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IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA PARA DIAGNGSTICO SOROLOGICO DE Babesia bigemina
E Babesia bovis: PRODUGAO DE ANTIGENO COM CEPAS [SOLADAS NO ESTADO DE
MATO GROSSO DO SUL E AVALIAGCAO PRELIMINAR DO TESTE
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A babesiose bovina no Brasil ocorre de forma enzootica em quase todo o
territorio, sendo o carrapato Boophilus microplus o unico vetor conhecido.
Mesmo nestas areas em que a situacao e reconhecida como de estabilidade en-
zootica, sao observadas manifestacoes clinicas da doenca, causando a2 morte
ou retardamento no desenvolvimentc do animal. Esta situacao € mais grave
nas areas ditas marginais ou de instabilidade enzootica onde as condigoes
climaticas sao desfavoraveis ao desenvolvimento do carrapato. Exemplos des-
ta situacao podem ser verificados durante o inverno, no extremo sul, e pos-
sivelmente, no Nordeste, apos longos periodos de estiagem.

Assim, como outras doencas transmitidas por vetor, a babesiose e um pa-
radoxo para o criador. O controle eficiente do vetor é economicamente dese-
javel, mas, alcancando-se isto, a taxa de transmissao da Babesia pode ser
reduzida abaixo no nivel requerido para se manter a imunidade do rebanhc.
A reversao a susceptibilidade acontece de maneira imperceptivel, porque o
criador nao tem a oportunidade de controlar o processo, até que a doenga se
manifeste, quando ¢ impossivel a prevencao. A disponibilidade de técnicas
sorologicas de diagnostico é indispensavel para o reconhecimento da situa-
cao epidemiologica da populacao, possibilitando assim o uso de medidas pre-

ventivas.
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‘Nos ultimos anos foram desenvolvidos diversos testes sorologicos, mas a
imunofluorescencia indireta (IFI) apresenta uma série de vantagens. E exe-
cutada com relativa facilidade e permite uma analise qualitativa e quénti—
tativa dos soros com alto grau de especificidade e sensibilidade.

A origem do material para a producao do antigeno para a IFI foram as ce-
pas de B. bovis GC 4974-83 e de B. bigemina GC 5118-83, isoladas no Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

A producido de antigeno de B. bigemina processou-se da seguinte forma:
dois bezerros (nQs 6428 e 6415) da raca Nelore (Bos indicus), criados  li-
vres de infeccao por hemoparasitos, foram esplenectomizados e mantidos em
baias individuais. O bezerro 6428 foi inoculado por via endovenosa (e.v.),
com 110 ml de um estabilizado com 7,3% de eritrocitos parasitados por B.
bigemina. Em virtude de o bezerro ter sido inoculado 67 dias apos a esple-
nectomia, foram aplicadas injegoes intramusculares (i.m.) de 10 mg de dexa-
metazonal, nos tres dias que antecederam a inoculagido, para diminuir a rea-
cao imunologica. No seétimo dia pos—inoculagao (PI), quando a parasitemia era
de 0,97 e o hematécrito de 19% foram colhidos 250 ml de sangue deste bezer-
ro em solucao de citrato de sodio a 2,087 na proporcao 9:1. O sangue foi
centrifugado a 1090 x g por 10 minutos a 4°C, sendo removido o plasma e os
leucocitos. Apos serem lavados por tres vezes com uma solucao tampao fosfa-
to pH 7,2 por centrifugacdo na mesma rotacdo, tempo e temperatura, oS eri-
trocitos foram recolocados em suspensao em soro glicosado a 5% e inoculados
(e.v.) no bezerro 6415. A inoculacao foi efetuada 17 dias apos esplenecto-
mia. As laminas de antigeno foram preparadas no segundo dia PI, quando a pa-
rasitemia era de 4,5% e hematocrito 327 e no terceiro dia PI quando a para-
sitemia e o hematocrito eram de 19%. As amostras de sangue foram colhidas e
.0s eritrocitos lavados conforme descrito anteriormente. Apos a ultima lava-
gem os eritrocitos foram recolocados em suspensao em uma solucao tampao
fosfato pH 7,2 a uma concentragao final ajustada para 507 de hematocrito.
Com esta suspensao de eritrocitos parasitados foram feitas distensdes com
camada fina em laminas de microscopio novas e limpas com gaze.

Para a preparacao do antigeno de B. bovis utilizou-se o sangue do bezer-

ro 5785 que apresentava uma parasitemia de 8,3% e um hematocrito de 257%
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seis dias apds a inoculacdo. Este animal era o sétimo de uma série de pas-
tagens rapidas da cepa GC 4974-83, em bezerros esplenectomizados. Os meto-
dos de coleta, manipulacao e preparacao das laminas de antigeno, foram iden-
ticos aos utilizados para B. bigemina, descritos anteriormente.

A execucao do teste foi de acordo com descricoes anteriores, exceto o
periodo de incubacao apos a aplicacao do conjugado que foi de 30 minutos a
379C. A leitura dos resultados foi em um microscopio Zeiss Universal com
condensador III RS e epiluminacao. Tendo como fonte luminosa uma lampada
HBO de 50 W, ocular 10 X e objetiva de imersao 50 X em glicerina tamponada,
colocada diretamente sobre a preparacgao. '

A avaliagao preliminar do teste de IFI foi conduzida da seguinte maneira:
para se determinar o grau de sensibilidade e especificidade do teste foram
realizadas prov-s com 123 soros comprovadamente negativos, oriundos de ani-
mais criados em area livre de carrapatos, e com 123 soros positivos obtidos
de animais criados em area enzootica que apresentaram Babesia ou foram ino-
culados experimentalmente. Para se determinar a persistencia dos anticorpos
foram inoculados experimentalmente cinco bezerros com cepas puras de B. bo-
vis e quatro com B. bigemina.

0 antigeno de B. bigemina, para a prova de IFI, preparado a partir do
material colhido no segundo dia PI foi superior ao obtido mno terceiro dia
PI, quanto a nitidez da morfologia do hemoprotozoario e fluorescencia nao
especifica. Embora as duas preparacoes de antigeno tenham demonstrado omes-—
mo grau de sensibilidade e especificidade, a analise visual dos soros, com
relacao as reacoes fraco positivas, foram dificultadas com o antigeno pre-
parado tres dias PI. Este problema pode ser mais acentuado, a ponto de com-
prometer a qualidade do antigeno, a medida que aumenta o grau de hemolise.

A preparacao de antigeno de B. bovis nao apresentou o mesmo nivel de di-
ficuldade, pois a hemolise parece nao influir de forma tao critica quanto
em B. bigemina, embora tenha sido necessario um maior numero de passagens
para ser obtida uma percentagem de parasitos compativel com a preparacao do
antigeno antes da formacao de anticorpos especificos contra o hemoparasito
pelo animal inoculado.

A IFI pode ser um teste sorologico de ligacao primaria, isto &, mensura
diretamente a interacao entre antigeno-anticorpo, e um dos testes de maior

sensibilidade. No diagnostico de anticorpos contra B. bovis apresentou es-
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pecificidade de 96,87 e sensibilidade de 97,97, e para B. bigemina tanto a

especificidade como a sensibilidade foram de 1007. Nos cinco animais infec-
tados experimentalmente com B. bigemina e quatro com B. bovis o teste de
IFI detectou anticorpos por periodos longos, 335 dias PI para o primeiro
hemoparasito e 276 dias PI para o segundo, embora estes pudessem ser maio-—
res, pois os soros foram coletados somente até os dias PI mencionados.
Falta uma analise das possiveis reacoes cruzadas decorrentes dos antige-
nos comuns do genero Babesia, presente na B. bovis e B. bigemina, embora
exista uma série de referencias demonstrando que os antigenos permitem uma
diferenciacao entre as espécies, particularmente quando a prova € padroni-
zada criteriosamente. Entretanto, os dados constatados conferem, a princi-
pio, as técnicas de IFI desenvolvidas no CNPGC o mesmo padrao de qualidade
referido na literatura mundial. Estes testes sorologicos portanto, possuem
um grande valor péfa os estudos epidemiologicos e imunologicos pois os an-

ticorpos detectados tem alta relacao com a protecao contra a babesiose.
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