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Metodologia do Teste de Imunofluorescéncia
Indireta para o Diagnostico da Tripanosomose
Equina.

A tripanosomose causada pelo Trypanosoma evansi tem uma distribuicdo geografica
extremamente ampla. Ela ocorre no norte da Africa, india, Malasia, Indonésia, China, Russia,
Filipinas, América Central e América do Sul. O T. evansi causa a tripanosomose equina
também conhecida no nordeste da Argentina e Pantanal como “mal de cadeiras”. O T. evansi
infecta uma ampla variedade de mamiferos e no Pantanal ele tem sido encontrado em cavalos,
guoatis (Nasua nasua), caes, capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) (Nunes & Oshiro 1990,
Silva et al. 1995b) e pequenos roedores (Oryzomys sp.) (Nunes et al. 1995). No Pantanal
tripanosomose eqliina causa centenas de mortes todo ano. Estudos realizados por Davila et al
(2003) registraram surtos com alta mortalidade em equinos. Silva et al. (1995a) relataram
mortalidade de 50.5% em um rebanho de 95 animais e 75% em um rebanho de 40 equinos.
Os sintomas clinicos observados em cavalos sdo anemia, edema dos membros e abdémen,
febre, letargia, fraqueza, perda do apetite, andar cambaleante (Silva et al., 1995b; 1995c).
Outra enfermidade igualmente importante para os eqlinos do Pantanal e com sintomatologia
idéntica é a anemia infecciosa equina (AIE). A AIE, conhecida mundialmente como febre-do-
pantano, é causada por um retrovirus pertencente asubfamilia dos lentivirus, o qual infecta
membros da familia Equidae. O diagndstico diferencial é laboratorial.

Vérios métodos parasitologicos tém sido empregados no diagnéstico da tripanosomose equina,
porém todos requerem a visualizagdo do parasita. O método parasitolégico mais empregado &
0 do microhematécrito ou método de Woo (1969). O método de Woo requer a visualizagdo do
parasita vivo. Usualmente esta situagéo é dificil devido & distancias das fazendas até os
laboratdrios de diagnoéstico. A viabilidade do parasita, quando as amostras sangiiineas sdo
acondicionadas em gelo, é de aproximadamente 6 horas. A utilizacdo de testes sorolégicos
pode facilitar o diagndstico, pois o seu principio estd baseado na pesquisa de anticorpos e nao
na presenca do parasita. Dentre os testes mais utilizados no diagnostico sorolégico da
tripanosomose equina, o teste da imunofluorescéncia indireta (TIFI), destaca-se pela
simplicidade e acuracia. Esta publicacdo tem como objetivo descrever a metodologia do TIFI
utilizada no Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Pantanal.

Metodologia da Imunofluorescéncia indireta

Materiais:

Laminas para imunofluorescéncia

Laminulas 24x50

Glicerina tamponada

Imunoglobulina IgG conjugada com isotiocianato de fluoresceina
Microplacas (96 pogos)

Pipeta multicanal

Pipeta automatica (0,5 pl - 100 pl)

Corante Azul de Evans (10mg%o)

Solucdo tampéao PBS 0,15M.

Preparacdo do antigeno:

Origem dos parasitas

Infectar 1 ou mais ratos (0s mais usados sdo os de linhagem Wistar) e esperar que apresentem
alta parasitemia. Coletar o sangue com anticoagulante preferencialmente com heparina,
tomando cuidado de colocar os tubos com o sangue coletado num recipiente com gelo,
diminuindo assim o metabolismo dos parasitas e prolongando o seu tempo de vida fora do
hospedeiro.
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ApOs passar 0 sangue contendo parasitas pela
coluna de DEAE celulose: Segurar uma seringa de 20
ou 50 ml (dependendo do volume de sangue a ser
passado) num pequeno suporte. Colocar no fundo
desta, la de vidro ou papel filtro. Segurar a
extremidade inferior da seringa com uma mangueira
pequena e fechar a extremidade desta.Montar a
coluna colocando aproximadamente 20 g de DEAE
celulose quando tiver um volume de sangue coletado
de dois ratos. Coloca-se a resina depois de lavada 3
vezes com PSG pH 8.0 na coluna. Compactar a
resina colocada na seringa passando 3 vezes o0 seu
volume de PSG (por exemplo se a resina estiver
preenchendo 10 ml da seringa serdo passados 30 ml
de PSG). Deve se tomar cuidado de ndo deixar
passar o nivel do PSG abaixo da resina durante a
compactacao, pois causaria pequenas rachaduras
nela. Depois de compactada passar pela coluna a
mistura de PSG com o sangue infectado na
concentracdo de 1:1, monitorando sempre o nivel
desta mistura com o nivel da resina evitando
possiveis rachaduras na coluna. Monitorar a
passagem dos parasitas pela coluna, a qual ocorrera
logo ap6s da passagem de um pouco de PSG.

Lavar 3 vezes com PBS 0,15M, centrifugando a
3000 RPM durante 15m a 4° C.

Ressuspender os parasitas em PSG 0,15M ajustando
até atingir a quantidade aproximada de 40 parasitas
por campo num aumento de 400x.

Colocar apenas uma camada fina do antigeno
preparado em cada pog¢o das laminas para
imunofluorescéncia a serem usadas.

Diluicdo dos soros:

A principio para uma triagem preliminar os soros a
serem testados ndo deverdo ser diluidos. Conforme
encontrados positivos é recomendavel que sejam
testados novamente em diluicdes seriadas de 1:10,
1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280.

Montagem da Imunofluorescéncia:

a) Diluir o azul de Evans 10 mg% a 1:10 em PBS.
Diluir o conjugado na dilui¢do indicada pelo
fabricante (ou nume diluigdo especifica determinada

previamente pelo usuério) neste azul de Evans
diluido.

b) Colocar 10 pl do soro a ser testado em cada poco
das laminas com antigeno. Incubar em camara umida
a 37° C durante 30 min. Logo apds lavar 2 vezes
com PBS 0,15 M deixando as laminas no porta
laminas com PBS 0,15M durante 2 min. de cada vez.

c¢) Colocar 10 pl do conjugado diluido como descrito
em (a) em cada poco da lamina incubada com o
soro. Incubar em camara Umida a 37° C durante 30
min. Logo apés lavar 2 vezes com PBS 0,15 M como
descrito em (b).

d) Fazer a leitura num microscépio para
Imunofluorescéncia no aumento de 400x.

e) Como sugestéo o teste pode ser considerado
positivo quando mais da metade do campo em
observacgédo apresentar tripanosomas fluorescentes.
Para isto tem que ser considerada a padronizagdo
prévia do conjugado na procura da melhor
fluorescéncia para leitura.

Conclusoes

O método de TIFI tém limitagdes na sua utilizacdo
como diagndstico da tripanosomose causada pelo T.
evansi pelo seguinte motivo: apés o tratamento os
anticorpos permanecem por mais de um ano, o que
dificulta saber se trata-se de uma nova infec¢ao ou
sdo anticorpos residuais de uma infeccdo passada e
ja curada. Porém ele é excelente para estudos
epidemioldgicos.

Recomendacdes

Nas infec¢des com Tripanosoma evansi deve-se
diagnosticar os animais com infec¢des agudas e
trata-los individualmente, portanto o TIFI serve
apenas para estudos epidemiolégicos. As infecgdes
agudas devem ser diagnosticadas através do teste
do micro hematdcrito.
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