TESTE DE CONGLUTINAGAO RAPIDA PARA DIAGNOSTICO DE ANTICORPOS

CONTRA BABESIA BOVIS!
CLAUDIO ROBERTO MADRUGA, RAUL HENRIQUE KESSLER?e MIDORIMIGUTA®

RESUMO - Neste trabalho objetivou-se desenvolver e avaliar um teste de conglutinagio rapida para
diagndstico de anticorpos contra Babesia bovis (TCR-B. bovis), com desempenho similar ao do teste da
imunofluorescéncia indireta. O TCR-B. bovis apresentou sensibilidade de 95,7%, especificidade de
97,6% ¢ precisio de 96,5%. Os mesmos parfmetros para imunofluorescéncia indireta (IF1) foram
respectivamente 99,1%, 99,7% ¢ 99,4%. O TCR demonstrou ter capacidade de determinar
imunoglobulinas especif cas anti-B. bovis tio cedo quanto a IFl, apds mfecqﬂo experimental com este
hemoprotozoario. As reagdes cruzadas do TCR-B. bovis com soros de animais infectados com Babesia
bigemina ocorreram em 4% dos soros. O antigeno para TCR produzido com hemacias ndo parasitadas
apresentou 3,5%, 1,5% ¢ 2,2% de reagBes positivas com soros de animais infectades experimentalmen-
te com B. bovis, B. bigemina ¢ Anaplasma marginale, respectivamente, Entretanto, ndo foi observada
nenhuma destas reagdies positivas com soros de 4reas endémicas com esta preparago de antigeno.
Considerando-se os resultados acima ¢ ainda que o antigeno TCR-B. bovis se manteve vidvel apés um
periodo de 172 a 245 dias de armazenamento a 4°C, conclui-se que esta prova soroldgica poderd vir a ser
utilizada em estudos epidemiolégicos e na avaliagio de medidas preventivas contra esta espécie de
Babesia,

Termos para indexagfio: imunofluorescéncia, imunoglobulinas, hemoprotozodrio.

RAPID CONGLUTINATION TEST FOR DIAGNOSIS OF BABESI4 BOVIS ANTIBODIES

ABSTRACT - The objective of this work was to develop and evaluate a rapid conglutination test
{RCT) for detection of antibodies against Babesia bovis (B. bovis-RCT), with similar performance as
the indirect immunofluorescence test. The B. bovis-RCT had a sensitivity of 95.7%, a specificity of
97.6% and the precision of 96.5%, the same parameters for the IFAT being 99.1%, 99.7% and 99.4%
respectively. The RCT was able to detect immunoglobulins anti-B. bovis as early as IFAT after bovine
challenge with these hemoprotozoans. B. bovis-cross reactions with sera of Babesia bigemina infected
cattle were 4%, The RCT prepared with non-parasitized erythrocytes (negative antigen) showed 3.5%,
1.5% and 2.2% of positive reactions with sera of animals infected with B. bovis, B. bigemina and

-Anaplasma marginale. None of sera from animals in endemic areas had positive reactions with this
antigen. Considering these results and the viability of B. bovis-RCT (172 to 245 days, stored at 4°C),
itcan be concluded that this serological test can be used for epidemiological studies and the evaluation
of control measures against this species of Babesfa.

Index terms: immunofluorescent antibodies, immunoglobulins, hemoprotozoans.

INTRODUGAO

Na determinag3o da prevaléncia da Babesia bovis
bem como de outros parimetros epidemioldgicos,
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tal como taxa de inoculagfio, as provas soroldgicas
s3o fundamentais.

Nos tiltimos anos houve desenvolvimento de v4-
rias técnicas sorologicas com 2 finalidade de aprimo-
rar na sensibilidade e especificidade (Johnston et al.,
1973; Todorovic & Kuttler, 1974; Barry
et al., 1982; Waltisbuhl et al.,, 1987; Chieves et al.,
1989; Kung’U & Goodger, 1990). Mais recentemen-
te, foram produzidos antfgenos altamente purifica-
dos por técnicas de biologia molecular com a produ-
¢30 de subunidades antigénicas de especi-
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ficidade definida {Goffet al., 1989; Bose et al,, 1990),
que foram utilizados em testes de imunoadsorgdo
enzimética (ELISA). Apesar destes progressos
tecnolégicos da sorologia, a sensibilidade
conseguida por estes testes ndo foi efetivamente
superior ao da imunofluorescéncia indireta (Barry
etal., 1982; Goffet al., 1989) para que possam alterar
a interpretagio de um levantamento sorolégico. In-
clusive, a alta sensibilidade da imunofluorescéncia
indireta possibilitou um elevado grau de concordén-
cia com a sonda de DNA (Goffetal., 1988).

Além da sensibilidade e especificidade, outras ca-
racteristicas sdio desecjdveis para as provas
soroldgicas: devem ser de realizagfio simples; eco-
ndmicas; répidas na obten¢fo de resultados;
reproduziveis; e no devem requerer equipamentos
especializados, portanto apropriadas para testes a
campo. O tipo de teste soroldgico que possui estas

caracteristicas adicionais sfo as aglutinagdes. En- .

tretanto, a sensibilidade deste tipo de prova normal-
mente ¢ inferior & das demais. A introdugio da
conglutinina numa prova de aglutinago, tornando-
-a uma reagdo de conglutinag&o, melhorou conside-
ravelmente a sensibilidade do teste de aglutinagdo
em cartfio para o diagnéstico de anticorpos contra
Anaplasma marginale (Rose et al., 1974). Estamodi-
ficagio ¢ 0 modo de preparagiio do antigeno permite
estabelecer a hipotese de que antigenos espécie-es-
pecificos dos estigios intraeritrociticos da B. bovis
possibilitam o desenvolvimento de testes sorol6gicos
de conglutinagio de alta sensibilidade e
especificidade similares ao da imunofluorescéncia
indireta,

O presente trabatho objetivou desenvolver e ava-
liar um teste soroldgico com desempenho similar ao
do teste da imunofluorescéncia indireta para o diag-
néstico de anticorpos contra B. bovis.

MATERIAL E METODOS

Obtenciio de hemicias parasitadas para a produciio de
antigeno para as provas sorolbgicas

Um estabilizado com cepa pura de B. bovis isolada no
Estado de Mato Grosso do Sul (Kessler et al.,, 1987) foi a ori-
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gem do material para a obtengao do antigeno das provas
sorolégicas. Bezerros Bos indicus daraga Nelore com seis
a oito meses de idade, esplenectomizados e provenientes
de 4rea livre de carrapato receberam indculo para a produ-
30 de parasitemia. Subinoculagdes foram realizadas at¢ a
obtengo de parasitemia igual a, ou maior que 5% paraa
imunofluorescéncia indireta (IFI), ¢ 30%, ou superior, para
o teste de conglutinagio rdpida (TCR). As hemdcias
parasitadas com porcentagens compativeis de hemo-
protozodrios para a obtengio de antigeno para IFI foram
colhidas em volume de 100 mL e processadas de acordo
com a técnica descrita por Madruga et al. (1986).

Para a produglo de antigeno para o TCR, os bezerros
com parasitemia apropriada foram canulados na carétida,
¢ foi realizada sangria total destes animais. O sangue foi co-
lhido em frascos contendo citrato de sodio. Ap6s trés lava-
gens com solugao tampZo fosfato, as hemécias compactadas
foram ressuspensas em é&gua destilada estéril na relagéo
1:5 v/v, e imediatamente congeladas a -80°C, em aliquotas
de 100 mL. :

Preparaciio do antigeno de B. bovis para o TCR

O sangue foi descongelado e, entlo, centrifugado a
10000 x g, durante 30 minutos. A seguir, o sedimento foi
ressuspendido em solugdo tampio fosfato contendo
microclementos, calcio ¢ magnésio (STFM), homogeneizado
¢ dividido em aliquotas de 100 mL. Em seguida, o material
foi sonicado a 50 Watts, baixa intensidade, por 30 segundos,
¢ novamente centrifugado como descrito acima, O mesmo
procedimento foi repetido duas vezes, tendo como Gnica
alteragio alavagem do material com STFM contendo an-
tibiéticos penicilina-estreptomicina (STFMA). A concentra-
¢do da penicilina foi de 100 unidades, enquanto quc ada
estreptomicina foi de 100 pg por mililitro. Entre cada pro-
cesso de lavagem, o material foi homogeneizado em um
homogeneizador Toen-Broeck. Apds a iltima lavagem, o
material foi dividido em aliquotas de cinco mililitros e conge-
lado a -80°C por 24 horas. A suspensfo contendo o ma-
terial antigénico foi descongelado em temperatura ambien-
te, homogeneizado ¢ submetido 4 a¢io do disruptor
ultrassbnico, como anteriormente mencionado, e centri-
fugado, por 30 minutos, a 4°C, a 10000 x g. As duas lava-
gens seguintes utilizaram o tampéo de Walpoles, pH 5,0.
Apésa tltima lavagem, o corante “fast green” foi adiciona-
do narelagio 1:20. O material antigénico foi mantido sob
agitagAo constante a 4°C por 24 horas. O excesso de corante
foi removido por centrifugago, ¢ 0 sobrenadante, descar-
tado. O sedimento final foi ressuspense em tampio de
Walpoles. :
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Obtenciio do fator sérico bovino (FSB)

O FSB foi obtido a partir de um “pool” de soros de
bovinos da raga Nelore clinicamente normais. Estes ani-
mais eram livres da infecglio por Babesia,

Execuciio do teste de conglutinagfio ripida para diag-
néstico de anticorpos contra B. bovis

A prova de conglutinagio foi realizada basicamente de
acordo com a técnica descrita para a aglutinagZo em car-
tio para o diagndstico de anticorpos contra 4. marginale
{Amerault et al., 1981). Na execugio da prova foram utili-
zados 15 microlitros de soro teste, 30 microlitros de FSB
e 15 microlitros de antigeno. Os trés componentes foram
misturados, € a seguir, agitados em uma placa de vidro. A
padronizag3o da prova foi realizada com um grupo de 25
soros de animais infectados com B. bovis e apresentando
reages positivas na IFI e 25 soros de bovinos nfo infectados
com este hemoprotozoério. A concentragio do antigeno foi
determinada considerando o tempo dereagdo e intensidade
das aglutinagdes. O critério para a leitura dos resultados foi
o seguinte; negativo (-), sem apresentagio de grumos; fra-
co positivo (+), pouca presenga de grumos; positivo (++),
presenga regular de grumos; forte positivo {(+++), intensa
formagio de grumos; muito forte positivo (++++), reagfio
muito intensa com formagao de um coédgulo.

Imunofluorescéncia indireta

Esta técnica foi realizada de acordo com descrigio de
Madruga et al. (1986), utilizando isolados do Estado do Mato
Grosso do Sul para a preparagio do antigeno.

Anilise dos soros de animais infectados com B, bovis

Foram analisados pelo TCR ¢ IF, 112 soros provenien-
tes de bezerros infectados com isolados de B. bovis do Mato
Grosso do Sul,

Determinag¢do do tempo pés-inoculag¢iio (PI) para
detecclio de anticorpos contra B. bovis

Cinco bezerros foram infectados com B. bovis, ¢ os
soros destes animais foram analisados diariamente, até a
detecgiio inicial de anticorpos pelo TCR ¢ IFIL. Posterior-
mente, a andlise foi realizada com uma periodicidade varid-
vel. Para o exame hemoparasitoldgico foi empregadaaco-
lorag#o de May-Grunwald-Giemsa.
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Determina¢iio de anticorpos em bovinos infectados
com diferentes nimeros de B. bovis

Para analisar a relago do indeulo com a produgio de
anticorpos a niveis detectéveis pelo TCR ¢ IFI, dezesseis
animais foram divididos em grupos de quatro bezerros. Os
indculos foram os seguintes: 2 x 107, 107, ¢ 5 x 10° organis-
mos de B, bovis. Q quarto grupo nio foi infectado, perma-
necendo como grupo-controle. A anglise sorolégica do TCR
¢ IF1 foi realizada semanalmente até a quarta semana P

Andlise de soros de animais n3o infectados por B.
bovis

Foram analisados 295 soros de animais importados ou
criados no extremao sul do Pafs, em 4reas livres de carrapa-
tos transmissores de organismos do género Babesia.

Avaliagfio de reagles cruzadas dos soros de animais
infectados com B. bigemina e A. marginale

Foram examinados, com o antigeno TCR-B. bovis, 50
soros de animais infectados com B. bigemina, ¢ 82 soros
de animais infectados com A. marginale.

Anélise dos soros de animais infectados com B. bovis
com antigeno negativo

O antfgeno negativo foi uma preparagio do antigeno de
TCR a partir de hemécias obtidas de varios bezerros ndo
infectados, com organismos do género Babesia. Para es-
ta avaliag#io os soros testados foram divididos em dois gru-
pos: 1) soros oriundos de animais infectados experimental-
mente com B. bovis; 2) soros de bavinos infectados natu-
ralmente em diferentes dreas endémicas do Brasil.

Andlise de repetibilidade e longevidade

Duas partidas de antigenos de B. bovis foram avaliadas
com respeito & fongevidade e repetibilidade. Para tal, foram
utilizados dez soros negativos ¢ dez soros positivos, scpara-
dos em pequenas aliquotas de 100 pL armazenados -20°C,
Os exames foram realizados em intervalos médios de 30
dias, e em cada ocasifio eram usadas diferentes aliquotas
do mesmo soro. Os testes foram executados até os soros
positivos diminufrem na intensidade da reagdo ou até os soros
negativos apresentarem reagdes nio-especificas.

Determinagio dos parimetros de validag¢do do teste

Para determinar matematicamente os parimetros de
sensibilidade, especificidade e precisio, os soros dos ani-
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mais conhecidamente positivos foram simbolizados por a
e por b quando as reagdes eram falso-positivas. Os soros
de animais negativos foram representados por d quando o
resultado era negativo, e, por ¢, quando as reagdes eram
falso-positivas.

Anélise estatistica

A avaliagdo estatistica do TCR comparativamente a [FI
foi realizada com o teste qui-quadrado a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Empregando soros contendo imunoglobulinas es-
pecificas contra B. bovis, como referéncia, foi esta-
belecido que 5% de material sélido devera ser a con-
centragdo apropriada para um antigeno obtido a par-
tir do sangue com parasitemia de 31,5% para B. bovis.
O tempo para a leitura dos resultados foi estabeleci-
do em cinco minutos, podendo as reagdes incomple-
tas neste periodo ser lidas aos sete minutos, pois
nos soros negativos ndo aparecem aglutinagdes com
o passar do tempo (Fig. 1).

Andlise dos soros de animais infectados experi-
mentalmente com esta espécie de Babesia, resultou
em 111 (98,2%) e 107 (95,5%) reagdes positivas, res-
pectivamente na IFI e TCR. Apesar de uma maior
percentagem de soros reagentes na IFI que no TCR,
esta ndo foi superior quando avaliada estatistica-
mente (P20,05). Na determinagdo do tempo pos-
inoculagdo para detecgdo de anticorpos, os exames
hemoparasitologico e sorolégico na IFI e TCR, indi-
caram que, em quatro bezerros, a parasitemia ocor-
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reu antes que as imunoglobulinas especificas contra
B. bovis fossem detectadas por estes testes; em dois
bezerros, aresolugio da parasitemia coincidiu com o
aparecimento de anticorpos; no terceiro animal, a
parasitemia persistiu trés dias apés o aparecimento
dos anticorpos, e nos dois bezerros restantes, a
detecgdo inicial das imunoglobulinas anti-B. bovis
ndo teve relagdo com a parasitemia. Nos bezerros de
numeros um e trés, a IFI foi capaz de determinar, um
dia antes da TCR, anticorpos anti-B. bovis, enquan-
to que resultado inverso foi observado no bezerro
numero cinco. Nos demais animais, as imuno-
globulinas especificas contra este hemoparasito fo-
ram detectadas inicialmente no mesmo dia, pela IFl e
TCR. Ap6s a detecgio inicial dos anticorpos, a IFl e
o TCR apresentaram reagdes positivas até o final da
avaliagdo sorologica, que variou de 53 dias PI até
130 dias PI. Portanto, no que concerne ao periodo de
tempo poés-infec¢do, necessario para detectar as
imunoglobulinas iniciais, o TCR ndo diferiu signifi-
cativamente da IFI (P=0,05), pois nos casos em que
houve diferengas, estas ndo ultrapassaram a um dia
com relagdo a IF1. A constatagiio de Todorovic &
Long (1976), de que a IFI detectou anticorpos contra
B. bovis quatro semanas antes da fixagdo de comple-
mento (FC) sugere que o TCR tem um desempenho
superior a FC neste aspecto. Comparando os resul-
tados do TCR neste experimento e os de um ELISA
preparado com antigeno ndo purificado de B. bovis
(Barry et al., 1982), foi constatado que o primeiro
teste foi capaz de detectar anticorpos antes que o
segundo.

1

FIG. 1. Intensidade de aglutinacio das reacdes dos testes de conglutina¢do rdpida para o diagnéstico de anti-
corpos contra B. bovis e B. bigemina. 1 — reagiio negativa; 2 — fraca positiva; 3 — forte positiva.
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Na maioria dos casos, 0s anticorpos contra
B. bovis foram detectados apds o surgimento, no
sangue periférico, destes hemoprotozodrios. Esta ob-
servagldo concorda com os resultados verificados
com aglutinago capilar (Ross & Lohr, 1968).

Os resultados sorolégicos dos animais infec-
tados com diferentes indculos de B. bovis poclem
ser observados na Tabela 1.

A reagdo humoral dos bovinos 3s infecgdes tem
aspectos individuais relacionados 4 imunidade ina-
ta e 4 capacidade imunoldgica adaptativa de respon-
der a ant{genos especificos de B. bovis que, geral-
mente, estdo associados a fatores genéticos.
Talvez sejam estas as razdes que justificam um
maior niimero de reagentes no grupo infectado com
107 organismos de B. bovis tanto no TCR como na
IF1.

~ Osresultados dos diferentes grupos sugerem que
a IFI possui maior sensibilidade que o TCR, com
relagio ao nimero de parasitos inoculados, pois a
prova de anticorpos fluorescentes detectou maior
nimero de reagentes. No exame dos soros de bovi-
nos provenientes das regides livres de Babesia de-
tectou-se um soro positivo na IFI e dois no TCR.
Estes resultados evidenciam um indice de 0,37%
de falsos positivos para a primeira prova soroldgica,
e 0,68 de falsos positivos para a segunda. O Indice
de falsos positivos com soros negativos coloca o
TCR em nivel similar ao da IFI, como foi verifica-
do neste trabalho e em outros que utilizaram esta
prova soroldgica (Johnston et al.,, 1973; Madruga
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etal., 1986). O indice de falsos positivos do TCR foi
também semelhante a um teste de imunoadsor¢io
enzimdatica que tem antigeno purificado (Waltisbuhl
et al., 1987) ou inferior a outro preparade com
antigeno nio-purificado {Barry et al., 1982). O TCR
apresentou, com relaglio a reagdes falso-positivas,
desempenho superior ao da FC, mesmo aperfeigoa-
do e adaptado & microtécnica (Mahoney, 1967;
Todorovic etal., 1971} e ao da aglutinagio em limina
{Goodger & Mahoney, 1974). Na avaliagiic de rea-
¢8es cruzadas no TCR, entre os soros de animais
infectados apenas com B. bigemina, dois apresenta-
ram aglutina¢do no TCR com antfgeno da outra es-
pécie de Babesia; ocorreram apenas 4% de reagdes
cruzadas, enquanto que o soro dos bovinos
infectados com A. marginale proporcionaram 1,22%
de reagdes falso-positivas,

As reagdes cruzadas em animais infectados com
B. bigemina talvez estejam associadas a dois fato-
res: 1) na fase aguda ou de convalescenga, estariam
presentes em maior concentragdo imunoglobulinas
do isotipo M que possuem menor afinidade pelos
determinantes antigénicos dos parasitos que as
imunoglobulinas G, devido ao fenémeno da
maturag3o da resposta imunoldgica; 2) em decorrén-
cia da caracteristica hemolitica da infecgiio, seriam
produzidos anticorpos contra o estroma de hemacias,
que sdo mais evidentes também em soros obtidos na
fase aguda ou de convalescenga. Portanto, a fase
da infecgdo pode ter sido a causa das reagdes
cruzadas verificadas nos soros de animais

TABELA 1. Determinagiio da sensibilidade dos testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) e de conglutinagio
ripida (TCR) em detectar anticorpos em bovinos infectados com 2 x 107 (grupo A), 107 (grupo B)

e 5 x 10% (grupo C) organismos de B. bovis.

Tempo Teste Grupos experimentais
pds-inoculago sorolégico : A B C
(dias) 1 2 3 1 4 1
0 IFT 0 0 0 0 0 0 -0 0 0 0
TCR - - - - .
14. IF1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80 380 80
TCR - - - - . - - - - - - -
28 IFI 80 80 0 0 80 8 0 80 80 0 ] 80
TCR - + - - N T e . .
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infectados com B. bovis e A. marginale; esta ulti-
ma tem também caracteristicas hemoliticas, pois com
0s soros de animais que nio ¢stavam na fase aguda
ou de convalescéncia de Areas enzoéticas ndo foram
verificadas reagdes. ‘

Entretanto, as porcentagens de reagdes cruzadas
nfo invalidam a especificidade do TCR, pois nenhu-
ma delas proporciona um valor inferior a 95%. A ani-
lise com antigeno negativo demonstrou que o estroma
presente na preparago antigénica n3o interfere de
forma importante no desempenho do TCR. Isto fica
particularmente evidenciade nos soros de bovinos
de 4reas endémicas; a maioria € infectada cronica-
mente com B. bovis, B. bigemina ¢ A. marginale.

As aglutinag@es n3o-especificas estdo, talvez, as-
sociadas a antigenos de grupo sangliineo.

As diferengas entre as provas sorolégicas estio
associadas 4 dindmica de produgio dos diferentes
isétipos de imunoglobulinas e aos isétipos determi-
nados para cada uma das provas, Durante a fase
inicial da infec¢®o priméria por B. bovis, s3o produzi-
das IgM e IgG) que slo detectadas pela FC, IFI (James
etal,, 1981), ELISA (O’Donoghue et al., 1985) e pro-
vas de aglutinacdo. Na resposta humoral secunda-
riz, hi producio de IgM, IgG; e IgGs, mas com a
cronicidade da infecgdo ocorre um declinio na con-
centragiio de anticorpos e, exclusivamente, persis-
tem imunoglobulinas da classe IgG (Maheney, 1979).
Q isdtipo IgG € responsavel pelas reagdes persisten-
tes verificadas na IFI ¢ hemaglutinago indireta, A
reagio e a intensidade desta na FC dependem da
presenca de anticorpos fixadores de complemento;
o isétipo IgM é o mais eficiente. Por estarazdo, a FC
¢ amelhor prova para identificar infecgdes recentes,
mas falha em detectar animais com infecgdes croni-
cas, por isso nfo € uma prova indicada para estudos
de prevaléncia. O TCR, por ser uma prova de
conglutinagiio, ocorre em cascata, sendo que a pri-
meira reaglio ocorre entre antigeno e anticorpo, se-
guindo a fixagdo do complemento ao complexo, para,
finalmente, a conglutinina combinar através do com-
ponente C3y; do complemento (Lachmann, 1967).
Baseado neste mecanismo da conglutinagio, esta
reagdo depende de anticorpos fixadores de comple-
mento, como na FC. Portanto, esta seria a raziio pela
qual o TCR detectaria anticorpos por um periodo
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mais curto que a IFI, Entretanto, a sensibilidade do
TCR € maior que a da FC, fato que também pode ser
observado nos resultados obtidos por Kuttler et al.
(1977) com FC, e pela andlise estatistica, pois o TCR
nio diferiu da IFI (P20,05%) no diagndstico de
anticorpos contra esta espécie de Babesia. A sensi-
bilidade da IFI e TCR foi de 99,1% e 95,7%, respecti-
vamente. Os resultados evidenciam que a sensibili-
dade desta prova é semelhante a4 da IFI, o que tam-
bém foi verificado por Johnston et al, (1973) ¢ Ma-
druga et al. (1986). A mesma constatagio ¢ valida
para outros testes sorolégicos, reconhecidos por
possuir alta sensibilidade, como: a hemaglutinagfo
indireta {Goodger & Mahoney, 1974}, o
radicimunoensaio (Schuntner & Wright, 1989), ou
o0s mais recentes testes de imunoadsorg#o enzimatica
(Barry et al., 1982; Waltisbuhl et al.,, 1987; Bose etal.,
1990; Kung'U & Goodger, 1990). Outros testes de
aglutinagfo obtiveram sensibilidade elevada, tais
como o teste de aglutinagdo em particulas de l4tex
{Lopez & Todorovic, 1978; Montenegro etal., 1981;
Chieves et al., 1989) para o diagnéstico de
imunoglobulinas especificas contra B. bovis, mas
apresentaram problemas de especificidade.

A especificidade da prova de anticorpos fluores-
centes foi de 99,7% e do teste de conglutinagio,
97,6%, enquanto que a precisfo da prova de
imunoflucrescéncia foi de 99,4%, e a de aglutinagio,
96,5% (Fig. 2).

A estocagem a 4°C por um perfodo aproximado
de seis meses (Tabelas 2 e 3) possibilita a utilizagio

100

Percentagem
& 8

FIG. 2. Sensibilidade, especificidade e precisio do tes-
te de conglutina¢dio rdpida (TCR) em compa-
racio com a imunofluorescéncia indireta (IFI)
no diagndstico de anticorpos contra B. bovis,
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TABELA 2. Anilise de desempenho do teste de couglutmacio répida com antigeno de B. bovis: longevidade
¢ repetibilidade I'.

Namero Tempo pés-preparagio do antigeno (dias)
do animal
0 17 42 71 97 125 155 172 192 209
Soros negativos
1 - - Com - - - - - - -
2 - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - -
5 - . - - - - - - - - -
6 - - - . - - - - - -
7 - - - - - - - - . -
8 - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - . -
Soros positivos '
11 +++ +++ +++ - +H+ +H+ . ++ +
12 ++ ++ + ++ ++ ++ + + - -
13 +HH+ +++ +4+++ ++++ +H +H+ +++ +++ +++ ++
14 ++ ++ +++ +++ ++ ++ + + + -
15 +H+ ++ +++ +++ ++ + + + + -
16 4+ +++ +H+ -+ +++ ++ ++ ++ + +
17 +++ ++ ++ +HH e +H++ +H++ ++++
18 +++ +++ +++ -t -+ +++ +++ + +++ ++
19 ++ ++ ++H+ ++ + + o+ + + -
20 +H+ + ++ ++ +++ + + + + -

! Repetibilidade da primeira partida de antigeno.

TABELA 3. Anilise de desempenho do teste de conglutinagiio réplda com antigeno de B. bovis: longevidade
e repetibilidade II',

Numero Tempo p6s-preparagio do antigeno (dias)
do animal

==
)
<
o
—

91 120 152 182
Soros negativos

[ ]
—
[

245 272

[=RY-N. BN N VNP SR
[ T T T O |
]
(I T B T B |
I R T T TR B Y N B}
] [ I
[T T | ’

—

Soros po

V)

]
= R T T R R

itivos

Frifiedtit
Pipritiees
SESE2EY
32355311 NNRERRRNRS
H11E11E
SEFTEEILE
PEEFEEEE
t113§§§3
332232225
2 AR

[ ]
o

! Repetibilidade da segunda partida de antigeno.
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deste teste em varias regiSes brasileiras onde as fa-

cilidades de diagnéstico soroldgico nio existern ou

nfo sdo empregadas sistematicamente.
CONCLUSAO
O TCR-B. bovis pode ser empregado em estu-

dos epidemiolégicos experimentais e na avaliagdo
das medidas preventivas contra B. bovis.
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