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RESUMO

Testes de ELISA indireto (sistema biotina-avidina), utilizando-se
preparagoes antigénicas brutas, foram padronizados para a detecgio
de anticorpos IgM anti-B. bovis e anti-B. bigemina em animais
submetidos a premuni¢do. Diluigbes 6timas dos antigenos, soros
referéncia (positivo e negativo) e conjugado foram determinadas
através de titulagdes seriadas. Amostras de soros de bovinos
importados de areas livres de carrapatos, foram colhidas antes e
durante o processo de premmni¢io e submetidas aos testes de
ELISA. Os valores discriminantes (0,223 e 0,124 para B. bovis e B.
bigemina, respectivamnente) foram calculados pela média de
absorbincia dos soros negativos acrescida de dois desvios-padrio.
Os primeiros anticorpos IgM especificos anti-B. bovis foram
detectados onze dias apés inoculagio inicial (P.L), para os animais
infestados com larvas de B. microplus e 19 dias P.I. para os animais
inoculados com sangue. Foi observado declinio progressivo dos
valores de absorbincia 33 dias P.I., mas todos os animais
permaneceram positivos até o final do experimento (124 dias). Para
os anticorpos IgM anti-B. bigemina, foi observado comportamento
semelhante da resposta imune, variando na detec¢io dos primeiros
anticorpos nos animais infestados com larvas de B. microplus, que
ocorreu 14 dias P.L

Palavras-chave: Babesia bovis, B. bigemina, ELISA, IgM,
premunigio
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1 INTRODUCAO

A babesiose € uma doenga infecciosa causada por protozoarios
intraeritrocitarios do género Babesia. Encontram-se descritas 111
espécies, das quais 22 sio consideradas responsaveis pela doenga em
mamiferos domésticos (Levine, 1988), sendo que destas, sete sio
incriminadas como agentes etioldgicos da babesiose bovina (Kuttler,
1988). As duas espécies de maior importincia econdmica para
bovinos em regides tropicais e subtropicais sdo a Babesia bovis
(Babes, 1888) e B. bigemina (Smith & Kilbome, 1893). A
populagio de bovinos no mundo € cerca de 1,2 bilhdes (FAOQ, 1995)
e destes 75% estdo em areas endémicas do vetor, Boophilus
microplus (Canestrini, 1887), ¢ assim da doenga (Kuttler, 1988,
Bose, 1995).

As duas espécies do protozoario, encontradas no Brasil, sdo a B.
bovis e B. bigemina, que sio, em condi¢bes naturais, transmitidas
pelo B. microplus. A doenga é freqiientemente encontrada em todas
as areas infestadas pelo vetor (Madruga et al., 1983). Em Minas
Gerais ¢ elevada a prevaléncia de animais com anticorpos anti-
Babesia (Patarroyo et al., 1987).

Esta enfermidade, quando nio devidamente controlada, interfere no
desenvolvimento dos animais, reduzindo o crescimento, produgio de
carne e leite, podendo ocasionar aborto e infertilidade temporiria de
machos e fémeas (McCosker, 1981). Nos casos mais graves,
principalmente em animais recém-importados de regides livres, sio
responsaveis por elevada mortalidade (Kuttler, 1988). Entretanto,
estes efeitos sdo minimizados nas areas de estabilidade enzodtica, em
decorréncia da exposigio precoce dos animais ao agente, logo apos
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o nascimento, e conseqiiente desenvolvimento de imunidade (Corrier
et al., 1978).

O diagnostico parasitolégico da babesiose tem sido realizado pela
pesquisa do agente em esfregacos sanguineos. O desenvolvimento ¢
padronizagio de um teste sorologico para a doenca aguda é
altamente desejavel, objetivando avaliar o risco da doenga em
rebanho e a avaliagio de resposta imune apos uma medida de
imunizagio para a babesiose bovina.

O “enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) ¢ considerado,
atualmente, importante ferramenta no diagnostico das doencas
infecciosas. FEste teste tem mostrado boa especificidade e
sensibilidade, quando comparado com outros testes de diagnastico.
Outras vantagens apontadas no uso do ELISA é que ele pode ser
automatizado, tomando sua execugio mais rapida e econdmica, o
que possibilita 0 exame de um grande nimero de amostras.

O presente trabalho teve como objetivos padronizar um teste de
ELISA indireto para detecgdo de anticorpos IgM anti-B. bovis ¢ B.
bigemina e avaliar a resposta imune de IgM em animais submetidos
ao processo de premunigdo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Babesiose bovina no Brasil

O primeiro relato da babesiose bovina no Brasil ocorreu por volta de
1893, quando 98% dos animais importados da Europa e da
Argentina morreram devido a uma doenga até entio desconhecida.
Em 1901, Fapjado observou microscopicamente protozoarios em
esfregacos sanguineos de bovinos recentemente importados. Desde
entdo, uma grande variedade de fatores envolvidos na babesiose
bovina foram pesquisados. Estes incluemn estudos sobre transmissio,
epidemiologia, patogenia, imunologia, diagnéstico, tratamento e
controle da doenca.

No B. microplus, ha transmissio transovariana das B. bigemina e B.
bovis. Esta (ltima espécie é transmitida durante o periodo de
alimentagdo larval, enquanto que a B. bigemina é transmitida
durante os estagios ninfal ¢ adulto (Mahoney & Mirre, 1979;
Dalgliesh & Steward, 1982). O periodo de incubagdo, apos a
infestagdo pelo carrapato, é geralmente de oito a 16 dias em
infecg®es por B. bovis, e em B. bigemina aparece poucos dias apos a
outra espécie.

Por outro lado, a B. bovis é o agente da babesiose bovina de maior
importéncia patologica (Uilenberg, 1995) nas condigbes de campo e
econdmica do pais, pois pode culminar em morte dos animais
rapidamente. A ocorréncia de babesiose cerebral por B. bovis foi
registrada no Rio Grande do Sul (Kessler et al., 1980; 1983) ¢ em
Minas Gerais (Patarroyo et al., 1982).
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A babesiose bovina, no Brasil, ¢ mais frequententemente encontrada
em bezerros. Estudo da doenga, no Mato Grosso do Sul,
demonstrou sua presenga em bezerros com idade inferior a quatro
meses de idade (Madruga et al., 1986). Na Austrilia, verificou-se
pos varios trabathos sobre endemia da babesiose, situagdo adversa a
esta. Os bezerros tornaram-se infectados antes dos nove meses de
idade (Mahoney & Ross, 1972), estabelecendo um estado de
equilibrio entre imunidade e doenga.

Em estudo de prevaléncia da babesiose, realizado na Zona da Mata
de Minas Gerais, observaram-se diferentes  situagdes
epidemiologicas, considerando-se a area como de instabilidade
enzodtica (Patarroyo et al., 1987).

Levantamento sorologico, realizado na regido do cerrado no Mato
Grosso do Sul, demonstrou taxas de prevaléncia médias de 19,0 e
12,9% para B. bovis ¢ B. bigemina, respectivamente. Estes
resultados foram considerados baixos, quando comparados com
pesquisa realizada em Minas Gerais, sugerindo a regido como uma
area de instabilidade enzodtica (Madruga et al., 1983).

Outro estudo, realizado no Mato Grosso do Sul, demonstrou
prevaléncia de 26,4% de casos clinicos da babesiose, juntamente
com a anaplasmose, em bezerros de um a quatro meses de idade,
com menor incidéncia em bovinos adultos (Madruga et al., 1986).
Situacdo esta, devida a queda da imunidade passiva a partir do 28°
dia apés o nascimento (Madruga et al., 1984).

Alguns aspectos sobre a epidemiologia da B. bovis foram estudados
em Santana do Livramento (RS) pela analise de pratica de manejo
em 101 rebanhos e pela pesquisa de anticorpos em bovinos de
aproximadamente onze meses de idade. A soroprevaléncia, atraves
do ELISA, variou entre 15 € 80% ¢ a area foi considerada de risco
para esta babesiose (zoma de instabilidade enzodtica). Alta
prevaléncia de anticorpos anti-B. bovis foram encontradas em
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indicus
{(51%). Os autores justificam a necessidade do uso de vacinas vivas
contra B. bovis para prevenir perdas econdmicas naquela regido

(Martins et al., 1994).

Para se determunar o perfil de estabilidade/instabilidade de uma
regido, deve-se avaliar os fatores inerentes ao amimal, como por
exemplo, a queda de imunidade devido 4 redugio do nimero de
carrapatos, ¢ os varios fatores que podem estar interagindo no
ambiente. Dentre eles raca, idade, variagdes climiticas, estresse,
manejo e tipo de pastagens (Alonso et al., 1992),

No Brasil, ndo existem trabalhos epizootiologicos que permitam um
mapeamento das areas livres, das areas de estabilidade e areas de
instabilidade enzootica para a babesiose bovina. As publicagdes
disponiveis na literatura nacional demonstram, em quase toda sua
totalidade, regides de instabilidade enzoética. Entretanto, segundo
Kessler et al., 1983, o territdrio brasileiro €, em grande parte, uma
area de estabilidade enzodtica para a doenga, onde os bovinos
encontram-se naturalmente imunizados contra Babesia spp.

Esta enfermidade frequentemente ocorre devido as praticas de
manejos instituidas no sistema de criagdo, como o uso de instalagdes
“Free Stall”, determinados tipos de bezerreiros e principalmente em
importagdes de animais de areas livres de hemoparasitos, para
melhoramento genético bovino (Lima, 1991), pois esses bovinos sio
geralmente Bos faurus, sendo assim mais susceptiveis aos carrapatos
¢ assim a doenga. Nestes casos, a premuni¢io constitui um método
de controle muito utilizado, com a finalidade de promover o
desenvolvimento de imunidade contra as hemoparasitoses (Brasil,
1982; Lima, 199]1; Nogueira et al., 1991). O processo se baseia na
inoculagdo de sangue parasitado por hemoparasitos de animal
portador em animais susceptiveis e seu subsequente tratamento
usando drogas especificas. Esta medida profilitica produz um
razoavel nivel de protegio a infecgio, mesmo que ocorram variagdes
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entre amostras das espécies dos hemoparasitos, e em condigdes
tropicais é provavelmente o procedimento de imuniza¢do mais
eficaz. Apesar da premunicido apresentar riscos de disseminagio de
outras doengas e alto custo, estes sio minimos, se¢ comparados
aqueles ocasionados pela introdugio de bovinos susceptiveis e nio
protegidos em areas enzooticas (Lima, 1991).

Também vale ressaltar que vacinas vivas e/ou atenuadas contra B.
bovis e B. higemina estio sendo utilizadas na imunizagio de animais
importados. Inimeros experimentos estdio sendo conduzidos
objetivando caracterizar os antigenos de babesias especificos a serem
utilizados no diagndstico e/ou vacinas.

Virios métodos de vacmagio tém sido desenvolvidos ¢ estudados
em condicdes de Iaboratério e de campo, como medidas
immoprofilaticas contra a babesiose bovina (Patarroyo, 1990;
Kessler et al , 1991; Machado, 1991)

A imunizagio ideal deve ser capaz de: prevenir doenga clinica em
condigdes de campo; proteger contra todas as cepas do parasito;
induzir protegio por longo tempo; ndo possuir antigenos
contaminantes ou infecciosos; ser utilizavel em larga escala e ser de
baixo custo; ser segura e de facil administragcio (Mahoney, 1981).

Um estudo miciado em 1987 por Kessler e colaboradores, quando
amostras de campo de cada parasito foram isoladas por infestagio
de carrapatos em bezerros, demonstrou existéncia de diversidade
antigénica.

Trabalhos sobre caracterizagio, identificagio e purificagio de
exoantigenos obtidos de culturas “in vitro” de B. bovis e, vacinagio
experimental de bovinos foram desenvolvidos por Patarroyo, 1990.
Foram utilizadas diferentes metodologias, que permitiram
semipurificar trés fragdes polipeptidicas em uma amostra do parasito
proveniente da Zona da Mata de Minas Gerais.
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Kessler et al. (1991) isolaram amostras puras de B. bovis e B.
bigemina em Campo Grande, MS. Estas amostras foram atenuadas
utiizando-se o método australiano, com modificacdes. Nos
experimentos realizados no campo, as amostras apresentaram baixa
viruléncia e protegio em 97% dos animais vacinados, frente ao
desafio homologo, mediante infecgio através do carrapato.

Machado, 1991 caracterizou bioquimicamente antigenos de B. bovis
e B. bigemina, verificando-se varias bandas protéicas com peso
molecular entre 200 e 21 KDa nos antigenos de babesias soliveis.

2.2 Métodos de Diagnostico

O diagnostico parasitologico da babesiose tem sido realizado pela
visualizagdo de parasitos intraeritrocitarios em esfregagos
sangiiineos corados pelo método de Giemsa. Este é o método de
escolha para detecgdo de parasitos na fase aguda da babesiose. A
técnica € utilizada como rotina, mas quando um grande numero de
exames tem que ser realizado, ¢ um trabalho dificil ¢ demorado
(Weiland & Reiter, 1988; Bose et al., 1995). Outra limitagdo deste
método decorre do fato da B. bovis apresentar tropismo pela
circulagdo capilar e, apesar de, na fase aguda da doenca, a
parasitemia na circulagio vemosa ser baixa, dificultando a
visualizagio do agente; consequentemente, e¢xames negativos nio
significam auséncia de infecgio (Weiland & Reiter, 1988). Portanto,
0 desenvolvimento de um teste rapido e simples para o diagnostico
da babesiose aguda € necessario (Bose, 1995).

Os animais que se recuperam da fase aguda da doenga tomaram-se
portadores crénicos, ¢ os niveis de anticorpos persistem por longos
periodos (Wright, 1990). Desta forma, testes sorologicos tém sido
utilizados na detecgio de anticorpos IgG em animais portadores para
se avaliar o estado imunolégico de rebanhos e em estudos
epidemiologicos para identificacio de areas de instabilidade
enzootica.
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Testes imunolégicos para a detecgio de anticorpos especificos
contra Babesia spp. vém sendo desenvolvidos, mas o grande desafio
encontrado estd nas preparagdes antigénicas, que muitas vezes
afetam a especificidade ¢ a sensibilidade do método utilizado.

Dentre os varios métodos sorologicos desenvolvidos para detecgdo
de anticorpos anti-Babesia spp destacam-se a fixacdo de
complemento (Mahoney, 1964), a hemaglutinagio (Goodger, 1971),
a reagio de imurofluorescéncia indireta (RIFI) (Ross & Lohr, 1968;
Leeflang & Perié, 1972; Todorovic & Long, 1976), o teste de
ELISA (Barry et al., 1982; O’Donoghue et al., 1985; Waltisbuhl et
al., 1987; Bose et al., 1990, Machado, 1991).

A fonte primiria de antigeno de babesias para muitos testes
sorologicos ¢ o sangue total de animais infectados. Testes de ELISA
para B. bovis foram desenvolvidos utilizando preparagoes
antigénicas feitas a partir de sangue infectado (Waltisbuhl et al,
1987; Bose et al, 1990). Inumeros experimentos estio sendo
conduzidos, objetivando caracterizar os antigenos especificos de
babesias a serem utilizados no diagnostico. Técnicas de purificagdo
de antigenos de babesias para o uso na detecgiio de anticorpos pelo
teste de ELISA tém sido usadas (O’Donoghue et al., 1985; Bose et
al., 1990; Passos, 1993), confirmando a necessidade de melhora na
especificidade dos antigenos brutos para serem usados, em testes de
ELISA para as espécies de Babesia. O cultivo celular tem sido
também usado como fonte de antigeno para Babesia em testes de
imunodiagnésticos (Patarroyo, 1990), principalmente, quando
decorre da limitagdo de animais infectados (Woodford et al., 1990).

A avaliagio da resposta imune humoral de anticorpos IgM foi feita
em bovinos infestados com larvas de Boophilus contendo B. bovis
através fixagdo de complemento e reagio de imunofluorescéncia
indireta (Goff et al., 1982). Onze bovinos infestados, tornaram-se
infectados, e dois ndo desenvolveram anticorpos anti-B. bovis.
Durante o experimento, cinco bezerros morreram devido a
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inoculagio do primeiro estabilizado; todos os bovinos
sorologicamente positivos sobreviveram e foram protegidos contra
um segundo desafio homologo de carrapatos infectados.

Atualmente os testes mais utilizados para o diagnéstico de
portadores e/ou acompanhamento de animais imunizados sio a RIFI
¢ 0 ELISA. A RIFI apesar de ser um teste de alta sensibilidade,
especificidade e de facil execugdo, necessita de técnicos bem
treinados ¢ de grande demanda de tempo. Uma das grandes
limitagbes desta técnica refere-se a subjetividade da leitura e também
a restricio do numero de amostras a serem examinadas diariamente
(Bidwell et al., 1978).

Bidwell et al. (1978), compararam reagdes de ELISA com a RIFI
para a detecgio de anticorpos IgG em bovinos infectados com B.

divergens e/ou B. major, demonstrando boa correlagio e
sensibilidade.

Até o presente, o teste de ELISA para a babesiose bovina tem-se
constituido uma técmica de diagnostico usada na detecgio de
anticorpos IgG anti-Babesia spp em animais recém-infectados e em
estagio crénico da doenga. Observagdes realizadas no diagnostico
sorologico desses parasitos indicam que ha similaridades e diferengas

entre a B. bovis e a B. bigemina (Goodger, 1971, Wright et al,
1987).

2.3 Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA)

A primeira utilizagdo do teste de ELISA para deteccio de anticorpos
foi descrito por Engvall & Periman (1972), como um teste sensivel e
de baixo custo. A utilizagio do ELISA para detecgio de anticorpos
anti-Babesia foi demonstrado por Pumell et al. (1976), usando
extrato antigénico somatico hométogo.
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Os imunoensaios se baseiam na utilizagdo da reagdo antigeno-
anticorpo. No caso do teste de ELISA indireto, este envolve trés
estagios: a reagdo entre o antigeno ¢ o anticorpo especifico;
seguindo pela detecgdio desta reagéo pelo uso de imunogiobulina
anti-espécie conjugada com uma enzima. E o ultimo estagio do
procedimento é a adigio do substrato respectivo para uma
determinada enzima, indicando a reagdo pelo grau de degradagio
desse substrato, a qual pode ser quantitativamente medida em um
espectofotometro (Lane, 1988).

A técnica tem sido amplamente adaptada e usada para o diagnostico
de infecgdes por parasitos e outros microorganismos de importincia
médica e veterinaria, com disponibilidade de reagentes altamente
purificados (Voller et al., 1976).

A comparagio entre o teste de ELISA, a RIFI e o FC para detecgio
de anticorpos em bovinos experimentalmente infectados com B.
divergens ¢ B. major foi feita por Bidwell et al. (1978), que
encontraram boa correlagio entre os testes. O FC foi o que detectou
anticorpos mais cedo; no entanto, a titulagio obtida neste foi mferior
ao encontrado na RIFI e ELISA, sendo este tultimo o indicado
devido a sua objetividade na leitura.

Barry et al. (1982) realizaram um teste de ELISA para detecgio de
anticorpos anti-B. bovis que demonstrou especificidade ¢ maior
sensibilidade quando comparada 4 RIFI. Nao foram observadas
reagdes cruzadas com B. bigemina, Anaplasma centrale e Theileria
spp. Houve correlagio de aproximadamente 95% dos resultados
quando comparados com a RIFIL, sendo o ELISA mais sensivel.

O’Donoghue et al. (1985) fracionaram extrato bruto de B. bigemina
em coluna de “Sephadex” G-200 produzindo duas fragdes
antigénicas de peso molecular de 600 e 15 KDa que foram utilizadas
em um ELISA. No estudo avaliou-se a resposta imune humoral de
IgG e IgM em bezerros experimentalmente infectados. Os soros
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apresentaram soroconversio para as duas fragdes no sétimo dia apos
infecgdo. A resposta de IgG persistiu por 49 dias apés a infecgio e a
resposta de IgM havia declinado em valores baixos em torno de 28
dias apos a infecgio.

Waltisbuhl et al. (1987) obtiveram uma fragdo purificada de lisado
de eritrocitos infectados, a partir de filtragio em gel, que foi
considerada sensivel e especifica como antigeno para detecgio de
anticorpos IgG e IgM anti-B. bovis no teste de ELISA. No
experimento foram testados quatro sistemas, sendo que destes o
peroxidase foi o mais sensivel. Foram observadas reagbes cruzadas
em soros de animais infectados com A. marginale.

Mais recentemente, um antigeno recombinante de B. bovis (11C5),
que induziu imunidade em bovinos, mostrou ser sensivel e especifico
em ELISA; entretanto observou-se baixa sensibilidade com algumas
amostras de soros positivas (Bése et al., 1990). Estes autores
sugeriram a utilizacdo de um “cocktail” de dois ou mais antigenos
recombinantes para melhorar a sensibilidade do teste.

Antigenos de babesias soliveis ou digeridos foram obtidos a partir
de eritrocitos infectados por B. bovis e B. higemina (Machado,
1991). Para a lise de eritrécitos parasitados e isolamento de
merozoitos de Babesia spp livres, utilizou-se a solugio de cloreto de
amoénio a 0,83% tamponada em Tris. A resposta imune humoral em
bezerros intactos, experimentalmente infectados por B. bovis,
permaneceu em niveis elevados durante os 233 dias de
experimenta¢do. Através do teste de ELISA indireto foram
determmados os perfis sorologicos em bezerros, novilkas e vacas
mantidos a campo. Foi observado maior percentual de soros
negativos (19,4%) entre os bezerros os quais também apresentaram
niveis séricos de anticorpos, significativamente inferiores quando
comparados com os de novilhas e vacas.
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Proteinas de parasitos identificadas através de eletroforese foram
usadas como antigeno no teste de ELISA para detecgio de
anticorpos IgG anti-B. bovis e anti-B. bigemina (Passos, 1993).
Extratos antigénicos brutos foram comparados com estas proteinas
purificadas e testados contra um painel de soros experimentalmente
produzidos ¢ outro de soros naturalmente infectados através de
carrapatos no campo. O teste de ELISA, desenvolvido para
detecgdo de anticorpos contra B. bovis, usando o antigeno 56 KDa
purificado, demonstrou ser apropriado para o uso em estudos
epidemiologicos. Entretanto a proteina purificada de B. bigemina
apresentou reagiio cruzada com soros anti-B. bovis.

2.4 Resposta imune humoral pelo ELISA

Numerosos estudos tém demonstrado o papel da resposta imune na
protegio de bovinos contra a infec¢do por Babesia. A transferéncia
passiva de soro imune para bezerros susceptiveis, confere protegio
parcial contra a infec¢gio (Mahoney et al, 1981). Em 4ireas
endémicas, os bezerros recebem protegio passiva de anticorpos
presentes no colostro, aproximadamente até trés meses de idade
(James et al., 1985). A prote¢iio pode persistir por até¢ 6 meses para
B. bovis e de trés a quatro meses para B. bigemina. A classe de
anticorpo que induz imunidade ¢ a IgG. Estudos mais recentes
demonstraram que os anticorpos da subclasse IgG, sio os
responsaveis pela indugdo da resposta imune (Wright, 1990). Além
da resposta humoral, 2 imunidade mediada por células ¢ importante
na protegio contra Babesia, pois animais esplenectomizados
tornam-se muito mais susceptiveis a infecgdo. Segundo alguns
autores, apdés a primo-infecgdo, o0s animais permanecem
sorologicamente positivos por um periodo de quatro anos para B.
bovis e pelo menos de dois a trés anos para a B. bigemina (Mahoney
et al., 1979; Wright et al., 1990).

Barry et al. (1982) avaliaram o curso de resposta de anticorpos IgG
pelos testes de ELISA e RIFI, em cinco animais experimentalmente
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infectados por B. bovis, que sofreram desafio 71 dias apds
inoculagio inicial com amostra heteréloga. Os maiores niveis de
anticorpos detectados pelos dois métodos foram observados 14 dias
apoOs inoculagio, sendo os animais positivos por 268 dias apos
inoculagio inicial. Apos desafio foi observado aumento significativo
no nivel médio de reatividade em ELISA dos bovinos imunes.

Em infecgdes por Babesia foram produzidos anticorpos contra um
largo espectro de antigenos do parasito, protetores e nio protetores,
¢ também contra antigenos do hospedeiro, como resultado de uma
resposta inflamatoria. A maioria dos anticorpos detectados em
procedimentos sorologicos nio sdo protetores (Goodger et al,
1985a)

O’Donoghue et al. (1985) fracionaram extrato bruto de B. bigemina
verificando resposta antigénica contra proteinas de peso molecular
de 600 ¢ 15 KDa. Usando estas fragdes antigénicas, eles
investigaram a resposta de anticorpos dentro das classes de IgG e
IgM em bezerros experimentalmente infectados. Anticorpos IgM
especificos foram detectados em soros de bezerros infectados
experimentalmente a ambas as fra¢oes, inicialmente observadas no
sétimo dia pos-infecgdo. A resposta por IgG atingiu pico de
intensidade 12 dias apos infecgdo e persistiu por 49 dias apos
infecgiio, enquanto que, na resposta por IgM, o pico de intensidade
ocorreu 12 dias apos infecgdo e persistiu em niveis maximos até o
dia 22, declinando em niveis baixos em tomo de 28 dias de infecgdo
até o final do experimento a 49 dias apés inoculagio.

Waltisbuhl et al. (1987) demonstraram que uma fragio de lisado de
eritrocitos infectados por B. bovis, separados por filtragdo em gel,
pode ser utilizada como antigeno no teste de ELISA. O ensaio foi
capaz de detectar anticorpos IgG por um periodo de dois a quatro
anos apos uma Unica infecgio.
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Através do teste de ELISA indireto, Machado (1991), avaliou o
perfil sorologico de bezerros intactos, infectados experimentalmente
por B. bovis. A soroconversio iniciou entre nove e dez dias apds a
infecgdo, apresentando declinio de anticorpos IgG do 72° ao 84° dia
do periodo pos imocuiagio; entretanto, estes niveis permaneceram
elevados durante os 233 dias do experimento.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de realizagio do experimento

O trabalho foi conduzido nos Laboratorios de Protozooses ¢ de
Biologia Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG, Belo Horizonte,
MG.

O antigeno de B. bigemina. foi processado no Departamento de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, campus de Jaboticabal-UNESP, SP.

3.2 Animais experimentais

Foram utilizados bezerros machos, da raga Holandesa,
esplenectomizados, livres de hemoparasitos e que nio haviam
ingerido colostro, adquiridos da Companhia Agricola Nova América
(CANA), Taruma, SP.

Os animais foram trazidos da CANA para a Escola de Veterinaria -
UFMG. Os bezerros eram mantidos em baias individuais cobertas
com piso e paredes de cimento, em isolamento para carrapatos e
moscas.

3.3 Infecgoes experimentais
Um bezerro espienectomizado, de um més de idade, recebeu indculo

de B. bovis (amostra CANA), contendo aproximadamente 10’
parasitos, por via endovenosa. A amostra de B. bovis foi isolada a
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partir de infecgio mnatural e mantida criopreservada em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 11% em nitrogénio liquido a -196°C
(IICA, 1987).

O outro bezerro esplenectomizade, com aproximadamente cmco
meses de idade, receben inoculo de B. bigemina (Machado, 1994).
A amostra foi isolada em Jaboticabal (SP), mantida criopreservada
em DMSO a 10%.

Os bezerros foram acompanhados através de registro diario de
temperatura retal e esfregagos sanguineos corados pelo Giemsa, para
determinag¢io da parasitemia.

3.4 Banco de soros

Foram utilizadas 50 amostras de soros de animais importados de
areas livres de carrapatos, colhidas logo apés a chegada dos animais
oriundos de fazendas onde ficaram em quarentena. Foram colhidos
soros de bovinos das Fazendas Pindobas, municipio de Venda Nova
do Imigrante (ES); Fazenda Mata Velha, municipio de Capitoiio
(MG); Companhia Agricola Nova América, municipio de Taruma
(SP) ¢ Granja Diniz Lima, municipio de Esmeraldas (MG).

Foram colhidas amostras de soros de 17 bovinos da raga Holandesa,
com idades variando entre oito e 18 meses, importados de irea livre
do carrapato Boophilus microplus (EUA) e submetidos ao processo
de premuni¢io (CANA). As colheitas destas amostras de soros
foram feitas diariamente, por um periodo de 19 dias consecutivos, e
posteriormente por mais 15 semanas.

Estes animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos ¢
receberam os seguintes tipos de indculos:

Grupo 1: composto por cinco animais, infestados com
aproximadamente 2 000 larvas de B. microplus. A idade destas
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larvas variavam de doze a 20 dias e eram colocadas diretamente
sobre o dorso dos animais. Estes bovinos foram desafiados com
cinco ml de sangue contendo 1 X 10° hemacias parasitadas (h.p.)
por B. bovis, 1 X 10° h.p. por B. bigemina e 1 X 10’ h.p. por A.
marginale;

Grupo 2: composto por seis animais, inoculados por via subcutinea
com cinco mi de sangue parasitado por B. bovis e B. bigemina.
Estes bovinos foram desafiados com cinco ml de sangue contendo 4
X 10°h.p. por B. bovis, 3,5 X 10°h.p. por B. bigemina e 1,2 X 10’
h.p. por 4. marginale,

Grupo 3: composto por seis animais, inoculados por via subcutinea
com cinco ml de sangue parasitado por B. bovis. Estes bovinos
foram desafiados com cinco ml de sangue contendo 1 X 10° h.p.
com B. bovis, B. bigemina e A. marginale.

O desafio de todos os animais, dos respectivos grupos, ocorreu 30
dias apos a inoculagio inicial. Os bovinos usados como doadores do
inoculo para o desafio, foram submetidos ao processo de
premunigio, realizada na CANA.

A temperatura retal de cada animal foi registrada duas vezes ao dia,
pela manhd e a tarde, durante todo o periodo do experimento.
Animais com temperatura retal igual ou superior a 39,5°C eram
considerados febris.

Diariamente durante os primeiros 19 dias foram preparados
esfregacos de sangue periférico, da extremidade da cauda. Apos este
periodo, este procedimento foi feito semanalmente até o término da
premunigdo. Os esfregagos eram corados pelo Giemsa e observados
em microscopio optico, em objetiva de imersio, para o diagnostico
parasitologico.
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Amostras de sangue com anticoagulante foram colhidas para
determinagdo do volume globular.

3.5 Teste de ELISA
3.5.1 Preparagio antigénica bruta de B. bovis

Para sua obtengdo, empregou-se a técmica utilizada por Passos
(1993). Foram colhidos 300 ml de sangue de bezerro parasitado por
B. bovis, em anticoagulante (citrato de sodio)} ¢ mantido em banho
de gelo até o inicio do processamento. O sangue foi centrifugado a
2.500 g por 30 minutos a 4°C. O plasma, a papa de leucocitos e
aproximadamente 5% das hemicias foram descartados. O sedimento
das hemacias foi lavado com PBS por centrifuga¢do nas condigdes
anteriores. O volume de 100 ml deste sedimento foi lisado com 25
volumes de KC1 0,5% por cinco minutos. Nesta etapa, ocorreu a lise
das hemacias niio infectadas. A lise foi interrompida pela adigio de
KCl1 10,9%, na proporgio de 1,57 vezes o volume do sedimento
inicial de hemacias. O material foi novamente centrifugado e o
sedimento lavado duas vezes com PBS. As hemaicias infectadas
concentradas foram entio lisadas com cinco volumes de NH,CI
0,9% durante 30 minutos a 4°C.

Todas as solugdes para lise foram mantidas sob refrigeragio e a cada
etapa esfregagos dos sedimentos e sobrenadantes foram feitos para
detecgdo de hemoparasitos.

Os parasitos livres ¢ membranas de hemicias foram sedimentados e
lavados por centrifigagio em PBS. O sedimento final foi
ressuspenso em cinco volumes de PBS contendo inibidores de
proteases (Apéndice 6.1).

O material foi sonicado em amplitude de 50 W em trés ciclos de um
minuto cada. Apés a sonicagio, as preparagdes foram centrifugadas
a 10 000 g, por cinco minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram




39

separados, identificados e armazenados a —20°C em aliquotas de 50
ul, até o momento do uso.

3.5.2 Preparagio antigénica bruta de B. bigemina

Foi utilizado antigeno solubilizado de B. bigemina, preparado na
UNESP - Jaboticabal, segundo técnica usada por Machado (1991),
com algumas modificagdes. Sangue de bezerro parasitado por B.
bigemina foi colhido em igual volume de solugdo de Alsever. Este
material foi centrifugado a 1.500 g por 5 minutos a 5°C. O plasma e
a papa de leucdcitos foram desprezados. Os eritrdcitos
sedimentados, apos trés lavagens sucessivas, foram ressuspensos em
solucdo salina estéril a 0,85% a uma relagdo eritrocito/diluente de
1:4. Para a lise de eritrocitos parasitados, utilizou-se a técnica
descrita por Martin et al. (1971), com modificagdes. Os eritrdcitos
parasitados foram lisados em solugio cloreto de amédnio/tamponado
em Tris. Preparou-se, anteriormente ao uso, a solugido de cloreto de
aménio a 0,83% e a nove volumes desta solugio adicionou-se um
volume de tampao Tris 0,17 M (pH 7,65). A solugio foi aquecida
em banho maria a 37°C. Para a lise foram adicionados nove volumes
desta solugdo a cada volume da suspensdo de eritrécitos. A mistura
foi incubada em banho maria a 37°C durante trés minutos,
observando-se visivel hemolise. Em seguida, 4 temperatura de 5°C, a
mistura foi centrifugada a 1.500 g por 15 minutos e o sedimento
livre do estroma eritrocitico lavado em solugiio salina estéril a
0,85%, por trés vezes consecutivas. Desse modo, merozoitos de B.
bigemina livres foram utilizados para o preparo de antigeno bruto,
submetendo-se posteriormente este material ao processo de
congelamento, em nitrogénio liquido, e descongelamento a 37°C, em
banho marna, por sete ciclos consecutivos. O material desintegrado
foi centrifugado a 12.000 g durante 60 minutos, 2 temperatura de
4°C. O sobrenadante assim obtido foi dividido em aliguotas,
mantidos a temperatura de -20°C até 0 momento do uso.
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3.5.3 Descrigdo do teste de ELISA

A técnica utilizada foi a estabelecida por Wilchek & Bayer (1984),
com modificagdes. As microplacas (Costar, USA) foram adsorvidas,
com 100 pl de cada antigeno (B. bovis ou B. bigemina) por well
diluido em tampéo carbonato-bicarbonato de sodio 0,05 M (pH 9,6),
de acordo com a tltulagao de cada antigeno. As microplacas foram
incubadas por 14 horas a temperatura de 4°C. As placas foram
submetidas a trés lavagens, com o tampio PBS -Tween (PBS 0,01
M (pH 7,2), contendo 0,05% de Tween 80). Os sitios de ligagdes
inespecificas foram bloqueados com 100 ul de PBS - caseina 5%
(pH 7,6) por well, durante uma hora a 37°C. As placas foram
lavadas trés vezes com a solu¢io PBS - Tween. Os soros teste e os
soros de referéncia positivo e negativo foram utilizados na diluicio
otima, determinada na titulagdo com tampdo diluente (PBS -
Tween). Apos a adi¢iio de 100 ul dos soros diluidos, as placas foram
incubadas a 37°C por 60 mimutos. As placas foram novamente
lavadas trés vezes com a solugio de PBS - Tween ¢ logo apos
adicionados 100 pul do conjugado anti-IgM bovino-biotina
(Monoclonal anti-bovine IgM Biotin Conjugate / Sigma B 0774)
diluido em 1: 30 000, de acordo com a recomendagido do fabricante.
As microplacas foram incubadas a 37°C por uma hora. Apos a
reagio, as placas foram lavadas trés vezes com a solugdo PBS -
Tween. Na proxima etapa foi adicionada a Avidina-Peroxidase
(Avidin-Peroxidase Conjugate / Sigma A 7419) dilvida em
1:100.000, também conforme a indicag¢io do fabricante, em PBS -
Tween. As placas foram novamente incubadas a 37°C por uma
hora, e lavadas com PBS - Tween.

Em cada well foi adicionado, logo apds o preparo, 100 pl de solugio
substrato ortofenilenodiamino (OPD) (Apéndice 6.1), incubando-se
a reagdo a 37°C, por 15 minutos. Decorrido esse prazo, a reagio foi
bloqueada pela adigio de 32 pl de acido sulfarico 4 N.
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A leitura da reagio (densidade optica) foi registrada no leitor de
micro-ELISA (Sigma), conforme absorbincia em filtro de
comprimento de onda (492 nm).

3.5.4 Padronizagio do teste de ELISA

No estudo foram testados dois tipos de bloqueios, sendo um com
caseina 5% e o outro com soro equino 5%, durante uma hora. Estes
dois sistemas foram testados em titulagdes seriadas do antigeno e
dos soros de referéncia positivo e negativo.

Todas as amostras de soros foram testadas para o antigeno B.
bigemina em duplicata e suas médias calculadas. Para B. bovis as
amostras foram usadas em diluigdo unica. O desvio padrio das
leituras das médias do grupo dos soros negativos foram calculados e
usados para o cilculo do nivel de discriminagiio positivo-negativo
(“cut off”), de acordo com Richardson et al. (1983). Os valores de
absorbincia maiores que a média dos soros negativos, somados duas
vezes seu desvio padrido, foram considerados positivos, enquanto
que os valores menores foram considerados negativos (Wright et al.,
1993).

As diluigdes 6timas de antigeno, soros referéncia positivo e negativo
foram determinados através de titulagio em blocos, fazendo-se
reagir dilui¢des duplas dos antigenos frente a dilui¢Ses duplas dos
soros anti-B. bovis, anti-B. bigemina e negativo. A dilui¢io do
conjugado testada foi a recomendada pelo fabricante.

A especificidade de cada teste foi definida como a proporgio de
amostras de soros negativos detectadas como negativas, e a
sensibilidade como a proporgiio de amostras de soros em periodos
determinados do processo de premunigio apds inoculagdes,
detectados como positivos.
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A validagio dos testes de ELISA foi feita utilizando-se amostras de
soros de animais importados de areas livres de carrapatos e de
animais, durante o processo de premunigao.

Para minimizar as variagdes entre procedimentos realizados em dias
diferentes, as médias dos valores de absorbincias foram ajustadas
usando-se um fator de corregdo. Este fator foi calculado a partir das
médias das leituras de absorbincias dos controles positivo e
negativo, como descrito abaixo:

Po - No
Pt - Nt

Fator F =

Valor ajustado = F (St — Nt) + No

Po: média das absorbancias dos 4 controles positivos da placa zero.
No:média das absorbancias dos 4 controles negativos da placa zero.
Pt: média das absorbincias dos 4 controles positivos da placa teste.
Nt: média das absorbincias dos 4 controles negativos da placa teste.
St: média das absorbancias dos soros teste.

Os valores da leitura de absorbincia foram agrupados em niveis de
ELISA (NE), os quais variaram de zero até oito (0 - 8). O limite
miximo do nivel zero foi determinado pelo valor do “cut off”. A
partir desse limite, os intervalos entre os outros niveis de ELISA
foram definidos por acréscimo de 35 %, a semelhanga do proposto
por Wilson et al. (1984).

3.6 Analise estatistica

Para comparagio dos perfis da resposta imune humeoral em soros
dos animais, durante o processo de premuni¢ao, empregou-se o teste
de Kruskal Wallis para B. bovis e o teste Mann Whitney Wilcoxon
para B. bigemina (Stell & Torrier, 1960).
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A utilizagio de dois testes estatisticos foi devido ao nimero de
grupos diferentes avaliados para cada espécie, trés para B. bovis e
dois para B. bigemina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Padronizagdo do teste de ELISA para B. bovis.

Obteve-se maior discriminagdo entre positivo ¢ negativo com o
bloqueio caseina 5%, em todas as diluicdes testadas (Tab. 1),
consequentemente optou-se pelo emprego desse tipo de bloqueio.

Passos (1993), trabalhando com preparagdes antigénicas brutas,
excluiu a etapa bloqueio, porém observou aumento de reagdes
inespecificas nos valores de absorbincias do grupo de soros
negativos.

Devido aos parasitos do género Babesia desenvolverem-se dentro
de eritrocitos, as preparagGes antigénicas brutas frequentemente
contém considerdvel quantidade de componentes de células do
hospedeiro. Estes contaminantes afetam a performance dos testes
por causarem aumento de reagdes ndo especificas (Bose et al,
1990).

Waltisbuhl et al. (1987), usando fragdo purificada de eritrocitos
infectados por B. bovis como antigeno para detecgiio de anticorpos
IgG, verificaram que o bloqueio com gelatina 0,5% apresentou os
melhores resultados. Bise et al. (1990), para detecgio da mesma
classe de imunoglobulina, utilizando um antigeno recombinante de
B. bovis ¢ um “pool” de conjugados, observaram meihores
resuitados, empregando o bloqueio com sore equino, quando
comparado com gelatina ¢ ovo-albumina.
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Tabela 1 - Valores de absorbancia de soros positivo e negativo em
diluigbes seriadas frente ao antigeno de B. bovis, utilizando-se
casefna 5% e soro equino 5%, como agentes bloqueadores.

Dilui¢do do antigeno de 1:50

Diluigio do soro

1:200 i:400 1:800
Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,523 0,369 0,434 0,334 0,372 0,332
SN 0,176 0,222 0,126 0,181 0,071 0,088
Diluicéo do antigeno de 1:100
Dihii¢do do soro
1:200 1:400 1:800
Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,524 0425 0474 0384 0441 0318
SN 0,182 0,224 0,127 0,172 0,057 0,055

Diluigdo do antigeno de 1:500
Diluigio do soro

1:200 1:400 1:800
Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,516 0,384 0,417 0,347 0,382 0,294
SN 0,202 0,219 0,163 0,162 0,076 0,100

Dilui¢io do antigeno de 1:1 000
Diluigio do soro

1:200 1:400 1:300
Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,460 0379 0381 0314 0367 0207
SN 0,192 0211 0,111 0,159 0,057 0,098

Ca - caseina; SE - soro equino; SP - soro positivo; SN - soro negativo.
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Os resultados da titulagio em bloco do antigeno e o soro teste
mostraram diluigio otima do antigeno de 1:800 para B. bovis. Este
valor foi selecionado com base nos resultados apresentados na
Tabela 1, onde observou-se os maiores valores de absorbincia que
diferenciaram os soros positivos e negativos entre as diluigdes do
antigeno de 1:500 e 1:1.000, quando testados com a diluigdo do
soro de 1:800. A dilui¢io do conjugado utilizada foi de 1:30.000
para biotina IgM anti-bovino (Sigma) e 1:100.000 para peroxidase
avidina (Sigma), de acordo com a recomendagio do fabricante, ndo
sendo observada reagdo inespecifica tanto com soro de referéncia
negativo quanto com o controle do conjugado. Estas dilui¢des foram
julgadas como otimas apos titulagio em bloco contra soros controles
padrio, demonstrando assim discriminagio entre o soro positivo € o
negativo.

O uso do conjugado biotina avidina, neste ensaio, ndo determinou
reagdes inespecificas no soro de referéncia negativo € no controle do
conjugado. A atividade enzimética proporcionou avaliagio da reagao
através da visualizagdo da cor amarela, de acordo com Engvall &
Perlmann (1972). Segundo Wright et al. (1993), em teste de ELISA
indireto existe uma relagio direta entre a intensidade da cor e a
quantidade de anticorpos ligados.

Trabalbos que também utilizaram eritrocitos parasitados por B.
bovis como fonte de antigeno no teste de ELISA, com sistemas de
conjugados distintos, apresentaram resultados semelhantes ao do
presente estudo, quanto i atividade enzimitica da reacdo € a boa
visualizagio da cor amarela (Barry et al, 1982; Waltisbuhl et al.,
1987; Machado, 1991).

A absorbancia média do grupo de soros negativos foi 0,123 £ 0,050.
Para a determinagio do valor do “cut off” utilizaram-se soros dos
animais da premunicdo, realizada em Tarumi, SP, antes de
receberem os indculos (mesmos animais usados para a determinagio
da sensibilidade), acrescidos de 35 amostras de soros de animais
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importados de 4reas livres de carrapatos, colhidos antes da
inoculagio inicial, oriundos de outras premunigoes (Apéndice 6.2.1).
O valor do “cut off” calculado foi 0,223 para B. bovis. Esta
metodologia demonstra que a probabilidade dos valores negativos
estarem dentro do limiar do “cut off” é de 95%; entretanto hi 5% de
probabilidade de se obter reagbes falso positivas, sendo o
procedimento indicado quando houver o uso de grande niimero de
soros de referéncia negativos (> 10) (Savigny & Voller, 1980). Isto
representou uma especificidade de 0,94, visto que somente trés das
50 amostras testadas dos soros de animais livres de infecgio foram
detectados como positivos (Tab. 2).

A selegio do valor do “cut off” para o teste determina a
sensibilidade e a especificidade do diagnéstico e o valor preditivo do
teste. A especificidade, determinada no teste, demonstrou sua
possivel utilizagio em avaliagdes do estado imune dos animais
submetidos ao processo de premunigio.

A sensibilidade do procedimento para B. bovis foi de 100% (Tab. 3),
visto que todas as amostras de soros (animais dos grupos 1,
infestados com larvas de B. microplus e grupo 2, inoculados com
Babesia spp) colhidas em periodos determinados (4* 4 8* semanas
apos inoculagio inicial) do processo de premmmicdo foram
detectadas como positivas.

Tabela 2 - Sensibilidade e especificidade do teste de ELISA usando
o antigeno de B. bovis.

Posi¢ido das amostras Proporgio
Positivos (animais submetidos a premunigio -
Senstbilidade) 1,00 (50/50)
Falsos negativos 0,00 (00/50)

Negativos (animais de areas livres - Especificidade) 0,94 (47/50)

Falsos positivos 0,06 (03/50)
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Tabela 3 - Valores de absorbincia de amostras de soros de animais
antes e apos a primeira inoculagio, usando o antigeno de B. bovis.

Amostras de soros Média Desvio Nimero de
(mimero) padrio positivos/total
anti-B. bovis (50) 0,584 0,212 50/50
animais livres (50) 0,123 0,050 03/50

Os valores da sensibilidade e especificidade em uma prova de
diagnostico através da escolha de um valor do “cut off’, conduz a
variagdes nos valores destas caracteristicas que, em geral, ocorrem
em ordem inversa, ou seja, 0 aumento de uma leva a diminui¢do da
outra.

A média dos valores de absorbincia do grupo de soros anti-B. bovis
foi aproximadamente 4,7 vezes maior que a obtida com o grupo de
soros dos animais livres da mfecgéio.

A validagio do teste de ELISA para B. bovis foi feita utilizando-se
amostras de soros de animais importados de areas livres de
carrapatos (Tab. 3) e de apimais submetidos ao processo de
premunigio, obtendo-se o perfil de resposta imune humoral de
animais submetidos ao processo de premunigdo (Graf. 1)).
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Apos a utilizagdo do teste de ELISA e determinagdo do valor “cut
off”’, a escala de nivel de ELISA (NE) ficou assim definida, para 5.
bovis:

NE Faixas de absorbancia
B. bovis
0 0,000 - 0,223
1 0,224 - 0,301
2 0302 - 0,406
3 0,407 - 0,548
4 0,549 - 0,740
5 0,741 - 0,787
6 0,788 - 0,999
7 1,000 - 1,349
8 > 1,349

As frequéncias dos niveis de ELISA para o antigeno de B. bovis,
para determinagdo da sensibilidade, sio apresentadas no grafico 2.
Os valores de absorbancia, obtidos destes soros testados, estdo
apresentados no apéndice 6.2.2.

Nos varios grupos testados, observou-se diferenga nos valores de
absorbincia em um mesmo dia, apos infecgdo, ou seja, um animal
em determinado dia, apds infecgdo, apresentou intemsidade da
resposta imune diferente dos demais animais do mesmo grupo,
apresentando até mesmo variagdes de niveis de ELISA. Foi
observado um animal positivo e os demais, do mesmo grupo,
negativos. Isto poderia ser atribuido a diferengas individuais e
também ao pequeno niamero de animais utilizados no delmeamento
experimental para cada grupo.
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A maioria dos animais do grupo infestado com larvas de B.
microplus apresentaram parasitemia no inicio da 3° semana do
experimento. Os animais inoculados com sangue contendo Babesia
spp apresentaram parasitemia nas 2° ou 4° semanas P.I A
parasitemia dos animais do grupo inoculade com B. bovis foi
detectada a partir da 2° semana P.1.

Os valores de temperatura retal dos animais aumentaram
paralelamente com o acréscimo da parasitemia para B. bovis, o
mesmo nio sendo verificado para B. bigemina. A temperatura
alcangou valor maximo de 41,7°C. Os valores de hematocrito cairam
posteriormente a detec¢io da parasitemia.

4.2 Padronizagdo do teste de ELISA para B. bigemina.

Observou-se também, como no teste de ELISA para B. bovis, maior
discriminagio entre positivo e negativo com o bloqueio caseina 5%,
em todas as diluigGes testadas (Tab. 4).

O uso de antigenos semi-definidos permitiu a padronizagio do teste
¢ boa reprodutividade dos resultados ao teste de ELISA para
detecgdo de anticorpos IgM e IgG para B. bigemina, concordando
com O’Donoghue et al. (1985). Estes autores, trabalhando com o
sistema de conjugado peroxidase, encontraram melhores resultados
blogqueando com soro albumina humana a 1%.

Os resultados da titulagio em bloco do antigeno e do soro teste
mostraram que a diluigio otima do antigeno de B. bigemina era
1:2.000 e a dilui¢do do soro de 1:800. Este valor foi selecionado
com base nos resultados apresentados na Tabela 4, onde observou-
se discriminagio entre os soros positivos e negativos entre as
diluigdes do antigeno de 1:500 e 1:1.000. A diluigio do conjugado
foi utilizada de 1:30.000 para biotma IgM anti-bovino (Sigma) e
- 1:100.000 para peroxidase avidina (Sigma), de acordo com a
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Tabela 4 - Valores de absorbancia de soro positivo e negativo em
dilnigdes seriadas para o amtigeno de B. bigemina, utilizando-se
caseina 5% e soro equino 5%, como agentes bloqueadores.

Diluicdo do antigeno de 1:500

Dilui¢ido do soro
1:100 1:200 1:400 1:300
Ca SE Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,383 0,401 0,348 0,409 0,319 0,357 0,295 0,329
SN 0,089 0,059 0,083 0,040 0,097 0,00 0,072
Dilui¢io do antigeno de 1:1 000
Diluicido do soro
1:100 1:200 1:400 1:800
Ca SE Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,401 0,400 0,360 0,368 0,327 0,325 0,300 0,307
SP 0,181 0,200 0,136 0,076 0,080 0,102 0,034 0,058

Dilui¢do do antigeno de 1:1 500

Dihluigdo do soro

1:100 1:200 1:400 1:800
Ca SE Ca SE Ca SE Ca SE
Sp 0,351 0,371 0,309 0,351 0,276 0,025 0,301 0,274
SP 0,102 0,108 0,062 0,091 0,025 0,025 0,024 0,018

Dilui¢ie do antigeno de 1:2 000

Dilui¢do do soro

1:100 1:200 1:400 1:800
Ca SE Ca SE Ca SE Ca SE
SP 0,365 0,387 0,338 0,355 0,325 0,355 0,276 0,257
Sp 0,175 0,188 0,102 0,133 0,079 0,085 0,033 0,042

Ca - caseina; SE-soro equino; SP-soro positivo, SN-soro negativo.
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recomendacio do fabricante. Estas diluigdes foram julgadas como
otimas, apés titulagio em bloco contra soros controles padrio,
demonstrando assim discriminagdo entre o soro positivo e o
negativo.

Os ensaios descritos por Machado (1991) utilizando eritrocitos
parasitados por B. bigemina como fonte de antigeno no teste de
ELISA, para detecgido de anticorpos IgG e por O’Donoghue et al.
(1985) com o uso de antigenos semi-definidos, para detecgdo de
anticorpos IgM e IgG, permitiram, como no presente trabalho,
padronizagio do teste e boa reprodutividade dos resultados, usando
os sistemas conjugado fosfatase alcalina e o conjugado peroxidase,
respectivamente.

A média de absorbancia dos soros negativos foi 0,048 £ 0,038. O
valor do “cut off” calculado foi 0,124 para B. bigemina,
representando uma especificidade de 0,94, visto que somente trés
das 50 amostras testadas dos soro de animais, antes da infecgdo,
foram detectados como positiva (Tab. 5). Para a determinagdo do
valor do “cut off” utilizaram-se os mesmos soros dos animais
utilizados no procedimento para B. bovis (Apéndice 6 2.1).

A sensibilidade do teste utilizando-se preparagio antigénica para B.
bigemina foi de 94% (Tab. 5), visto gque trés amostras de soros
colhidas em periodos determinados (5° a 10° semana apos inoculagio
inicial) do processo de premunigio foram detectadas como
negativas.
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Tabela 5 - Sensibilidade e especificidade do teste de ELISA usando
o antigeno de B. bigemina.

Posicio das amostras Porcentagem
Positivos (animais submetidos & premmigio -

Sensibilidade) 0,94 (47/50)
Falsos negativos 0,06 (03/50)
Negativos (animais de areas livres - Especificidade) 0,94 (47/50)
Falsos positivos 0,06 (03/50)

A média dos valores de absorbincia do grupo de soros anti-B.
bigemina foi aproximadamente 7,2 vezes maior que a obtida com o
grupo de amostras de soros dos animais importados de ireas livres
de carrapatos, colhidas antes da primeira infecgio.

A validagdo do teste de ELISA para B. bigemina foi feita utilizando-
se as mesmas amostras de soros de animais importados de areas
livres de carrapatos (Tab. 6) e de animais submetidos ao processo de
premunicdo, obtendo-se o perfil de resposta imune humoral de
animais submetidos ao processo de premunicio (Graf. 3).
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Tabela 6 - Valores de absorbincia de amostras de soros de animais
antes e apos a primeira inocula¢io, usando o antigeno de B.
bigemina.

Amostras de soros Média Desvio Numero de
(niumero) padrio positivos/total
anti-B. bigemina (50) 0,349 0,276 47/50
animais livres  (50) 0,048 0,038 03/50

Apos a utilizagéo do teste de ELISA e determinagio do valor “cut
off”, a escala de nivel de ELISA (NE) ficou assim definida, para B.
bigemina:

NE Faixas de absorbincia
B. bigemina
0 0,000 - 0,124
1 0,125 - 0,167
2 0,168 - 0225
3 0,226 - 0,305
4 0,306 - 0411
5 0,412 - 0,556
6 0,557 - 0,750
7 0,751 - 1,013
8 > 1,013

As frequéncias dos niveis de ELISA para o antigeno de B. bigemina,
para determinagdo da sensibilidade, estdo demonstradas no Grafico
4. Os valores de absorbincia, obtidos de cada soro testado, estio
apresentados no apéndice 6.2.3.

A discriminagio entre soros dos animais importados de ireas livres
de carrapatos, antes de receberem a primeira inoculagio, ¢ os
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infectados com os diferentes tipos de indculos, no processo de
premunigio, foi alcangada no procedimento para ambas as
preparagdes antigénicas brutas das duas espécies de Babesia.

4.3 Perfil da resposta imune humoral (IgM) de animais submetidos
ao processo de premunicéo.

Através do teste de ELISA indireto, demonstrou-se a variagdo da
resposta humoral de anticorpos IgM anti-B. bovis e anti-B. bigemina
em bovinos imunizados com diferentes indculos. As medianas dos
valores de absorbincia ~ de IgM dos animais submetidos ao
processo de premunigio estéio apresentadas nos graficos 1 e 3.
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O perfil sorologico destes animais ndo apresentou valores de
absorbincia de distribuigio normal, sendo entdo avaliados por testes
estatisticos ndo paramétricos (Stell & Torrier, 1960; Savigny &
Voller, 1980).

4.3.1 Resposta imune humoral para B. bovis.

As medianas dos valores de absorbancias anti-B. bovis foram 0,222,
0,219 e 0,333 para os grupos i, 2 e 3, respectivamente. Estes
valores apresentaram variag@o entre os diferentes grupos de animais
(Graf. 1)).

43.1.1 Animais do grupo n°1, infestados com larvas de B.
microplus.

Os animais apresentaram-se com valores de absorbancia negativos
durante as trés primeiras semanas, com exce¢do de alguns animais
que se apresentaram positivos no 7° ou 13° dia apoés inoculagio
inicial.

A soroconversdo geral ocorreu a partir do 19° dia, apos inoculagio
inicial. Os animais apresentaram-se com valores de absorbéncia
positivos até o término do experimento, havendo, porém, queda
progressiva a partir do 75° dia apds inoculagio inicial.

O maior valor de absorbincia ocorreu no 33° dia apés inoculagio
inicial (1,027).

Ocorreu variagdo nos valores de absorbancias entre os animais que
receberam o mesmo tipo de inéculo, em decorréncia a variagio
individual e/ou até mesmo pelo pequeno mimero de animais
utilizados no experimento, nio propiciando maior confiabilidade nos
resultados.
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4.3.1.2 Animais do grupo n°.2, inoculados com Babesia spp.

Os animais apresentaram-se com valores de absorbancia negativos
durante as trés primeiras semanas, com exce¢do de um animai
(mimero 1188), que apresentou soroconversio no 8° dia apoés
inoculagio inicial, alcangando valor maximo de 0,886, ocorrendo
decréscimo em seguida; no entanto, estes valores permaneceram
positivos até o final do experimento.

Os animais apresentaram soroconversdo a partir do 19° dia apos
inoculagdo inicial. A data precisamente ndo foi possivel detectar,
porque do 19° ao 26° dias apos inoculagido inicial, ndo foram feitas
colheitas de amostras de soros diarios, sendo observado, que na
primeira colheita semanal (26° dias apds inoculagdo inicial e na data
do desafio), todos os animais apresentavam-se positivos.

Os animais apresentaram-se soropositivos até o término do
experimento, havendo, porém, queda progressiva nesses valores.

4.3.1.3 Animais do grupo n°.3, inoculados com B. bovis.

A soroconversio geral foi alcangada no final da segunda semana,
apos a primeira inoculagio (11° dia). O maior valor de absorbancia
encontrado no grupo (1,006) ocorreu no 33° dia apos moculagio
inicial e sete dias apos desafio com sangue,

Os animais apresentaram-se soropositivos até o término do
experimento, havendo, porém, queda progressiva a partir do 40° dia
apos inoculagio inicial, voltando a aumentar os valores de
absorbancias no 82° dia apés inoculagio, ¢ decaindo os valores
novamente at¢ o término do trabalho.
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4.3.2 Resposta imune humoral para B. bigemina.

As medianas dos valores de absorbincias anti-B. bigemina foram
0,147 e 0,095 para os grupos 1 e 2, respectivamente. Estas medianas
dos valores de absorbancia variaram entre os dois diferentes grupos
para B. bigemina (Graf. 3).

43.2.1 Animais do grupo n°l1, infestados com larvas de B.
microplus.

A soroconversio nos animais ocorreu na segunda semana apos
inoculagdo inicial. A partir desta data, os valores de absorbancia
aumentaram, atingindo o maior valor no 33° dia ap6s infecgio inicial
(1,266). Em seguida, os valores foram decaindo progressivamente
até o final do experimento. Os animais, porém, apresentaram-se
positivos com valores proximos ao do “cut off”.

O perfil sorologico desses animais diferem daqueles observados por
O’Donoghue et al. (1987). Avaliando um bezerro infectado com
estabilizado criopreservado de B. bigemina, originado de carrapato
adulto B. microplus, os autores encontraram os primeiros anticorpos
IgM, sete dias apés infecgdo experimental. O pico de intensidade
ocorreu de doze a 22 dias apos infecgdo e declinou em niveis baixos
28 dias ap0s infecgido.

4.3.2.2 Animais do grupo n°.2, inoculados com Babesia spp.

A soroconversio dos animais deste grupo foi observada a partir da
guarta semana apos inocula¢do inicial. A soroconversio em alguns
animais ocorreu anteriormente, no 8° ou 17° dias apds inoculagdo
inicial.

A partir desta data, os valores de absorbincia dos animais
permaneceram  positivos, porém com redugdo progressiva,
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apresentando menores valores do 54° ao 82° dias apds inoculagio
inicial. Logo apo0s, tornaram-se novamente positivos.

Os menores valores de absorbancia foram encontrados neste grupo,
quando comparados com o grupo 1, infestado com larvas de B.
microplus.

Os maiores valores de absorbincias foram encontrados no
procedimento usando o antigeno de B. bovis. Esse fato
provavelmente esta relacionado com a preparagdo antigénica bruta,
por ter contaminantes de eritrocitos do hospedeiro, ou mesmo pelo
fato dos animais responderem com valores de absorbancias maiores
para esta espécie.

HA virios fatores referentes ao curso inicial e subsequente da
infecgdo por Babesia, os quais podem alterar o desenvolvimento da
resposta imune. No presente trabalho, para a imunizagio do grupo
1, com as preparagdes antigénicas de B. bovis ¢ B. bigemina, foram
usadas larvas de B. microplus infectadas por Babesia. Nos demais
grupos utilizaram sangue infectado por Babesia spp, criopreservado.
Nas condigdes naturais a campo, assim como o esquema de
imuniza¢do usado no grupo 1 do experimento, em que os carrapatos
apresentaram o estagio infectante da Babesia, o esporozoito, a
resposta imune € diferenciada da resposta imune nos animais dos
grupos 2 e 3, onde essa resposta esta direcionada contra os estagios
do parasito no sangue, trofozoitos e merozoitos, a qual sdo as
formas presentes no inoculo.

Segundo Brown (1991), o desenvolvimento de resposta imune
celular para B. bovis ¢ diferencial de acordo com a fonte do indculo
utilizada, parasitos derivados de carrapatos ou merozoitos.
Consequentemente a este fato, torna-se possivel a ocorréncia do
desenvolvimento de resposta imune humoral também diferencial, de
acordo com o tipo de indculo. OQutra diferenga entre a infecgio
artificial do presente estudo e a infecgdo natural a campo é que, em




64

dreas endémicas, os animais estio sob constantes situagdes de
desafio pelos carrapatos. Isto contribui para o desenvolvimento de
uma forte resposta imune, nio necessitando assim de inoculagdes em
intervalos determinados como nas inoculagdes artificiais.

No presente estudo os dois grupos testados em ambas as
preparagdes antigénicas brutas (grupo 1, infestado com larvas de B.
microplus e grupo 2, inoculado com Babesia spp.) demonstraram a
mesma proporgio de animais negativos durante o processo de
premunigdo, ou seja, resposta imune semelhante, independentemente
do tipo de inoculo e qual espécie envolvida. Em areas endémicas,
onde as infecgdes pelas duas espécies ocorrem juntamente, a taxa de
inoculagdo de B. bigemina é frequentemente maior que aquela de B.
bovis (Miller et al., 1984).

4.4 Anilise estatistica
4.4.1 Grupos testados com preparagio antigénica de B. bovis.

Para B. bovis, os resultados da comparagio estatistica entre os
diferentes tipos de indculos nos determinados periodos de coleta,
apresentaram diferenca significativa (p > 0,05), nos 1° e 5° dias apds
inoculacéo inicial do grupo 1, infestado com larvas de B. microplus,
em relagio aos grupos, inoculados com Babesia spp. e B. bovis,
respectivamente. Nesse sentido, a resposta imune humoral destas
colheitas, foram sigpificativamente maior quando comparadas com
os outros grupos. Este fato pode ser atribuido a uma guantidade
maior de anticorpos produzidos, que pode ser devida a variagdo
individual. Entretanto estes valores permaneceram dentro dos
valores de absorbancias negativos.

As outras datas das colbeitas ndo apresentaram diferenga
significativa até o 14° dia apos inoculagio inicial. A partir desta data
o grupo 3 apresentou diferenga significativa do 26° ao 82° dia apos
inoculagdo inicial, demonstrando que os animais deste grupo
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apresentaram aumento dos valores de absorbdncia, ¢ assim os
animais deste grupo apresentaram resposta imunolégica maior que
os grupos 1 ¢ 2.

A partir do 82° até o 96° dia apoés moculagio micial, o grupo 2
apresentou valores de absorbancia com diferenca significativa, e
estes animais responderam com valor menor que a dos grupos 1 e 3.
Nos animais deste grupo foram verificados menores valores de
absorbancia.

A partir do dia 96° até o final do experimento, os grupos nido
apresentaram diferenga estatistica significativa.

4.4.2 Grupos testados com preparagio antigénica de B. bigemina.

Durante as duas primeiras semanas do experimento, apés inoculagio
inicial, houve diferenga significativa, nos 3°, 5° e 11° dias apoés
inoculagio inicial entre os dois grupos, infestado com larvas de B.
microplus e inoculado com Babesia spp, podendo ser devido aos
~ maiores valores de absorbancia encontrados. Este fato pode ser
atribuido a variagdo mdividual, havendo nos dias seguintes um
decréscimo nestes valores. Esta variagdo dos valores, apesar de ter
apresentado diferenga estatistica significativa, ndo interferiram no
estado do animal, pois com o aumento os valores ndo atingiram o
valor do “cut off” e, portanto, mesmo com ¢ aumento, estes valores
permaneceram negativos.

No 19° dia apods inoculagio inicial houve diferenga significativa.
Neste periodo os animais ja apresentaram valores positivos em
relagiio ao “cut off” sendo nesta data o indculo do grupo 1 (larvas
de B. microplus) apresentando maior produgio de anticorpos em
relagdo ao grupo 2 (indculo de Babesia spp), o mesmo observado ao
68° dia apos inoculagio inicial.
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Nos demais periodos apés inoculagdes iniciais, os dois tipos de
inéculos ndo apresentaram estatisticamente diferenga significativa.
Sendo assim, proporcionaram uma mesma resposia imune aos
animais, ou seja, os animais apresentaram com os diferentes indculos
perfis sorologicos semelhantes.
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5 CONCLUSAO

O teste de ELISA utilizando o sistema biotina - avidina é um método
simples e apropriado para detec¢do de anmticorpos IgM contra B.
bovis ¢ B. bigemina, com alta especificidade e sensibilidade.
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SUMMARY

ELISA tests (biotin/avidin system) using crude antigenic
preparations were standardized for the detection of antibodies IgM
against B. bovis and B. bigemina. Optimal dilutions of antigens,
positive and negative reference sera and conjugate were determined
by checkerboard titrations. Serum samples of cattle imported from
tick-free areas collected before and during a immunization process
were tested. Cut-off values (0,223 e 0,124 for B. bovis e B.
bigemina, respectively) were calculated by the mean absorbance of
negative sera plus twice their standard deviation. Specific IgM
antibodies against B. bovis first appeared at the 11° day post-
moculation (p.i.) in animals infested with Booplilus microplus ticks
and at the 19° day p.i. in animals which had been moculated with
blood. Antibody titers decreased after day 33, however all animais
remainded positive until the end of the experiment (124 days). A
similar antibody curve was observed against B. bigemina although
the first antibodies were detected at the 14° day p.i. in animals
infested with B. microplus ticks.

Key-words: Babesia bovis, B. bigemina, ELISA, IgM,
premunization
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6 APENDICE
6.1 Reagentes e solugdes
o Solugdo Cloreto de aménio/Tampio Tris
Solugio cloreto de amdnio 0,83%. A nove volumes desta solugio
adicionar um volume de tampio Tris 0,17M pH 7,65. Aquecer a

solugdo em banho maria a 37°C.

¢ Solugdo salina estéril 0,85%

PO,HNa, 12 g
PO:H;NaH,0 22g
CINa 850¢g
H,0 destilada qsq 1,01

e Solugdo de PBS pH 7,2

NaCl 80¢g
KCt 02¢g
Na,HPO, 1,44 g
KH2P04 0,24 g

H;O destilada qsq 1,01
Tween 80 Adicionar 0,5 ml para cada litro da solugdo.
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o Solugdo de PBS pH?7,2, com inibidores de proteases

Solugdo PBS

PMSF 8,6 mg
TPCK 2,5 mg
TLCK 1,2 mg
EDTA 0,07 g
H,O 100 ml

Dissoiver o PMSF, o TPCK e o0 TLCK em 1 ml de etanol.

o Solugdo de Alsever pH 6,1

Dextrose 20,5g
Citrato trisédico bihidratado 80g
Acido citrico monohidratado 0,75¢g
NaCl 42¢g
H,O destilada qsq 1,01

o Solugdo tampio pH 9,6

N32C03 1,59 g
NaHCO; 2,93 ¢
H,0 destilada 1,01

e Solugido tampdo substrato pH 5,0

Na,HPO, 7,19¢
Acido citrico 519g
HO destilada 1,01
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o Substrato OPD (ortofenilenodiamino)

O substrato foi preparado anteriormente ao uso em frasco escuro,
coberto com papel aluminio.

Solugdo tampio substrato 1,0 ml
OPD 0,2 mg
H,0, (30 VOI.) 0,2 I.Ll

6.2 Resultados de ELISA

6.2.1 Valores de absorbancia de soros de animais importados de
areas livres de carrapatos, que foram colhidos logo apés a chegada
dos animais nas fazendas, usados para determinagio do “Cut off”.

Babesia bigemina Babesia bovis
Fazenda S.T. V.A, S.T. V.A.
CANA 0,003 0,017 0,054 0,091
CANA 0,022 0,022 0,079 0,124
CANA 0,007 0,018 0,051 0,087
CANA 0,016 0,020 0,043 0,077
CANA 0,040 0,027 0,072 0,115
CANA 0,026 0,023 0,064 0,104
CANA 0,035 0,025 0,072 0,115
CANA 0,472 0,149 0,118 0,118
CANA 0,373 0,094 0,077 0,077
CANA 0,353 0,083 0,028 0,028
CANA 0,446 0,135 0,042 0,042
CANA 0,482 0,155 0,116 0,116
CANA 0,334 0,073 0,062 0,062
CANA 0,091 0,049 0,031 0,031
CANA 0,129 0,096 0,171 0,171
CANA 0,163 0,139 0,094 0,094

CANA 0,119 0,084 0,160 0,160
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Continuagio
Babesia bigemina Babesia bovis

Fazenda S.T. V.A. S.T. V.A.
CANA 0,119 0,084 0,094 0,094
Mata Velha 0,057 0,031 0,094 0,143
Mata Velha 0,050 0,029 0,079 0,124
Mata Velha 0,029 0,024 0,084 0,130
Mata Velha 0,050 0,029 0,121 0,179
Mata Velha 0,066 0,033 0,123 0,181
Mata Velha 0,023 0,022 0,091 0,139
Mata Velha 0,000 0,016 0,116 0,172
Mata Velha 0,014 0,020 0,086 0,133
Mata Velha 0,013 0,020 0,070 0,112
Mata Velha 0,045 0,028 0,117 0,173
Mata Velha 0,039 0,026 0,110 0,164
Mata Velha 0,023 0,022 0,088 0,135
Mata Velha 0,054 0,035 0,083 0,117
Mata Velha 0,105 0,065 0,026 0,069
Mata Velha 0,186 0,112 0,162 0,187
Mata Velha 0,164 0,099 0,132 0,160
Pindobas 0,022 0,022 0,066 0,107
Pindobas 0,036 0,026 0,097 0,147
Pindobas 0,027 0,023 0,087 0,134
Pindobas 0,103 0,043 0,160 0,229
Pindobas 0,059 0,031 0,186 0,263
G.D. Lima 0,028 0,023 0,113 0,143
G.D. Lima 0,035 0,025 0,003 0,047
G.D. Lima 0,062 0,032 0,132 0,160
G.D. Lima 0,034 0,025 0,027 0,067
G.D. Lima 0,044 0,028 0,033 0,073
G.D. Lima 0,032 0,024 0,078 0,112
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Continuagio
Babesia bigemina Babesia bovis

Fazenda S.T. V.A. S.T. V.A.
G.D. Lima 0,022 0,022 0,000 0,044
G.D. Lima 0,099 0,042 0,154 0,179
G.D. Lima 0,099 0,042 0,074 0,212
G.D. Lima 0,045 0,028 0,191 0,109
G.D. Lima 0,103 0,043 0,115 0,145

6.2.2 Valores de absorbancia de soros (IgM) de animais importados,
submetidos ao processo de premmmicio, que foram colhidos em
periodos determinados, apés inoculagio inicial, usados para
determinagdo da sensibilidade do teste de ELISA para B. bovis.

N° animal PL S.T. V.A. N.E
1032* 33 0,729 0,977 6
1050 ! 33 0,769 1,027 7
1072} 33 0,671 0,671 6
1127 33 0,439 0,613 4
1143 ! 33 0,168 0,273 1
1032 40 0,845 0,845 6
1050 * 40 0,918 0,918 6
1072 40 0,590 0,590 4
11271 40 0,409 0,409 3
1143 ! 40 0,638 0,638 4
10321 47 0,210 0,326 2
1050 " 47 0,297 0,435 3
1072 47 0,740 0,763 7
1127° 47 0,295 0,433 3

1 - Grupo de animais infestados com larvas de B. microplus
2 - Grupo de animais inoculados com sangue (Babesia spp)
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Contmuacio
N° animal Pl S.T. V.A. N.E
1143 ° 47 0,669 0,901 6
1032 54 0,328 0,474 3
1050 54 0,224 0,344 2
1072 54 0,618 0,674 6
1127 54 0,396 0,559 4
11431 54 0,653 0,881 6
1032} 61 0,521 0,716 4
1050 ° 61 0,171 0,277 1
1072 61 0,469 0,651 4
1127} 61 0,209 0,325 2
1143 ! 61 0,515 0,708 4
1032 68 0,425 0,596 4
1050 ! 68 0,232 0,354 2
1072 68 0,424 0,594 4
1127! 68 0,354 0,507 3
1143 ! 68 0,423 0,593 4
1032} 75 0,431 0,603 4
1050 ' 75 0,298 0,436 3
1072 75 0,308 0,449 3
1127! 75 0,366 0,522 3
11431 75 0,307 0,448 3
1166 * 33 0,246 0,616 4
1188 2 33 0,070 0,239 1
1208 * 33 0,500 1,161 7
1260 ? 33 0,258 0,642 4
1294 2 33 0,382 0,908 6
1166 ° 40 0,165 0,443 3
11882 40 0,108 0,320 2
1208 2 40 0,271 0,670 4
1260 * 40 0,146 0,402 2
1294 2 40 0,212 0,543 3
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Continuagio
N° animal P.L S.T. V.A. N.E
1166 * 47 0,159 0,430 3
1188° 47 0,337 0,811 6
1208 2 47 0,223 0,567 4
1260 * 47 0,192 0,500 3
1294 2 47 0,144 0,398 2

6.2.3 Valores de absorbincia de soros (IgM) de animais importados,
submetidos ao processo de premmmigio, que foram colhidos em
periodos determinados, ap6és inoculagio inicial, usados para
determinagdo da sensibilidade do teste de ELISA para B. bigemina.

N° animal PL S.T. V.A. N.E
1032 ° 33 0,934 1,250 8
1050 ' 33 0,946 1,266 8
1072} 33 0,247 0,340 4
11271 33 0,426 0,577 6
11431 33 0,195 0,195 2
1032 40 0,831 0,831 7
1050 ! 40 0,910 0,910 7
1072 40 0,206 0,206 2
1127! 40 0,300 0,300 3
11431 40 0,255 0,255 3
1032 47 0,831 0,831 7
1050 ! 47 0,646 0,646 6
10721 47 0,192 0,192 2
11271 47 0,208 0,208 2
1143 ! 47 0,195 0,195 2
1032 54 0,848 0,848 7
1050 * 54 0,276 0,276 3
1072 54 0,281 0,281 3
11271 54 0,180 0,180 2
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Continuagio
N° animal P.L S.T. V.A. N.E
1143 " 54 0,143 0,143 1
1032 61 0,515 0,515 5
1050 61 0,295 0,295 3
1072 61 0,153 0,153 1
1127! 61 0,397 0,397 4
1143 61 0,114 0,114 0
1032} 68 0,359 0,359 4
1050 68 0,213 0,213 2
1072 68 0,099 0,099 0
11271 68 0,366 0,366 4
1143 ! 68 0,133 0,133 1
1032 75 0,206 0,206 2
1050 ! 75 0,160 0,160 1
1072 75 0,144 0,144 1
1127} 75 0,307 0,307 4
1143 75 0,135 0,135 1
11662 33 0,612 0,224 3
1188 2 33 0,324 0,061 0
1208 ? 33 1,076 0,487 5
1260 2 33 0,681 0,263 3
1294 * 33 0,997 0,442 4
11662 40 0,454 0,135 1
11887 40 0,626 0,232 2
1208 2 40 0,902 0,388 4
1260 2 40 0,608 0,222 2
1294 2 40 0,563 0,196 2
11662 47 0,452 0,134 1
1188 ° 47 0,967 0,425 5
1208 2 47 0,677 0,261 3
1260 * 47 0,666 06,255 3
1294 2 47 0,607 0,221 2
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