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1. INTRODUCAO

O Dioctophyma renale € um nematoide popularmente conhecido como
“verme gigante do rim” e é considerado o maior nematddeo de caes (NAKAGAWA
et. al.,, 2007; COTTAR, et al. 2012). A presenca deste parasito causa uma doenca
chamada Dioctofimatose que é uma parasitose renal que destréi progressivamente
o rim, fazendo-o resultar em apenas uma capsula fibrosa (MILANELO et al., 2009).
Quando apenas um rim € parasitado, o outro acaba por compensar a funcéo, por
ISSO 0s cdes ndo costumam apresentar sinais de insuficiéncia renal, sendo na
maioria das vezes assintomaticos (FERREIRA et al., 2010).

O D. renale geralmente é encontrado no rim direito, porém ha achados no
rim esquerdo, cavidade abdominal, cavidade toracica, ureteres, bexiga e tecido
subcutaneo de carnivoros domésticos e silvestres (SILVEIRA, et al., 2015). Quando
0 parasito esta alocado no rim, o diagnostico pode ser realizado através de
urindlise, desde que exista a presenca de fémeas, j4 que somente estas liberam
ovos que podem ser visualizados na urina. O diagnoéstico também pode ser
realizado através de exame de ultrassom ou através de achados acidentais em
necropsias e cirurgias (SOUZA et al.,, 2019), no entanto, esses métodos nem
sempre sao eficazes, pois ndo € possivel o diagnéstico por meio da identificacéo
dos ovos no sedimento urindrio nos casos envolvendo parasitos somente do sexo
masculino, fémeas imaturas e localiza¢des ectopicas (LIMA, 2016).

A presenca desse nematdédeo em cdes no NOSSO Meio e a contaminacao
ambiental € uma realidade bastante preocupante, assim como a dificuldade no
estabelecimento de diagnostico de forma eficaz. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi padronizar a técnica de ELISA indireto como possivel forma de
diagnéstico para a dioctofimatose.

2. METODOLOGIA

Para a obtencé&o de amostras positivas, foi realizada a coleta de sangue em
tubos anticoagulantes de 38 cées infectados com D. renale. As amostras de soro
utilizadas como controle negativo foram obtidas de sete cées livres de nematodeos
gastrintestinais, confirmado por exame de fezes negativos, para D. renale em
exame de ultrassom abdominal e urinalise. Os soros obtidos foram armazenados a
-20 ° C até a utilizacao.

Para a realizagdo do ELISA indireto, o antigeno DES foi utilizado na
concentracéo de 1ug/100ul por pogo, o soro na diluicdo 1/400 e o conjugado anti-
IgG 1/25000 (Sigma Cat A9042). Placas de 96 pocos (MaxiSorb®, Nunc) foram


mailto:capellavet@gmail.com
mailto:nbernevet@gmail.com

7@ SEMANA

INTEGRADA XXX CIC — CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
UFPEL 2021

sensibilizadas com o antigeno DES em tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6-9,8
e blogueada com 6% de leite desnatado diluido em PBS com 0,05% de Tween®
20 (Sigma). Apds, os soros positivos e negativos foram diluidos em PBS pH 7,2,
contendo leite em pd 1% e Tween-20 a 0,05% (PBS-T-M1%). Adicionou-se anti-
IgG conjugado com peroxidase de rdbano (HRP) (Sigma Cat A9042) diluido em
PBS-T-M 1%. Os antigenos, os soros e o conjugado foram incubados durante uma
hora a 37°C. Entre todas as fases do teste, as placas foram lavadas por quatro
vezes com PBS-T 0,05%. Reagbes colorimétricas foram desenvolvidas com 1
mg/mL de OPD (Sigma-Aldrich) e 1 puL/mL de H202 (Sigma-Aldrich) diluido em
tampéao citrato-fosfato, pH 5,0. Apds dez minutos a reacgéo foi parada com H2S04
3 Mols (Sigma-Aldrich). A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de
microplacas (iMarkTM, Bio-Rad) a 492nM. As amostras foram analisadas em
duplicatas e os resultados foram expressos como a média OD492. O valor Cut off
estabelecido foi o valor médio das absorbancias dos soros controles negativos mais
duas vezes o desvio padrao.

A andlise estatistica utilizando o antigeno DES foi analisada utilizando o

software MedCalc.Ink 2019 versédo 18.9. Foi determinada a area sob a curva ROC
e a sensibilidade e especificidade dessa técnica para o diagndstico de dioctofimose
em caes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de absorbancia dos soros controles de cées positivos para D. renale
encontradas no ELISA Indireto com o antigeno DES foi de 0,871 + 0,252 (Figura
1). A média dos soros controles de caes negativos foi de 0,208 + 0,083 que
corresponde a 4,187 vezes o valor da média de absorbéancia dos soros controles
de cdaes positivos.
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Figura 1. Médias de absorbancia no ELISA Indireto dos soros dos caes
positivos para Dioctophyme renale na concentracdo de 1/400, antigeno de
excrecao e secrecdo-DES na concentracéao de 1 pg/100uL e o conjugado 1/25000.
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Valor Cut off: média das absorbancias dos soros controles negativos mais duas
vezes o0 desvio padréo.

O valor Cut off foi 0,374, o que corresponde ao valor médio das absorbancias
dos soros controles negativos mais duas vezes o desvio padrdo. Os cées positivos
para D. renale foram também positivos ao ELISA, com excecdo do animal numero
17 que apresentou valor de absorbancia inferior ao cut off.

A area sob a curva ROC da técnica de ELISA DES encontrada foi de 0,987
(p<0,001). Os indices de especificidade e sensibilidade encontrados neste trabalho
para o ELISA Indireto utilizando o antigeno DES foi de 100% de especificidade e
de 97,4% de sensibilidade (figura 2). Pedrassani (2009) encontrou valores
parecidos com os achados deste trabalho (especificidade 93,8%% e sensibilidade
92,3%) utilizando a mesma técnica com o0 mesmo parasito.

ELISA_DES

100 F
[ | Sensitivity: 97,4
| Specificity: 100,0
80 [ Criterion: =0

60 H

Sensitivity

40 H

AUC = 0,987
P < 0,001

okl
0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Figura 2: Curva ROC e especificidade e sensibilidade da técnica de ELISA
Indireto utilizando antigenos de excrecéo e secrecao (DES).

O diagnéstico sorolégico é uma ferramenta importante para estudos
epidemioldgicos por conseguir detectar infeccbes em estagios iniciais, mas para
além disso, atualmente, existem técnicas que permitem uma especificidade e
sensibilidade altissimas, contribuindo para a obtencdo de um diagndstico mais
seguro (DIAS, 2019). Em um estudo realizado por Virgens (2015), a técnica de
ELISA para diagnosticar a presenca de Toxocara se mostrou mais eficaz do que o
exame parasitolégico, visto que foi encontrada uma baixa positividade em exames
parasitologicos frente a uma alta soropositividade no ELISA.

4, CONCLUSOES

Foi possivel padronizar a técnica de ELISA indireto utilizando o antigeno
DES, podendo ser utilizada como uma possivel forma de diagnéstico para a
dioctomifatose, uma vez que o0s valores encontrados de especificidade e
sensibilidade foram satisfatoérios.
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