) differed significantly (p<0.0001) compared with fecal egg sedimentation. The
sensitivity of the kits was 100%, but possessed low specificity, 42.85 and 30% for serum
and milk respectively. The coefficient kappa showed agreement for testing serum (0.33)
and milk (0.21). The positive predictive value of the kits for serum and milk were respec-
tively 44.61% and 38.23%, and negative predictive values were 100% for both tests. De-
spite the increased sensitivity of commercial ELISA kits and the difference in relation to
the fecal egg sedimentation test for detection of E hepatica positive animals, the choice of
a diagnostic test should consider the effectiveness. When a herd is affected by parasitism,
treatment is applied to all animals; so, the fecal egg sedimentation test for the diagnosis of
disease in the field is most efficient, as the test is cheap and easy to perform.

INDEX TERMS: Fascioliasis, Fasciola hepatica, diseases of cattle, in vivo diagnostic, immunologic
diagnostic.
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RESUMO.- A fasciolose é uma enfermidade causada por um
trematoda que acomete o figado principalmente de rumi-
nantes domésticos, podendo parasitar o homem e seu diag-
néstico é realizado rotineiramente por exames copropara-
sitolégicos. O objetivo do presente estudo foi comparar kits
comerciais de ELISA para anticorpos no soro e leite com um
teste coproprarasitolégico em bovinos naturalmente infec-
tados por Fasciola hepatica. Foram coletadas amostras de
fezes (92) sangue (92) e leite (43) de bovinos provenientes
de propriedades de gado leiteiro do municipio de Jeroni-
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mo Monteiro, sul do Estado do Espirito Santo. As amostras
de fezes coletadas foram processadas pela técnica de se-
dimentacao fecal para ovos de E hepatica, utilizada como
padrdo ouro para as andlises. Amostras de sangue e de leite
foram processadas segundo a orientacdo do fabricante dos
respectivos Kits ELISA comerciais testados. Utilizou-se o
c?>de McNemar para comparacdo estatistica e calcularam-
-se a sensibilidade e especificidade, valores preditivos e
kappa. Os resultados obtidos mostraram que as frequén-
cias de positividade pelo uso dos kits ELISA comerciais de
soro e de leite diferiram significativamente (p<0,0001) em
relacdo ao exame coproparasitologico. A sensibilidade dos
Kits foi de 100%, porém possuiram baixa especificidade,
42,85 e 30% para o soro e leite respectivamente. O coefi-
ciente de kappa mostrou concordancia sofrivel para os tes-
tes de soro (0,33) e de leite (0,21). Os valores preditivos
positivos dos Kits para soro e leite foram, respectivamente,
44,61 e 38,23% e, os valores preditivos negativos de 100%
para ambos os testes. Apesar da maior sensibilidade dos
kits ELISA comerciais e, destes apresentarem diferenca em
relacdo ao exame coproparasitologico na detec¢do dos ani-
mais positivos para F hepatica, a escolha de um teste diag-
nostico deve considerar o custo beneficio. Quando se trata
da presenca de parasitismo em rebanhos, o tratamento é
aplicado em todos os animais e, assim, o exame copropara-
sitolégico para o diagnostico da doenga tem maior eficién-
cia, ja que é menos oneroso e de facil execucio.

TERMOS DE INDEXACAO: Fasciolose, Fasciola hepatica, doencas
de bovinos, diagnéstico in vivo, diagndstico imunolégico.

INTRODUCAO

A fasciolose ¢é a helmintose de maior prevaléncia que aco-
mete o figado de ruminantes e a que possui maior morbi-
dade (Mezo et al. 2010). Tradicionalmente, o diagndstico
da fasciolose é realizado por meio da deteccdo de ovos
nas fezes ou pelo exame post-mortem (Molloy et al. 2005)
e na pratica varias técnicas com diferentes principios sdo
utilizados (Fairweather 2011). No entanto, exames co-
proparasitolégicos podem ser aplicados somente apds o
periodo de pré-paténcia, além de que, animais infectados
podem ndo ser detectados pelo teste, constituindo-se em
fonte de infeccao responsavel pela manutencio da doenca
nos rebanhos (Sadnchez-Andrade et al. 2000). Diante desta
dificuldade foram desenvolvidos testes ELISA para detec-
¢do de anticorpos tanto em soro quanto em leite que sdo
mais sensiveis permitindo um diagnéstico precoce (Reichel
2002, Salimi-Bejestani et al. 2005, Mezo et al. 2007, 2010,
Salimi-Bejestani et al. 2007,) e assim mais uteis para a di-
minuicdo dos efeitos deletérios acarretados pela fasciolose.

Apesar de testes ELISA detectarem infec¢des mais pre-
cocemente do que o exame de fezes, anticorpos podem con-
tinuar circulantes mesmo apds o sucesso do tratamento,
portanto ndo indicando necessariamente uma infeccao ati-
va (Fairweather 2011). Por outro lado, no Brasil, ainda nao
ha kits ELISA comerciais disponiveis no mercado nacional,
o0 que limita seu uso devido a necessidade de importagao,
inclusive pelo custo. Além disso, a avaliacdo da qualidade
de uma técnica deve ser realizada em trés niveis antes de
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sua adogdo. O primeiro deles diz respeito a eficacia que se
refere aos resultados quando a técnica é utilizada em con-
di¢des ideais. O segundo, a efetividade, que avalia os resul-
tados quando em uso na rotina. Assim, uma técnica pode
apresentar boa eficacia e baixa efetividade. O terceiro nivel
a ser considerado é a eficiéncia da técnica, que se refere aos
efeitos produzidos em relagdo aos recursos e tempo gastos
(Pereira 2008).

O objetivo do presente estudo foi de comparar Kkits co-
merciais de ELISA para anticorpos no soro e leite com um
teste coproparasitolégico em bovinos naturalmente infec-
tados por E hepatica, considerando os aspectos operacio-
nais e de custo.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 2010 a agosto de 2011 foram realiza-
das visitas em 40 propriedades leiteiras no municipio de Jer6-
nimo Monteiro (latitude -20:47:20, longitude -41:23:42) (IBGE
2012), sul do estado do Espirito Santo, onde foram coletadas 577
amostras de fezes para realizacdo de um inquérito epidemiologi-
co como forma de avaliar as propriedades quanto a presenca ou
auséncia de animais infectados por Fasciola hepatica. As amostras
fecais foram acondicionadas em sacolas plasticas devidamente
identificadas com o nome da propriedade e do animal coletado,
sendo processadas segundo a técnica de sedimentacdo fecal para
ovos de F hepatica (Foreyt 2005). A partir dos resultados obtidos
no inquérito, foram selecionados rebanhos em lactacdo, com pelo
menos um animal positivo ao exame coproparasitolégico. Nestes
rebanhos, 20% das vacas em lactacdo foram selecionadas, por
meio de sorteio, para coleta de fezes, sangue e leite, totalizando
92 amostras de cada material.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos vacutainer,
sem anticoagulante e centrifugadas a 3500rpm por 5 minutos,
para separagdo do soro. Os soros foram acondicionados em tu-
bos Eppendorfs estéreis identificados de acordo com a origem da
amostra. As amostras de leite foram coletadas em tubos Falcon
estéreis, apo6s o descarte do primeiro jato de leite da teta de cada
animal. Todas as amostras foram encaminhadas em caixas isotér-
micas ao laboratdrio de Parasitologia do Hospital Veterinario do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito
Santo (Hovet, CCA-UFES).

As amostras de soro e leites foram analisadas para detecgio
de anticorpos segundo instrugcdes do fabricante. Das 92 amostras
de leite coletadas, apenas 43 amostras de leite foram analisadas
em funcao da disponibilidade do kit ELISA® comercial BIO K211
(Empresa Bio-X, Bélgica). Dentre as amostras utilizadas no ELI-
SA, 29 amostras de soro e 13 amostras de leite, foram de animais
positivos para fasciolose segundo o exame de sedimentagao fecal.

Para analisar a associacdo entre a propor¢do de animais
positivos ao exame de fezes e aos kits ELISA® comerciais para
amostras de soro e leite, o teste de c?de McNemar foi utilizado,
adotando-se o nivel de significincia de 5%. Os indicadores de
validade (sensibilidade, especificidade e valores preditivos) e de
reprodutibilidade (kappa) foram calculados utilizando-se como
padrdo ouro o exame coproparasitolégico de sedimentacdo fecal
(Foreyt 2005). Para os célculos utilizou-se o programa estatistico
BioEstat 5.0.

RESULTADOS

Os resultados das andlises utilizando a técnica de sedimen-
tacdo fecal e o kit ELISA comercial® para detecgdo de anti-
corpos no soro estio apresentados no Quadro 1.



Comparacdo de kits ELISA® comerciais para anticorpos no soro e leite com um teste coproparasitologico em bovinos infectados por Fasciola hepatica ~ 39

Quadro 1. Avaliacdo da validade e da reprodutibilidade do
kit Elisa comercial® para detec¢do de anticorpos no soro
utilizando-se como padrao o exame de sedimentacgado fecal
para ovos de Fasciola hepatica (Foreyt, 2005)

ELISA para amostras Exame coproparasitoldgico

de soro Positivo Negativo Total
Positivo 29 (31,52%) 36(39,13%) 65 (70,65%)
Negativo 0 (0%) 27(29,35%) 27 (29,35%)
Total 29 (31,52%) 63 (68,48%) 92 (100%)

* McNemar: 34,02 (p<0,0001); kappa: 0,33.

A frequéncia de fasciolose hepatica foi de 70,65% no
kit ELISA comercial® e de 31,52% no exame coproparasi-
toldgico diferindo significativamente (p<0,0001). A sensi-
bilidade do kit comercial para amostras de soro bovino foi
de 100%, porém a especificidade foi baixa, 42,85%. O valor
preditivo positivo (VPP) do kit ELISA para detec¢do de an-
ticorpos no soro foi de 44,61%, o valor preditivo negativo
(VPN) de 100% e kappa igual a 0,33.

Os resultados das andlises através da técnica de sedi-
mentacdo fecal e do kit ELISA comercial® para deteccdo de
anticorpos no leite estdo apresentados no Quadro 2.

A frequéncia de fasciolose encontrada pelo kit ELISA®
comercial para amostras de leite foi de 79,07% e pelo exa-
me coproparasitolégico foi de 30,23%, diferindo significa-
tivamente (p<0,0001). A sensibilidade e a especificidade do
kit ELISA comercial® para detec¢do de anticorpos no leite
foi de 100% e 30% respectivamente. O VPP para esse tes-
te foi de 38,23%, o VPN de 100% e o coeficiente de kappa
(0,21).

Quadro 2. Avaliacdo da validade e da reprodutibilidade do
kit Elisa comercial® para deteccdo de anticorpos no leite
utilizando-se como padrio o exame de sedimentagio fecal
para ovos de Fasciola hepatica (Foreyt 2005)

ELISA para Exame coproparasitolégico

amostras de leite Positivo Negativo Total
Positivo 13 (30,23%) 21 (48,84%) 34 (79,07%)
Negativo 0 (0%) 9 (20,93%) 9 (20,93%)
Total 13 (30,23%) 30 (69,77%) 43 (100%)

* McNemar: 19,04 (p<0,0001); kappa: 0,21.

DISCUSSAO

A diferenca observada entre a propor¢do de animais posi-
tivos detectados por meio do ELISA nas amostras de soro)
em comparacgao ao exame de sedimentacdo fecal provavel-
mente se deve ao fato de que entre uma e quatro semanas
pos-infeccdo os anticorpos contra E hepatica podem ser
detectados (Mezo et al. 2010) e apenas ap6s 70 dias da in-
feccdo é que os ovos do parasito comecam a ser eliminados
nas fezes (Reichel 2002).

A sensibilidade calculada para o kit ELISA para detec-
¢do de anticorpos no soro é semelhante as observadas por
varios autores, mas a especificidade é muito diferente. Sen-
sibilidade e especificidade acima de 90% foram relatadas
por Sanchez-Andrade et al. (2000) e Molloy et al. (2005).
Anderson et al. (1999), encontraram sensibilidade um
pouco inferior, mas a especificidade (70%) foi bem supe-

rior a do presente estudo. As diferencas entre os resultados
deste estudo e os relatados sdo decorrentes do padrdo ouro
utilizado por aqueles autores, que foi 0 exame post-mortem.

No presente estudo, a sensibilidade para o kit ELISA®
comercial para detec¢do de anticorpos no leite foi maior
que 95% encontrada por Reichel et al. (2005) que testa-
ram o kit ELISA® comercial (Instituto Pourquier, Franga)
para amostras de leite bovino, utilizando como padrao os
resultados obtidos a partir do ELISA para amostras de soro,
mas a especificidade foi muito inferior. As diferencas entre
os resultados dos dois estudos podem ser explicados pe-
los diferentes testes utilizados como padrio ouro. Salimi-
-Bejestani et al. (2007) também encontraram sensibilidade
(92%) e especificidade (88%) altas no ELISA para amos-
tras de leite utilizando, como padrdo ouro, o ELISA para
detecgdo de anticorpos no soro com amostras obtidas de
animais provenientes de drea endémica para fasciolose.

Utilizando bovinos positivos ao exame coproparasito-
légico de sedimentagdo e flutuacdo, e amostras negativas
provenientes de animais pertencentes a dreas nao endémi-
cas para fasciolose, Molloy et al. (2005) encontraram valo-
res de sensibilidade e especificidade para um kit ELISA®
comercial (Instituto Pourquier, Franca) para amostras de
leite, respectivamente de 97,7% e 99,3%. Contrariamente,
no presente estudo utilizaram-se animais positivos e nega-
tivos ao exame coproprasitolégico de sedimentagio, porém
provenientes de propriedades de area endémica para fas-
ciolose as quais sabidamente apresentaram pelo menos um
animal positivo para fasciolose no rebanho.

Duscher etal. (2011) também avaliaram kits comerciais
de ELISA para amostras de soro e leite e comparando os
resultados com os encontrados ao exame coproparasito-
l6gico e ao ELISA® para detecgdo de coproantigenos. Os
autores encontraram, em ambos casos, maior propor¢ao
de animais positivos no exame sorolégico, resultado que
discorda do presente estudo, que encontraram maior pro-
porcdo no leite, apesar do nimero de amostras analisadas
terem sido diferentes. Ndo ha evidéncia de que o periodo
de lactagdo do animal influencie na sensibilidade do ELISA
para detecgdo de anticorpos no leite (Salimi-Bejestani et al.
2007).

Os valores preditivos sdo influenciados pela sensibilida-
de e especificidade das técnicas e também pela prevalén-
cia da enfermidade em estudo (Pereira 2008). No presente
estudo o valor preditivo positivo baixo (38,23%) deve-se a
baixa especificidade do ELISA. Para ambos os kits utilizados
neste estudo, a baixa sensibilidade da técnica de sedimen-
tacdo fecal (Foreyt 2005), explica as baixas especificidades,
ja que o VPP sofre influencia da prevaléncia e especificida-
de (Pereira 2008). Segundo Martins et al. (2008) a sensi-
bilidade da técnica de sedimentagio fecal para ovos de F
hepatica é de 59,8%.

Os valores dos coeficientes de kappa, para ambos Kkits
ELISA testados, indicam uma concordancia sofrivel (Pereira
2008) entre essas técnicas e a técnica coproparasitoldgica,
o que significa baixa reprodutibilidade das técnicas. Estes
resultados podem ser atribuidos, também, a sensibilidade
do exame de fezes utilizado, que é em torno de 60%.Apesar
da alta sensibilidade do kit ELISA® comercial, mesmo ap6s
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o sucesso do tratamento da fasciolose bovina, os animais
ainda persistem com altos niveis de imunoglobulinas circu-
lantes, ndo diferenciando infec¢des ativas de precedentes
(Ibarra et al. 1998). Assim, o exame coproparasitolégico
ainda é de extrema importancia, principalmente do ponto
de vista epidemioldgico, ja que exames imunol6gicos para
deteccdo de anticorpos ndo podem diferenciar infec¢des
ativas e passadas.

No Espirito Santo, a prevaléncia de condenacgao de figa-
dos por fasciolose bovina ao abate esta em torno de 30%
(Bernardo et al. 2011) o que resulta em preocupacdo dos
criadores em diagnosticar os animais positivos precoce-
mente, antes que haja danos ao figado e principalmente
para que seja possivel evitar a contaminagdo ambiental
evitando a continuidade do ciclo e consequentemente a in-
feccdo de novos animais. Neste sentido, o ELISA se mostrou
mais sensivel que o exame coproparasitolégico, tendo o po-
tencial de ser utilizado para diagnosticar e tratar infecgdes
precoces, sendo essa sua grande vantagem. No entanto,
uma analise de custo beneficio deve ser realizada antes da
adocdo de uma técnica de diagnéstico. Isso equivale dizer
que devem ser consideradas ndo somente a eficacia e efeti-
vidade da técnica, mas também sua eficiéncia.

CONCLUSAO

Em areas endémicas, apesar da maior detec¢do de animais
positivos para Fasciola hepatica por meio dos kits ELISA®
comerciais testados, o exame coproparasitoldgico ainda é
recomendado por apresentar maior eficiéncia, ou seja, é
menos oneroso e de facil execucio, considerando-se que no
nivel de rebanho o tratamento antiparasitario é realizado
em todos os animais.
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