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RESUMO

Um sistema ELISA usando antigeno bruto foi desenvolvido para
detec¢do de anticorpos anti-A. marginale no soro de bovinos. Q
antigeno foi produzido a partir do sangue de um bezerro
esplenectomizado e previamente inoculado com 5x10° hemdcias
parasitadas, preservadas em nitrogénio liquido. Durante o pico da
parasitemia, o sangue foi colhido e, apos centrifugacio, o plasma e
a4 camada de leucéeitos foram descartados. O sedimento obtido foi
dividido em duas partes. Em uma parte os leucécitos foram
eliminados pela filtragiio através de coluna contendo areia do mar.
Apds a filtragdo, uma por¢io do material filtrado foi congelada a -
70°C com DMSO 30% em PBS. A outra porgdo do material filtrado
foi lisada com uma solugiio de cloreto de amdnia (NHLCI) 0.9% ¢
congelada a -20°C. A parte do sedimento inicial nio filtrada em
coluna de areia foi também dividida em duas porgdes onde uma foi
congelada com DMSO 30% e a outra lisada com uma solucio de
NH4C1 0,9%. Posteriormente todas as preparacoes foram sonicadas
¢ 0s sedimentos obtidos apés centrifugacio foram solubilizados
com Triton X-100. Apés a sonicagio as preparagbes foram
examinadas através da microscopia eletronica de transmissio.
Estruturas tipicas do Anaplasma foram visualizadas apenas na
preparagdo antig€nica filtrada através da coluna de areia e
congelada com DMSO. Dilui¢des Gtimas do antigeno e soros
referéncia positivo e negativo foram determinadas por titulagio em
bloco e o valor discriminante (“cut off”) foi determinado pela
média da leitura de 39 soros negativos acrescida de dois desvios-
padrio. O exame de 337 amostras de soro de bovinos importados e
submetidos ao processo de premunigio indicou que o ELISA
apresentou maior especificidade (94,87%) que a reacio de
imunofluorescéncia indireta ( 11,79%).
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1 INTRODUCAO

Os hemoparasitas estiio entre os principais patégenos dos animais
domesticos (Wright, 1990; Alonso et al., 1992). Anaplasmose &
uma hemoparasitose dos bovinos e outros ruminantes cujo agente
etiolégico € uma rickettsia intraeritrocitica do género Anaplasma,
pertencente & familia Anaplasmataceae da ordem Rickettsiales
(Bergey’s Manual, 1984). No Brasil, a espécie que causa a doenga
nos bovinos é o Anaplasma marginale. A anaplasmose estd
distribuida por todo o mundo, sendo responsdvel por grandes
perdas na produgio de carne e leite. A doenca, originalmente
descrita por Theiler em 1910, caracteriza-se por uma anemia severa
associada ao parasitismo intraeritrécitirio (Ristic, 1968; Palmer &
McGuire, 1984; Wright, 1990; Alonso et al., 1992},

Os graves obstdculos 2 produgio pecudria atribuidos a anaplasmose
nos paises em desenvolvimento e nos EUA, juntamente com os
métodos imunoprofildticos ineficientes reforcam a necessidade de
estudos sobre a anaplasmose, seu agente, a busca de métodos
imunoprofiliticos e técnicas imunodiagndsticas mais eficientes
(Paliner & McGuire, 1984 Wright et al., 1993),

Nos paises onde a anaplasmose e outras hemoparasitoses sio
prevalentes, a necessidade de testes especificos para o diagnéstico
dessas doengas é um problema real (Duzgun et al., 1988).

Os estudos epidemiolégicos da anaplasmose tém sido limitados
pela falta de ensaios diagnésticos apropriados para o grande
nimero de animais portadores. O desenvolvimento de técnicas
sorolGgicas rdpidas, simples, sensiveis, especificas e com leitura
automnatizada abre novas oportunidades para pesquisas das doencas
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causadas por hemoparasitas (Thoen et al., 1980; Montenegro-James
et al., 1990; Palmer, 1991; Venkatesan & Wakelin, 1993).

Embora varias técnicas sorolégicas tenham sido desenvolvidas para
deteccio de anticorpos anti-A. marginale, algumas delas
apresentam baixa sensibilidade e especificidade ou requerem
equipamentos especializados e sua padronizagdo ¢ complexa.
Consequentemente o seu uso na rotina fica impraticivel. A Reacgéo
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFT), € amplamente usada para o
diagndstico da anaplasmose e embora seja um teste sensivel pode
levar a resultados falso positivos. As reagdes inespecificas que
podem ser observadas exigem do técnico experiéncia para a leitura
e distingdo entre as reagdes positivas e aquelas inespecificas. O
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) é um teste simples,
rdpido, sensivel e com boa especificidade. A leitura automatizada
permite o exame de grande nimero de amostras com ¢ minimo de
subjetividade ¢ o maximo de homogeneidade (Bidwell et al., 1978;
Thoen et al., 1980; Goff et al., 1985; Winkler et al., 1987; Kroon et
al., 1990).

H4 um consenso entre os pesquisadores sobre a necessidade da
padronizagdo internacional de protocolos e reagentes do ELISA
como técnica imunodiagndstica das doengas infecciosas em
veterinaria (Wright et al., 1993},

No estado de Minas Gerais, a anaplasmose bovina tem sido
considerada uma das doencas de maior importéncia na pecudria,

constituindo um dos fatores limitantes & criacdo de bezerros
{Ribeiro et al., 1983).

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema
ELISA para detec¢do de anticorpos (IgG) anti-A. marginale em
bovinos submetidos ao processo de premunig¢ao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A mais de meio século atrés, os corpos pontiformes que apareciam
nos eritricitos de bovinos que sofriam de uma anemia infecciosa
aguda, foram chamados de Anaplasma marginale. O termo
Anaplasma foi sugerido em razdo do agente, 4 microscopia Gpfica,
ser desprovido de citoplasma enquanto o termo marginale indica a
localizagdo periférica dentro dos eritréeitos (Ristic, 1968).

Os corpos do Anaplasma geralmente localizam-se na margem dos
eritrécitos, medindo entre 0,3 a 1,0 i de didmetro e sdo constituidos
de uma membrana externa simples limitando um a oito corpusculos
iniciais que medem entre 300 a 400 um de didmetro sendo envoltos
por membranas duplas. Os corpdsculos iniciais apresentam material
granular central elétron-denso do qual partem filamentos em
dire¢do ao limite das membranas e constituem a unidade infectante
do A. marginale (Ristic, 1968). Esta subparticularizagdo sugere a
reprodugdo por divisdo bindria (Scott et al., 1961; Amerault et al.,
1975; Kocan et al., 1978; Palmer & McGuire 1984: Patarroyo et al.,
1987; Ribeiro & Lima, 1996). Além da divisdo bindria, Summers &
Padgett (1970) e Ribeiro (1991) observaram projecoes
protoplasmaticas semelhantes ao brotamento.

G A. marginale é considerado um parasita obrigatério dos
ruminantes, transmitido por vetores artrépodes, sendo os carrapatos
08 proviveis vetores biolégicos e os outros artropodes, moscas
(Tabanidae e Stomoxys) e mosquitos (Psorophora), vetores
mecinicos (Wanduragala & Ristic, 1993; Ribeiro & Lima, 1996). A

transmissao congeénita foi relatada por Passos & Lima (1984) e por
Ribeiro et al. (1995).
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A influéncia do Boophilus micropius na epidemiologia da
anaplasmose ndo estd totalmente esclarecida (Alonso et al., 1992;
Guglielmone, 1995) embora Ribeiro & Lima (1996) tenham
observado o desenvolvimento do A. marginale em fémeas do B.
microplus. Em algumas regides a distribui¢do geogrifica da
anaplasmose ¢ mais difundida que a presenca do carrapato,
sugerindo a existéncia de outros vetores. A variedade de dipteros
hemat6fagos em relaciio ao carrapato também sugere a existéncia
de outros vetores (Alonso et al., 1992; Guglielmone, 1995).

No hospedeiro vertebrado o local de multiplicacdo do Anaplasma €
o eritrécito maduro, ndo tendo sido demonstrado estigios de
desenvolvimento extraeritrocitdrios. O corptsculo inicial entra no
eritrécito por vacuolizagdo pinocitica. A interagio entre o
corptisculo ¢ a membrana do eritrdeito ocorre por meio de proteinas
de superticie que tém afinidade por glicoproteinas da superficie do
eritrocito. A multiplicacio dos corpisculos diminui a concentragio
de fosfolipides do citoplasma do eritrcito e aumenta a
concentragdo de dcido sidlico, resultando na perda de fungdo e
envelhecimento precoce do eritrécito (Wanduragala & Ristic,
1993).

Os animais jovens sio mais resistentes as hemoparasitoses (Ristic,
1968; Alonso et al., 1992; Wanduragala & Ristic, 1993;
Guglielmone, 1995). No Estado de Minas Gerais a anaplasmose €
endémica e os animais geralmente adquirem a infec¢do quando
jovens, apresentando parasitemia moderada, com decréscimo
significativo do volume globular. Os bezerros que se recuperam
permanecem portadores com baixa parasitemia (Ribeiro & Reis,
1981). Ribeiro et al. (1984) identificaram, através da RIFI, uma alta
porcentagem de animais adultos suscetiveis a anaplasmose. Os
autores deduziram que a transmissdo da doenga nio € constante
durante o ano, causando instabilidade na endemicidade. Numa
situacdo de estabilidade, a interagéio entre artropodes hematéfagos,
hemoparasitas € bovino € significativa o bastante para permitir uma
infecciio precoce enquanto os bezerros estdo protegidos pelos
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anticorpos colostrais, peia maior atividade eritropoiética da medula
Ossea, pela imunidade celular e pela fun¢do protetora da
hemoglobina fetal. Nos casos de instabilidade, este equilibrio é
quebrado de modo que alguns bezerros ndo tém este contato prévio
com os hemoparasitas, tornando-se suscetiveis. Segundo Madruga
et al. (1984) a incidéncia da doenca em bezerros de I a 4 meses
ocorre provavelmente devido 4 queda nos niveis de anticorpos
colostrais por volta do 28° ao 84° dia apés o nascimento. Fatores
como clima, raga, uso de acaricidas, rotagio de pastagens, estresse
¢ o manejo dos bezerros desequilibram aquela interagio,
contribuindo para a instabilidade. Nas regides onde a estagdo fria
prolonga-se com temperaturas abaixo de 15°C, o desenvolvimento
dos artrpodes fica prejudicado (Gonzales, 1993) e a flutuagio
populacional destes artrdpodes por sua vez modula a taxa de
transmissdo dos hemoparasitas. Estudos comparativos entre Bos
taurus ¢ Bos indicus indicam que as ragas zebuinas mantém baixas
parasitemias de hemoparasitas, havendo uma relagdo direta entre

instabilidade e grau de sangue (Alonso et al., 1992: Guglielmone,
1995).

ApoGs a recuperagdio de uma infeccdo por A. marginale, os animais
tornam-se parcialmente ou totalmente imunes a desafios
subsequentes. Nestes animais, cepas virulentas e heterélogas
podem causar baixas parasitemias (Wright, 1990; Alonso et al.,
1992; Wanduragala & Ristic, 1993).

A imunidade protetora para a anaplasmose foi tradicionalmente
associada com premuni¢do, ou seja, a continua presenga do
Anaplasma em baixos niveis nos animais recuperados da doenga
(Wanduragala & Ristic, 1993). O mecanismo exato da imunidade
ndo ¢ conhecido, embora alguns mecanismos tenham sido
propostos, tais como a agio de anticorpos bloqueadores dos
corpusculos iniciais do Anaplasma, quebra direta dos corplisculos
por anticorpos € pelo complemento e finalmente a fagocitose e
morie intra-eritrocitiaria dos corpisculos e dos eritrécitos
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fagocitados. Ha evidéncias sugerindo que macréfagos € ou células
T “helper” estejam também envolvidas no processo da respostia
imune (Wright, 1990). Segundo (Ristic, 1968 ¢ Wanduragala &
Ristic, 1993), as evidéncias acumuladas ao longo dos anos mostram
que a resposta linune contra a anaplasmose € uma associagio entre
as respostas hi:moral, caracterizadu  la producdo de anticorpos e
celular, caracterizada pela ativagdo au proliferacio e hipertrofia de
macrofagos da cadeia esplénica, das células de Kupffer no figado e
das células reticulares da medula déssea. Além disso, Ristic (1968),
afirma que todos o0s processos imunopatologicos, inclusive a
anemia, parecem ser essenciais para o desenvolvimento da
premunigéo.

Murphy et al. (1966} investigaram o aparecimento das classes de
imunoglobulinas na resposta a infecgdo pelo A. marginale, usando
a cromatografia de troca anidnica. A atividade dos anticorpos ¢
exclusiva das imunoglobulinas M (IgM) nos primeiros 4 a 5 dias
apds o inicio da sintese de anticorpos e clinicamente, os animais
apresentam oS  primeiros  sinais da doenga  patente.
Aproximadamente trinta dias apds a crise hemolitica, a distribuigao
humoral é 25% IgG e 75% IgM. Na fase crénica da doenca a
atividade € da IgG.

Wilson et al. (1978) detectaram anticorpos anti-A. marginale no
sétimo dia apés a inoculacio, através da RIFI. Kroon et al. (1990) e
L&ss et al. (1992) usando a RIFI, detectaram estes anticorpos entre
trés e dez dias e 14 dias apds a inoculagdo, respectivamente.

Virios métodos soroldgicos tém sido usados para o diagnostico da
anaplasmose em bovinos (Wright, 1990).

O teste de Fixagdo do Complemento (FC) utiliza como antigeno os
corpiisculos de A. marginale, 0s quais sdo separados dos eritrocitos
por lise e depois lavados, ficando livres da hemoglobina e debris
celulares. Atualmente, técnicas de microtitulagdo t€m sido usadas
consumindo pequenas quantidades de reagentes. No teste FC €




essencial que todos os reagentes estejam  corretamicnie
padronizados e o teste rigorosamente controlado (Wright, 1990).

No teste da Aglutinagdo no Cartdo (TC), apds a mistura de
quantidades padronizadas do antigeno e do soro-teste na drea do
cartdo o grau de aglutina¢do é avaliado visualmente. A vantagem
do AC ¢ que ele pode ser realizado no laboratério ou no campo e o
resultado € avaliado rapidamente (Wright, 1990).

O teste da Aglutinagio em Tubo Capilar (AC) fundamenta-se na
avaliagdo do grau de aglutinagio que ocorre quando o antigeno,
corpuscuios de A. marginale parcialmente purificados, é misturado
com o soro-teste em um tubo capitar (Wright, 1990).

O teste Radioimunoensaio (RIA) apresenta sensibilidade e
especificidade semelhantes ao ELISA. mas requer equipamentos
laboratoriais mais sofisticados, sendo este dltimo preferido na
maioria das circunstincias (Wright, 1990).

A RIFI tem como maior problema as reacdes inespecificas. Além
disso, devido ao limitado nimero de testes que podem ser
executados por um operador em um dia, outros testes sio
geralmente preferidos. O antigeno sio hemdcias parasitadas

distribuidas sobre uma limina de vidro na forma de esfregacos
(Wright, 1990),

O ELISA € um teste simples, rdpido, sensivel e de alta
especificidade. A leitura automatizada permite o exame de grande
nimero de amostras com o minimo de subjetividade e o médximo de
homogeneidade (Bidweil et al., 1978; Thoen et al., 1980: Goff et
al., 1985; Winkler et al., 1987; Kroon et al., 1990).

No teste ELISA a fase sélida, usualmente uma placa plastica de
microtitulagio € coberta com o antigeno. Sobre o antigeno €
colocado, em diferentes etapas o soro-teste, uma anti-
imunoglobulina, o conjugado enzimdtico e o substrato dessa
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enzima. A alteraclo deste substrato € perceptivel por mundanga na
coloragio do sistema. O resuitado final pode ser avaliado
visualmente ou através de espectrofotometria € expresso em
absorbancia num dado comprimento de onda (Voller, 1976;
Venkatesan & Wakelin, 1993).

Wilson et al. (1978) compararam os testes FC, AC, TC e RIFI e
concluiram que todos eles apresentam elevada especificidade com
86,6% de concordincia. O TC foi o mais rapido (resultados obtidos
em 10 minutos), porém o menos especifico. O FC foi mais eficiente
na detecgdo de soros reagentes, portanto o mais sensivel. A RIFI foi
indicada como instrumento de pesquisa em circunstincias
especificas onde sdo requeridas titulacdes.

Bidwell et al. (1978) demonstraram as vantagens do ELISA sobre a
RIFI. O ELISA foi preferivel devido ao fato de sua menor
subjetividade na leitura e interpretacio dos resultados, tendo maior
sensibilidade, permitindo também o exame de maior nimero de
amostras. Na RIFI, a exposi¢io 4 fonte de luz ultra-violeta &
desgastante, tornando o técnico mais suscetivel a erros.

Thoen et al. (1980) e Winkler et al. (1987) compararam o FC com o
teste ELISA. Os autores concordaram que o maior problema com o
FC para uso no diagndstico da anaplasmose foi a sua
complexidade. A sua padronizagdo requer muito tempo. A maior
vantagem do ELISA foi a simplicidade no procedimento, rapidez,
confiabilidade, podendo ser lido automaticamente mantendo a
uniformidade nas condigdes do teste mesmo quando no exame de
grande nimero de amostras.

Conforme Goff et al. (1985) e Kroon et al. (1990) embora a RIFI
seja muito sensivel, ha problemas com a especificidade. Segundo
os autores os problemas com a RIFI incluem as fluorescéncias
inespecificas que dificultam a andlise visual, tornando o teste muito
subjetivo. Estes problemas ocorrem devido & presenca de
precipitados no soro e aos anticorpos inespecificos e auto-
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anticorpos contra membranas de hemdcias. Montenegro-James et
al. (1985) também apontam as reagoes nespecificas como
responsdveis pelo alto “background” verificado na RIFI, onde as
opsoninas se fixam sobre os eritrécitos prejudicando  a
especificidade do teste. Opsoninas sio hemaglutininas classificadas
como beta-2-M globulinas produzidas durante as fases aguda e
convalescente da infecciio (Ristic, 1968).

Segundo Bamry et al. (1986), nio hd testes satisfatérios para o
diagndstico da anaplasmose. A RIFI detecta fluorescéncias
inespecificas e o FC além das reagdes inespecificas, falha em

detectar anticorpos em animais portadores ap6s trés meses da
infecgdo.

O FC e o TC sido métodos usados frequentemente nos EUA. O TC
¢ um procedimento ripido e tem sido usado COM SuCesso para
detec¢do de animais positivos. O FC mostrou-se adequadamente
sensivel e especifico, embora sua aplicacdo seja limitada devido a
sua complexidade. O ELISA mostrou-se mais vantajoso que o FC
pelo uso minimo de reagentes e interpretagdo objetiva dos
resultados (Robles et ai., 1986; Thoen et al., 1980).

O FC, ¢ uma técnica complexa e consome muito tempo, sugerindo
a necessidade de um método simples, rdpido e mais sensivel. O
ELISA € superior ao FC por ser mais sensivel, detectando reacoes
por mais tempo que o FC (Nakamura et al., 1988).

Conforme Shkap et al. (1990), o teste ELISA oferece vantagens
quando comparado com a RIFL. Aldm de possuir alta
especificidade, o ELISA requer volumes menores de antigeno e a
sua padronizagio permite a obtengdo de resultados uniformes. O
registro dos resultados automaticamente permite 0 emprego deste
{este em enquetes soroldgicos.

Montenegro-James et al. (1990) usaram o Dot-ELISA para
detecgio de anticorpos anti-A. marginale. Neste ensaio
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imunoenzimatico foi aplicado 25 ng de antigeno sobre discos de
nitrocelulose € o complexo antigeno-anticorpo foi detectado pelo
uso da Proteina A conjugada a fosfatase alcalina. As reagdes foram
visualizadas apds a adi¢do do substrato cromogénico. Este teste
permite 0 processamento de vdrias amostras de soro e os resultados
sao obtidos em menos de trés horas, com sensibilidade similar 2
RIFI. Segundo os autores, o Dot-ELISA foi mais ficil, seguro e
com interpretagdo dos resultados mais objetiva que a RIFI, além do
fato de ndo ter sido observado reacdo cruzada com Babesia sp.

Su & Hsu (1993) compararam o FC, RIFI e ELISA, usando a
mesma cepa de A. marginale para producdo dos respectivos
antigenos. O ELISA quando comparado com o FC foi mais
sensivel, apresentando 94,4% e 89,1% respectivamente. O FC foi
mais sensivel quando comparado 4 RIFI apresentando 87,9% e
73,9%, respectivamente.

Diferentes métodos tém sido empregados na tentativa de se
produzir testes ELISA para o diagnéstico da anaplasmose, seja
diretamente pela captura do agente (Trueblood et al., 1991) ou para
deteccdo de anticorpos circulantes (Thoen et al., 1980; Barry et al.,
1986; Winkler et al., 1987; Duzgun et al., 1988; Nakamura et al.,
1988; Montenegro-James et al., 1990; Shkap et al., 1990; Su &
Hsu, 1993).

Segundo Duzgun et al. (1988) a alta especificidade alcangada pelo
seu teste ELISA, foi devido ao uso de dois antigenos, um com
eritrOcitos parasitados € outro com eritrocitos de animais
sabidamente livres, promovendo-se a pré-adsor¢do do soro com
este antigeno de hemdcias livres de parasitas. Schuntner & Leatch
(1988), trabalhando com Radioimunoensaio (RIA), eliminaram os
problemas com reacdes cruzadas sem perdas na sensibilidade
adotando também o segundo antigeno, produzido com hemdcias
livres de infecgGes por hemoparasitas. Antes do teste, cada amostra
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de soro foi incubada em um meio contendo a preparagio de

hemadcias livres e uma preparacio de hemdcias infectadas com
Babesia bovis.

Conforme Barry et al. (1986), Duzgun et al. (1988) e Shkap et al.
(1990), no ELISA algumas reagdes cruzadas ocorrem devido a
presenca de anticorpos contra residuos de hemdcias presentes nos
corpusculos iniciais parcialmente purificados, mas que ndo
interferiram na especificidade dos resultados. Passos (1993)
também cita em seus experimentos com Babesia sp, incrementos
nos valores de absorbancia devido a reagdes cruzadas induzidas por
componentes de hemdcias presentes nas preparagdes antigénicas.
Segundo Schuntner & Leatch (1988), as reagdes cruzadas induzem
resultados falso-positivos, reduzindo a eficiéncia do teste para uso
em dreas onde existem outras hemoparasitoses concorrentes,

Winkler et al. (1987) conseguiram maior sensibilidade e menor
“background” nos valores da absorbincia, ao submeterem uma
preparacao antigénica a pré-tratamento com Sédio Dodecil Sulfato
(SDS). A possivel explicacio para estes resultados seria a obtengio
de acessos a pontos antigénicos adicionais e a desnaturagdo protéica
promovida pelo tratamento com o SDS.

As metodologias usadas para purificagio de corpiisculos iniciais de
A. marginale so variadas.

Palmer & McGuire (1984) realizaram a lise das hemadcias através
do congelamento com DMSO 30% em PBS. A sonicagcio do
material lisado foi realizada em amplitude de 50W no desintegrador
ultrasdnico. Os autores descartaram o sobrenadante obtido e

utilizaram o sedimento como porgdo purificada de corpusculos
iniciais.

No ELISA padronizado por Barry et al. (1986), o sobrenadante
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obtido apds a sonicagiio e centrifugagio da preparagao antigénica
foi usado como porgcdo purificada de corpuiscuios iniciais e o
sedimento descartado.

No experimento de Duzgun et al. (1988), a sonica¢do do material
lisado foi realizada em amplitude de 100W no desintegrador
ultrasdnico.  Os  nutores ndo  separaram  as  fases
sedimento/precipitado apds a sonicacdo. Para bloqueio dos sitios de
ligacdes inespecificas os autores usaram soro de coelho a 1%.

Nakamura et al. (1988) fizeram a lise das hemadcias através da
descompressdo com N> e com Triton X-100. A sonicagio do
material lisado foi realizada em amplitude de 35W no desintegrador
ultrasonico. Estes autores descartaram o sobrenadante obtido e
utilizaram o sedimento como por¢io purificada de corpisculos
iniciais. Os autores ndo usaram bloqueio para os sitios de ligacoes
inespecificas.

Nos ensaios de Shkap et al. (1990), a lise das hemadcias foi feita
através do congelamento com DMSO 30% em PBS e a sonicagao
do material lisado foi realizada em amplitude de 100W no
desintegrador ultrasonico. Estes autores descartaram o sobrenadante
obtido e utilizaram o sedimento como porgiio purificada de
corpisculos iniciais. Para bloqueio dos sitios de ligagdes
inespecificas os autores usaram soro equino a 5% em PBS.

Montenegro-James et al. (1990) fizeram a lise das hemdcias através
do congelamento-aquecimento ¢ depois usaram NP-40. A
sonicagio do material lisado foi realizada em amplitude de 20W no
desintegrador ultrasdnico. Os autores descartaram o sobrenadante
obtido e utilizaram o sedimento como por¢io purificada de
corpiisculos iniciais.

Patarroyo et al. (1994) fizeram a lise das hemdcias através do uso
de uma solugio de lise composta de Tris, EDTA, PMSF, TLCK ¢
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NP-40. A sonicagdo do material lisado foi realizada em amplitude
de 25W no desintegrador ultrasénico. Os autores descartaram o
sobrenadante obtido e utilizaram o sedimento como por¢io
purificada de corpusculos iniciais.

Para bloqueio dos sitios de ligagdes inespecificas Trueblood et al.
(1991), usaram leite desnatado a 5% em PBS.




3 MATERIAL E METODOS
3.1 Infecgdo experimental para produgdo de antigeno

Um bezerro da raca Holandesa, livre de infec¢iio por hemoparasitos
e adquirido antes de mamar o colostro foi esplenectomizado e
inoculado, aproximadamente 2 terceira semana de vida, via sub-
cutdnea com um nimero aproximado de S5x10°  hemicias
parasitadas por A. marginale, conservadas em N, (amostra isolada
no municipio de Capim Branco-MG) (Loss, et al., 1992), O bezerro
foi mantido em i1solamento e examinado diariamente através de
esfregacos sangiliineos, hematdcrito e temperatura retal.

3.2 Desenvolvimento e padronizagdo do teste ELISA
3.2.1 Preparagtes antigénicas

Um volume de [.500 ml de sangue foi colhido do bezerro
experimentalmente inoculado na fase ascendente da parasitemia. O
sangue foi desfibrinado com pérolas de vidro e centrifugado a 1.000
g por 15 minutos a 4°C. O plasma e a camada de leucdcitos foram
desprezados. As hemdcias foram lavadas em tampio salina
fosfatada (PBS) trés vezes por centrifugagdo a 1.000 g por 15
minutos a 4°C e o sedimento foi separado em duas partes.

Uma das partes acimu. foi ressuspensa em dois volumes de PBS ¢
filtrada em coluna contendo areia do mar (1.000 cm’), para
eliminacdo dos leucdcitos restantes (Passos et al, 1995). Essa
porcdo filtrada em areia foi dividida em duas aliquotas onde uma

foi congelada a -70°C com igual volume de Dimetil Sulféxido
(DMSO)
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30% em PBS (Palmer & McGuire, 1984 e Shkap et al., 1990). A
segunda aliquota, foi lisada com cinco volumes de uma solugiio de
NH4CI a 0,9% por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a lise,
o material foi lavado e centrifugado a 1.000 g por 15 minutos a
4°C. O sedimento foi reconstituido em mesmo volume de PBS e
armazenado a -20°C.

A outra por¢io do sedimento inicial, que ndo foi fiitrada em coluna
de areia foi também dividida em duas aliquotas, onde uma delas foi
congelada a -70°C com igual volume de DMSQ 30% em PBS. A
segunda aliquota foi lisada com cinco volumes de uma solucio de
NH4Cl a 0,9% por 30 minutos & temperatura ambiente. Ap6s a lise,
o material foi lavado e centrifugado nas condigdes citadas
anteriormente. O sedimento foi reconstituido em mesmo volume de
PBS e armazenado a -20°C,

Posteriormente, todas as preparacdes antigénicas  foram
descongeladas a temperatura ambiente e lavadas por trés vezes em
PBS a 4°C por centrifugacio a 1.000 g por 15 minutos a 4°C. Apés
as lavagens, o sedimento final de cada preparacio foi reconstituido
em dois volumes de PBS e sonicado em amplitude 50W com trés
ciclos de um minuto cada, em desintegrador ultrasénico 100W.
ApOs a sonicagdo as preparagdes foram centrifugadas a 10.000 g
por cinco minutos. Os sobrenadantes foram descartados e os
precipitados foram solubilizados com o mesmo volume de uma
solugdo de detergente TRITON X-100 a 4% em PBS, a 4°C por trés
horas (Nakamura et al., 1988). Apés a solubilizagdo, as preparacdes
foram centrifugadas a 10.000 g por trés minutos em
microcentrifuga. Os sobrenadantes assim obtidos foram
armazenados em aliquotas.

Amostras das preparagdes antigénicas foram examinadas através de
microscopia eletrdnica de transmissio no Centro de Microscopia
Eletronica (CEMEL) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG
utilizando técnica usada por Ribeiro & Lima (1996).
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A Figura 1 resume esquematicamente a produgdo das preparagdes
antigénicas de A. marginale para o ELISA.




35

FIGURA 1: Representagio esquemdtica da producdo das
preparagoes antigénicas de A. marginale para o teste ELISA.
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A microscopia eletrbnica serviu de base para a escolha da
preparagdo antigénica a ser testada no ELISA. Através de diluigoes
seriadas a partir de 1:100 em PBS-Tween 20 (PBST) frente a vdrias
diluicdes de amostras de soros positivos e regativos, foram
padronizadas as dilui¢cGes do antigeno e dos soros-i.ste.

3.2.2 Teste ELISA

Placas para ELISA (Difco) foram sensibilizadas com o antigeno em
solu¢do tampdo carbonato/bicarbonato, {pH 9,6) e incubadas por 15
horas a 4°C. Apoés este tempo, as placas foram lavadas por trés
vezes com PBST (pH 7,2). Os sitios de ligagdes inespecificas foram
bloqueados com uma solugdo de PBST contendo 5% de soro
eqtiino a 37°C por 1 hora. Depois de trés lavagens com PBST, as
placas foram incubadas a 37°C por | hora com as amostras de
soros-teste em duplicatas e soros controies positivo e negativo
quadriplicadas diluidos 1:100 em PBST. Apés as trés lavagens, foi
adicionado o conjugado IgG anti-bovino Peroxidase (Sigma)
diluido a 1:10.000 em PBST e incubado a 37°C por | hora. Apds a
terceira lavagem, as placas foram incubadas a 37°C com o
substrato, constituido por 0,2 mg/mi de o-fenilenodiamino (OPD),
em solugdo tampdo citrato (pH 5,0) ¢ 0,2 pl/ml de perdxido de
hidrogénio 30 volumes. A reagdo do substrato foi interrompida
apd6s 20 minutos, com uma solugio de dcido sulfirico 4N. Os
valores de absorbincia foram registrados em leitor de ELISA (EIA
MICROPLATE READER, Sigma Diagnostics) utilizando filtro de
492 nm. Todos os reagentes foram distribuidos em volumes de 100
pliwell, exceto a solugdo de dcido sulfiirico 4N, que foi usada em
volumes de 32 pl/well. As lavagens (PBST) foram feitas em
volumes de 200 pl/well.

Para minimizar a variagio entre placas, os valores médios das
leituras da absorbincia das amostras de soro foram ajustadas

usando um fator obtido pela leitura dos controles de cada placa
{Passos, 1993):
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Fator (F) = ~o - No
Pt - Nt

Valor de Ajuste= F(St-Nt)+No, onde:

Po: média dos 4 wells do controle positivo da primeira placa;
No: média dos 4 wells do controle negativo da primeira placa;
Pt: média dos 4 wells do controle positivo da placa teste;

Nt: média dos 4 wells do controle negativo da placa teste;

St: média dos 2 wells da amostra de soro testada:

3.2.3 Validagdo do teste ELISA

A validagdo do ELISA foi feita pela comparagio através dos
resultados da Tabela de Contingéncia 2x2 (Fletcher & Fletcher,
1989) entre o ELISA e a RIFI na detecgio de anticorpos anti-A.
marginale nas amostras do banco de soros. Os resultados foram
agrupados ¢ analisados na forma de ensaios independentes.

3.2.4 Banco de Soros

As amostras de soros submetidas ao ELISA e i RIFI pertenciam a
quatro categorias: positivos anti-A. marginale, campo, negativos
para A. marginale e inespecificos.

A categoria positivos era composta por amostras de soro colhidas
de bovinos com idade média de 18 meses, importados e submetidos
a0 processo de premunigdo.

A categoria campo era composta por amostras de soro colhidas de
bovinos de campo na faixa etdria de 18 a 24 meses, naturalmente

infectados nos municipios de Igarapé e Esmeraldas no Estado de
Minas Gerais.
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A categoria negativos era composta por amostras de soro de
bovinos na faixa etdria de 8 a 12 meses, importados de dreas livres
de A. marginale, colhidas anteriormente ao processo de
premunicdo.

A categoria inespecificos era composta por trés amostras de soro de
animais experimentalmente inoculados com B. bigemina no
CNPGC-EMBRAPA de Campo Grande-MS.

O ndmero de soros de cada categoria estd especificado na Tabela |.

TABELA 1: Numero de amostras de soro por categoria, testadas no
ELISA.

Categoria de soros Especificacdo N°¢ de amostras
anti-A. marginale | Importados-premunidos 298
Campo (infecgdo | Igarapé-MG 34
natural) Esmeraldas-MG 21

Total Campo 55
Negativos Importados 39
anti-B. bigemina | CNPGC-( infec¢do experi- 03
(Inespecificos) mental)

Total geral 395

3.3 Reacao de Imunofiuorescéncia Indireta-RIFI
3.3.1 Preparacio do antigeno
Um volume aproximado de 250 ml de sangue foi colhido do

bezerro experimentalmente inoculado, durante a fase ascendente da
parasitemia e desfibrinado com pérolas de vidro.
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O sangue foi centrifugado a 1.200 x g por 15 minutos e o plasma e
a camada de leucdcitos desprezados. As hemdcias foram lavadas
em PBS por trés vezes e ressuspensas em dois volumes de PBS,
objetivando um hematéerito aproximado de 35%. Deste material
foram preparados esfregacos sangiiineos que apos serem secos ao
ar, foram fixados por 15 minutos em acetona refrigerada,

embruihados em papel aluminio e armazenados a -20°C até o uso
(IICA, 1987).

3.3.2 Procedimento da RIFI

No momento do uso, as liminas contendo antigeno foram
descongeladas e impressdes circulares foram feitas com esmalte.
Diluigdes quéddruplas das amostras de soro a partir de 1:40 foram
feitas em PBS, aplicadas sobre os circulos e incubadas a 37°C por
30 minutos. As liminas foram lavadas em PBS por duas vezes e
mais duas vezes com dgua destilada e apés secarem foi aplicado o
conjugado fluoresceina-anti-IgG bovino (Sigma), diluido 1:80 em
PBS-Tween 20 e incubadas por 30 minutos a 37°C. Apods este
tempo, as laminas lavadas em PBS ¢ depois com dgua destilada por
duas vezes e secas foram cobertas com glicerina contendo 10% de
PBS e examinadas através do microscépio de imunofluorescéncia
(IICA, 1987). Em cada limina de antigeno foram colocados soros
controle positivo € negativo e controle PBS. Foram considerados
positivos os soros que apresentaram reacdo de fluorescéncia nas
dilui¢des igual e acima de 1:80.

3.4 Analise Estatistica

A avaliagdo dos resultados obtidos foi feita utilizando-se uma
Tabela de Contingéncia 2x2 (Fletcher & Fletcher, 1989).

Padriio-ouro

positivo negativo
g positivo a b a+b
? negativo c d c+d
2 a+c b+d




Sensibilidade
Especificidade
Valor preditivo positivo

Valor preditivo negativo

40

) = —
(E) = —

a
(VPP) = ——

(VPN) = —d——
T c+d




41

4 RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.1 Preparagdes Antigénicas

A parasitemia de 15% obtida neste trabalho foi abaixo do citado
por Barry et al. (1986), Duzgun et al. (1988), Nakamura et ai.
(1988) e Shkap et al. (1990) como 30%, 80-85%, 29,3% e 30-40%
respectivamente. Provavelmente a qualidade das preparacoes

antigénicas obtidas foi prejudicada pela baixa parasitemia
conseguida.

As preparagbes antigénicas obtidas apresentaram diferentes
resultados quando submetidas 4 microscopia eletrdnica. A
preparagdo que foi filtrada em coluna de areia ¢ congelada com
DMSO 30% em PBS, apresentou maior riqueza em estruturas
corpusculares de membranas duplas. Foram vistos também
corpisculos de membranas duplas separados e nio revestidos pela
membrana externa simples. Estes corpiisculos apresentavam
internamente um material granular elétron-denso agrupado em
grumos c¢ distribuidos pelo citoplasma. A Figura 2 é uma
eletromicrofotografia da preparacio filtrada em coluna de areia do
mar e congelada com DMSO 30% em PBS apés a sonicagdo e
apresenta a matriz elétron-densa e a membrana dupla parcialmente
rompida. As estruturas observadas sio compardveis as descritas por
Scott et al. (1961), Ristic (1968), Amerault et al. (1975), Kocan et
al. (1978), Palmer & McGuire (1984), Patarroyo et al. (1987) e
Ribeiro & Lima (1996). Neste trabalho também foi observado a
presenca de estruturas fragmentadas que, de acordo com Palmer &
McGuire (1984), possivelmente sdo componentes de membrana de
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FIGURA 2. Eletromicrofotografia do corpusculo de 4. marginale,
preparado pela filtragio em coluna de areia do mar a partir de
hemacias parasitadas congeladas com DMSO 30% em PBS apos a
sonicagdo. A Nota-se o corpisculo de A. marginale integro (seta) e
membranas de hemacias (cabega de seta) (40.000 x). B Corpusculo
de A. marginale com a membrana dupla parcialmente rompida (seta)
(50.000 x). € Corpusculo de 4. marginale com a matriz elétron-

densa (M) e a membrana dupla parcialmente rompida (seta)
(125.000 ). -




hemdcias. Portanto, esta preparacio filtrada em coluna de
congelada em DMSO foi escolhida, sendo identificada como
“DMSO/AREIA”.

E interessante salientar que os corpdsculos visualizados nas
preparagbes antigénicas deste trabalho apresentavam alteragdes
estruturais como membranas rompidas, obviamente resultantes da
acdo fisica e quimica causada pelo processamento para obtencio do
antigeno (Fig. 2).

Como observado por Scott et al. (1961), Amerault et al. (1975),
Palmer & McGuire (1984), Patarroyo et al. (1987) e Ribeiro &
Lima (1996), ndo foram visualizados os prolongamentos
citoplasmadticos denominados “apéndices” ou “caudas” observados
por Kocan et al. (1978). A presenca ou auséncia desta estrutura tem
sido motivo de divergéncias entre autores tais como funcio,

influéncia na viruléncia da cepa e taxonomia (Patarroyo et al.,
1987).

As demais preparagdes apresentaram 2 microscopia eletronica raros
corpusculos de A. marginale e uma riqueza em material
fragmentado e amorfo que segundo Palmer & McGuire (1984) so
possivelmente componentes de membrana de hemécias e material
celular (Fig. 3). Nestas preparagdes que nio foram filtradas em
coluna de areia a presenga de leucécitos provavelmente dificultou a
visualiza¢do dos corpdsculos de A. marginale, Ou entdo, a lise das
preparacdes antigénicas com a solugdio de NH4Cl a 09%
impossibilitou a identificagdo dos corpusculos através da
microscopia eletronica.

Neste trabalho foi usada como antigeno a fracdo sedimentada apds
a sonicagdo. Segundo Ristic (1968), através da centrifugacdo, dois
antigenos distintos podem ser obtidos pela ruptura de eritrécitos
infectados por A. marginale. Uma fragdo sedimentada chamada
antigeno S que contém o agente causador da anaplasmose. Outra
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FIGURA 3. Eletromicrofotografia de preparados de hemacias
parasitadas por 4. marginale. Nota-se a auséneia de corpisculos de
A. marginale integros e a presenga de material amorfo,
provavelmente fragmentos de membrana de hemdicias e restos
celulares (20.000 x). A Sobrenadante da preparagio lisada pelo
NH4Cl. B Sobrenadante da preparagio congelada com DMSO. C
Precipitado da prepara¢do lisada pelo NHL,CL D Precipitado da
preparagio congelada com DMSO.
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Fragdo soldvel, chamada antigeno NS composta por uma substincia
homogénea encontrada ao redor dos corpusculos iniciais dentro do
corpisculo de inclusdo.

4.2 Determinag¢io da diluigdo étima do antigeno, soro e conjugado

A determinagdo das dilui¢des Gtimas do antigeno DMSO/AREIA e
das amostras de soro foi feita através da titulagio do antigeno frente
a dilui¢des duplas dos soros controle positivo e negativo. Qs
valores da absorbancia em filtro 492 nm dos soros-controle positivo
€ negativo nas diferentes dilui¢des sdo apresentados na Tabela 2. A
maior relagdo positivo/negativo entre os valores de absorbancia dos
soros-controle positivo e negativo foi obtida quando as amostras de
soros foram diluidas 1:100 ¢ o antigeno 1:4000 (Tab. 3). Neste
trabalho as amostras de soro foram diluidas a 1:100 e o antigeno
DMSO/AREIA a 1:5000 para facilitar a manipulagdo laboratorial e
evitar erros. O conjugado foi usado na diluicdo de 1:10000
conforme indicagdo do fabricante (Sigma).

TABELA 2: Valores da absorbancia em filtro 492 nm dos soros de
bovinos negativo e positivo frente a dilui¢des do antigeno de
Anaplasma marginale (DMSO/AREIA) para o teste ELISA.,

Diluicdo do Antigeno

Dil.  Soro 100 500 1000 2000 4000 3000 16000
100 Neg | ,107 248 280 ,206 005 ,053 051
Pos 237 986 1,433 1478 760 ,602 376
2000 Neg | 103,192 232 ,138 026 072 010
Pos 155 686 1,259 1,362 042 321 273
400 Neg | ,120 ,170 185 120 037 021 015
Pos 53 446 1,177 1,339 360 410 178
800 Neg | 069 ,167 194 091 004 051 032
Pos 070 369 1,055 1,209 ,396 ,312 164
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TABELA 3: Relagfio positivo/negativo dos valores de absorbancia

de soros de bovinos ao antigeno de Anaplasma marginale
(DMSO/AREIA) para o teste ELISA.

Dilui¢do do Antigeno
Soro | 100 500 1000 2000 4000 8000 16000
100 | 2,22 398 5,12 7,18 152,00 1136 7,37
200 j 1,51 3,57 543 987 2469 724 27,30
400 | 1,28 262 636 11,16 1514 1952 11,86
800 | 1,02 221 544 1329 99,00 6,12 5,13

4.3 Determinagdo do Valor Discriminante

Para o célculo do valor discriminante (cut-off) foi utilizada a média
da leitura da absorbincia de 39 amostras de soro de bovinos
importados acrescida de dois desvios-padrdo. Este método, usado
guando tem-se um nimero de amostras maior que dez, assume que
os valores sdo distribuidos normalmente e a probabilidade € de
95% dos valores negativos estarem abaixo do valor discriminante.

O valor médio da leitura dos 39 soros negativos foi 0,032 (s.d +/-
0,033), resultando no valor discriminante igual a 0,098.

4.4 Validacdo do teste ELISA

No primeiro ensaio, foram utilizadas 39 amostras de soro-controle
negativas provenientes de bovinos importados € 293 amostras
positivas de bovinos importados e submetidos ao processo de
premunic¢io (Tab. 4). Ao ELISA, 37 das amostras negativas tiveram
resultado negativo. A RIFI, 28 das amostras negativas mostraram
resultado negativo. Em ambos os testes todas as amostras positivas
foram positivas. Portanto, peia Tabela de Contingéncia 2x2, os dois
testes apresentaram 100% de sensibilidade. O ELISA apresentou
04,87% de especificidade contra 71,79% da RIFI. No ELISA as
duas amostras negativas que foram identificadas como positivas
tiveram leituras iguais a 0,110 ¢ 0,102, préximas ao cut off de
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0,098. O ELISA apresentou 0.,67% de resuitados falso-positivos
contra 3,56% da RIFI. Os dois testes niio apresentaram resultados
falso-negativos. O valor preditivo positivo foi de 99,33% e 96,44%

respectivamente para ELISA e RIFIL. O valor preditivo negativo foi
[00% para os dois testes.

TABELA 4: Comparagfio através dos resultados da Tabela de
Contingéncia 2x2 entre o ELISA ¢ a RIFI na deteccdo de anticorpos
anti-A. marginale com 39 soros de bovinos importados e 298 soros
de bovinos importados e submetidos ao processo de premunicio.

39 Importados
Perfil das 298 Importados e Premunidos
amostras ELISA RIFI
Sensibilidade - 100% 100%
Especificidade 04.87% 71,79%
Falso positivo 0,67% 3,56%
Falso negativo 0 0
Valor Preditivo positivo 99.33% 96,44%
Valor Preditivo negativo 100% 100%

O conhecimento da qualidade ou confiabilidade é importante para a
escotha de um determinado teste diagndstico. O conceito de
qualidade de um teste ¢ entendido através de alguns parimetros

como sensibilidade, especificidade e valor de predicdo (Fletcher &
Fletcher 1989).

A sensibilidade foi definida como a proporgio das amostras de soro
sabidamente  positivas  detectadas como positivas. E a
especificidade como a proporcio das amostras sabidamente
negativas detectadas como negativas. O Valor Preditivo Positivo
(VPP) representa a probabilidade de um resuitado positivo ser
realmente positivo ¢ o Valor Preditivo Negativo (VPN) a
probabilidade de um resultado negativo ser realmente negativo.
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Os parametros sensibilidade e especificidade apesar de
representarem a qualidade de um teste diagndstico, ndo podem ser
tomados como unica base de decisio porque sdo determinados a
partir de situacGes onde se tem certeza do diagnéstico, refletindo a
capacidade de acerto do teste. Na prdtica € necessario conhecer a
eficiéncia do teste em predizer corretamente a verdadeira situagdo
do evento pesquisado. Para isso calcula-se os valores preditivos do
teste-alvo. O valor preditivo € conhecido como pés-tesic uma vez
que € a probabilidade de acerto do resultado do teste em questao e
depende da prevaléncia da doenca na populagdo. A prevaléncia,
nimero de casos do evento que ocorre na populagdo num dado
momento, é considerada como o pré-teste. Resultados considerados
positivos, mesmo de um teste muito especifico, quando aplicado
em situagdes de baixa prevaléncia, serdo em grande parte falso-
positivos. Da mesma forma resultados considerados negativos,
mesmo de um teste muito sensivel, quando aplicado em situagdes
de alta prevaléncia, provavelmente serdo falso-negativos (Fletcher
& Fletcher, 1989). Neste conceito, em situacbes de baixa
prevaléncia € preferivel o teste mais especifico, que possua elevado
Valor Preditivo Positivo e menor porcentagem de resultados falso-
positivos.

Neste primeiro ensaio € importante ressaltar a seguranga quanto a
positividade e negatividade das amostras. Esta seguranca
fundamenta-se na origem das amostras. Os soros negativos foram
colhidos de animais importados de dreas livres, no momento da
chegada ao Brasil ou seja, garantidamente negativos. Os soros
positivos foram colhidos de animais também importados, apos o
processo de premuni¢io, quando houve inoculagio experimental
dos hemoparasitas, diagndstico clinico e laboratorial da doenga e
tratamento, com subsequente restabelecimento dos animais.
Segundo Fletcher & Fletcher (1989) a dificuldade para avaliagéo
segura de um teste estd em definir um padrio verdadeiro. Neste

ensaio hd o “padrdo-ouro”, o que dd maior credibilidade aos
resultados.
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A prevaléncia de anticorpos anti-A. marginale em Minas Gerais &
elevada, mas a presenca da anaplasmose também ¢ uma realidade,
indicando ser uma drea endémica instdvel (Ribeiro & Reis, 1981
Ribeiro et al., 1983; Ribeiro et al., 1984). Entende-se gue a
prevaléncia de anticorpos anti-A. marginale que represente
protegdo € baixa ou torna-se ausente em determinadas situagdes. O
teste ELISA foi mais especifico e teve um VPP major que a RIFL
Isto quer dizer que um resultado positivo dado pelo ELISA tera
menor probabilidade de ser um resultado falso-positivo.

Em condigbes enzodticas € imprescindivel a identificacdo dos
animais soro-negativos. Dai, serem necessirios testes especificos
ou seja, com menor porcentagem de resultados talso-positivos.
Nestas dreas, os resultados falso-positivos representam os animais
negativos. Portanto, sio os animais que poderdo sofrer a doenga.
Segundo Duzgun et al. (1988), testes de alta espectficidade
serviriam para verificar se problemas como o diagnéstico incorreto
de soros de animais podem ser superados. No caso de importagio
de animais de dreas livres ou de dreas com instabilidade enzoética a
identificagiio dos soro-negativos € importante uma vez que estes
animais serdo introduzidos em situagdes enzoéticas, onde a
exposigdo de suscetiveis € de grande risco.

No segundo ensaio, ELISA e RIFI foram comparados através das
55 amostras de soro de animais de campo (Tab. 5).
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TABELA 5: Comparagio através da Tabela de Contingéncia 2x2
entre o ELISA e a RIFI na deteccio de anticorpos anti-A. marginale
com 55 soros de bovinos de campo.

Campo
Perfil das 55 amostras
amostras ELISA (alvo) RIFI (alvo)
Sensibilidade 70,37% 100%
Especificidade 100% 5,88%
Falso positivo 0 29,63%
Falso negativo 94,12% 0
Valor Preditivo positivo 100% 70,37%
Valor Preditivo negativo 3,88% 100%

Nesta comparacéio com as amostras de campo, quando o ELISA fo1
o teste-alvo e a RIFI o padrio, o ELISA apresentou 94,12% de
resultados falso-negativo embora este mesmo ELISA tenha
apresentado alta especificidade nos ensaios soroldgicos (Tabs. 4 e
5). Segundo Fletcher & Fletcher (1989} se um novo teste €
comparado com um teste-padrdo ndo exato, esse novo teste pode
parecer pior, mesmo que seja realmente melhor. Se o novo teste €
mais especifico, os seus resultados serfio considerados como falso-
negativo quando comparado com o teste antigo e parecerd inferior
mesmo quando estiver mais proximo da verdade.

Um estudo realizado por Ribeiro et al. (1984) determinando a
prevaléncia de anticorpos anti-A. marginale em uma importante
regiio pecudria do Estado de Minas Gerais revelou que 18,9% dos
animais estavam sujeitos a anaplasmose. Um inquérito de opinido
entre criadores realizado por Ribeiro et al. (1983) nesta mesma
regido mostrou a falta de conhecimento da doenga por parte dos
criadores, embora as plasmoses estivessem entre as principais
doencgas dos bezerros. Diante destes resultados a seguranga quanto
a positividade/negatividade das- amostras de soro colhidas de
animais de campo € ausente, ndo hd um padrdo-ouro. Assim para a
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comparagdo entre o ELISA e a RIFI foi feito o confronto onde cada
teste foi adotado ora como teste-alvo, ora como teste-padrao para

andlise na Tabela de Contingéncia 2x2. Esta comparacdo foi
apresentada na Tabela 5.

Trés amostras de soros bovino anti-B. bigemina provenientes do
CNBGC-EMBRAPA foram testadas para verificar a existéncia de
reagdo cruzada. As trés amostras anti-B. bigemina apresentaram
resultado negativo ao ELISA para A. marginale,
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5 CONCLUSOES

A filtragdo da preparagdo antigénica através da coluna de areia
do mar para remogio dos leucécitos melhora a qualidade do
antigeno de Anaplasma marginale para o teste ELISA.

A Microscopia Eletrénica € um parimetro til para avaliacio da
qualidade do antigeno de A. marginale para o ELISA.

O teste ELISA desenvolvido apresentou especificidade maior
que a RIFL

O ELISA desenvolvido € adequado para deteccio de anticorpos
anti-A. marginale em soros de bovinos submetidos ao processo
de premunigio podendo ser til para uso em estudos
epidemioldgicos da anaplasmose.
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SUMMARY

An ELISA test using crude antigen was developed for detecting
antibodies against A. marginale in bovine sera. The antigen was
produced by inoculation of a splenectomized calf with
approximately 5x10° parasited erythrocytes stored in liquid
nitrogen. During the peak of parasitaemia, blood was collected and
after centrifugation the plasma and buffy coat were discarded. In
half of the pellet the leukocytes were removed by filtration through
a column containing sea sand. One part of the material was stored
at -70°C with DMSO 30% within Phosphate Buffer Saline (PBS)
and another was lysed with NH4Cl 0,9% and stored at -20°C. The
other half of the pellet was divided into two parts. One part was
stored at -70°C with DMSO 30% within PBS and another was lysed
with NH,Cl 0,9% and stored at -20°C. Later all preparations were
disrupted by sonication and the sediments were solubilized with
Triton X-100. After each procedure, electron micrograph of the
antigenic preparations were carried out. Typical Anaplasmal
structures were seen only in the antigenic preparation from which
the leukocytes had been removed and the erythrocytes had been
stored with DMSO 30%. Optimal dilutions of the antigen, positive
and negative reference sera were determined by chequerboard
titrations and the cut off value was determined by the mean reading
of 39 negative reference sera increased by two standard-
desviations. The ELISA sistem showed higher specificity (94,87%)
than the IFAT (71,79%).

Key-words: ELISA, Anaplasma marginale, cattle, premunition.




56

APENDICE
Solucdes para ELISA
Solugdo do Substrato OPD (Orto-fenilenodiamino)

O substrato era preparado momentos antes do uso em frasco escuro

ou coberto com papel aluminio. Eram preparados 10 ml de solugio

por placa na seguinte composigao:

¢ Em 10 ml de solugdo tampdo de 4cido citrico (pH 5,0), eram
adicionados 2,0 mg do substrato e 2,0 pl de H>0» , 30 volumes.

Solugao tampdo

N32C03 1,59 g.
NaHCO; 2,93 g.
H>0 ddq.s.p. 1.000 ml

Solugdo tampio de 4cido citrico para o substrato (pH 5,0)

NazHPO4 7,19 g.
Ac. Citrico 5,19 g.
H,Odd gs.p. 1.000 ml

Acido Sulfirico 4 N
Solucio PBS Tween 20 (PBST)

Tween 20 500 ul
PBS (pH 7,6) 1.000 mi
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PBS
NaCl 8 g.
KCl 02¢.
NaHPO,__ 1,44 g.
KH,PO,__ 24 g.

H; Odd.___ 800 ml
o pH era ajustado para 7,2 e o voiume completado para 1.000 ml.
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