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DESENVOLVIMENTO DE UMA PROVA DE IMUNOADSORCAO ENZIMATICA PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA Trypanosoma vivax EM BOVINOS:
RESULTADOS PRELIMINARES
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Terezinha M. da Cruz®
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Até recentemente, no Brasil, descricoes da presenca de Trypanosoma vivax se
restringiam a regiao Norte, sendo o primeiro relato em budfalos em 1972 no Estado do
Pard. Somente em 1995, 7. vivax foi identificado na regido pantaneira de Poconé, no
Estado de Mato Grosso, e em Mato Grosso do Sul. Esse dado sugere que este
hemoprotozodario esta se expandindo no territério nacional e tem potencial para atingir
outras areas, por causa do modo de transmissdo. 7. vivax tem sido reportado como
responsavel por grandes perdas econdmicas a bovinocultura em &areas tropicais, refletidas
por perdas na producao de carne e leite, infertilidade, retardamento no crescimento e
mortalidade dos animais. A infeccdo por esse hemoparasito € caracterizada por
emagrecimento progressivo, anemia, edema de barbela, febre, anorexia, oftalmite, diarréia
e abortos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver um teste de imunoadsorcao
enzimatica indireta (ELISA), a partir de um isolado de 7. vivax da regiao do Pantanal, para
deteccao de anticorpos contra esse hemoparasito em bovinos, e disponibilizar uma técnica
de diagnéstico sorolégico para os servicos de vigilancia sanitaria, apés a avaliacao da sua
sensibilidade e especificidade. O antigeno para o ELISA foi preparado a partir do sangue

de uma vaca mestica de Nelore da regidao de Poconé, Mato Grosso, parasitada com T.

vivax, e com sintomas clinicos de tripanossomose. A producao de antigeno para o teste
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de imunoadsorcao enziméatica foi realizada a partir de sangue com 40 hemoparasitos por
campo. O sangue parasitado foi centrifugado a 3.000 rpm durante cinco minutos, e o
plasma e a interface de leuc6citos foram recolhidos para uma centrifugacdo a 10.000 rpm
durante 30 minutos. Ao sedimento obtido foi adicionado tamp&o de lise (tris 100 mM, EDTA
10mM, TLCK 0,2 mM, PMSF 2 mM, NP-40 1,0%) e esse material foi homogeneizado em
Ten-Broeck. Esse processo foi repetido trés vezes, seguido por um congelamento por doze
horas a -70°C. Apés, foi descongelado em banho-maria e homogeneizado em Ten-Broeck, e
submetido a disrupcdo ultra-sénica por 4,5 minutos. Finalmente, foi efetuada uma
centrifugacao por 14.000 rpm por 30 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi armazenado a -
70°C. A execucdo da prova de ELISA foi realizada apds vérias alternativas de padronizagédo
terem sido estudadas. Placas de poliestireno, de 96 pocos, com fundo chato e alta
capacidade de adsorcdao de antigeno (Costar-3590), foram sensibilizadas com 100 uL de
antigeno diluido em salina fosfatada tamponada com Tween 20% a 0,1% (Na2HPQa 0,01M;
NaH2P04.H20 0,01M; NaCl 0,01M) (PBST), por quatro horas, a 4°C, e congeladas por doze
horas a -70°C. Apé6s o descongelamento, foram feitas cinco lavagens com PBST e
adicionados 100 pL por poco dos soros-teste e dos controles, diluidos a 1:500 em PBST. As
placas foram incubadas a 37°C por 45 minutos em camara Gmida e, em seguida, lavadas
como descrito anteriormente. Posteriormente, foram colocados 50 puL da anti-lgG bovina,
produzida em coelho, conjugada com fosfatase alcalina (Sigma), diluida em PBST a
1:24.000, e as microplacas foram incubadas por 30 minutos, a 37°C. Apds dez lavagens
com PBST, foram adicionados 50 pulL do substrato p-nitrofenil fosfato (0,5 mg/mL), diluido
em tampdo do substrato (dietanolamina 0,1M; MgCl2 0,05M; NaCl O,1M). A reacdo foi
interrompida a quinze minutos depois pela adicao de NaOH, 0,2 M. Os resultados foram
obtidos por espectrofotometria, em leitora de microplacas, com filtro de 450 nym. O valor
discriminante entre positivo e negativo foi determinado como sendo a média das densidades
6pticas de 61 soros de bovinos provenientes de regido considerada livre de 7. vivax (Bagé,
RS), mais trés desvios-padrdao. A sensibilidade foi determinada com dezessete soros de
bovinos infectados naturalmente com 7. vivax, provenientes das regidoes de Bodoquena, MS,
e Poconé, MT, e trés animais inoculados experimentalmente via subcutanea com 2 x 10*
tripomastigotas. Todos os bovinos infectados apresentaram parasitemia pela técnica do

micro-hematdécrito. A especificidade foi avaliada com 97 soros de bovinos procedentes de
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Bagé, RS, regido em que ndao houve relatos da presenca de 7. vivax, e de 20 animais
esplenectomizados e mantidos no isolamento da Embrapa Gado Corte, em ambiente livre de
insetos vetores de 7. vivax. A dindmica da producdo de anticorpos contra 7. vivax em
bovinos experimentalmente infectados foi estudada com seis bezerros Nelore, de sete meses
de idade, intactos, inoculados experimentalmente com 10’ tripomastigotas de 7. vivax, por
via endovenosa. As reacdes cruzadas foram analisadas com soros de bezerros infectados
experimentalmente com 7. evansi, Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale. A
sensibilidade determinada com soros comprovadamente positivos para 7. vivax e
especificidade com soros negativos a Babesia e Anaplasma foram de 100%. No estudo de
dinamica de producdo de anticorpos, todos 0s bezerros apresentaram parasitemia entre o 3°
e 0 4> DPlI e as soroconversoes ocorreram entre o 6° e 8° DPl. Todos os animais
permaneceram soropositivos até o ultimo dia de anaélise, exceto o bezerro 6, que tornou-se
soronegativo no 38° DPI. Os bezerros 4 e b apresentaram parasitemia até préximo do dltimo
dia de anélise (36° e 30° DPI, respectivamente), engquanto que nos outros quatro animais, s6
foram observados parasitos nas distensdes sanglineas no méaximo 23 dias Pl. As
percentagens de reacdes cruzadas sao apresentadas na Tabela 1. Os dados obtidos até o
momento revelaram que o ELISA desenvolvido apresentou uma alta sensibilidade e
especificidade na deteccao de anticorpos contra 7. vivax em bovinos. As principais
conclusdes do trabalho até o momento sdo as seguintes: o teste possui alta sensibilidade e
especificidade, ndao apresenta reacdes cruzadas com A. marginale e B. bigemina e as reacoes
cruzadas com 7. evansi e B. bovis foram de percentuais baixos. O desempenho deste teste

recomenda a sua utilizagcdo em estudos epidemioldgicos.

TABELA 1. Andlise de reacOes cruzadas de bovinos inoculados experimentalmente com
Trypanosoma evansi, Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale
perante o antigeno de 7. vivax no ELISA.

Agente N°® de soros analisados N° de reacdes cruzadas (%)
T. evansi 102 5 (4,90)
B. bovis 20 1 (5,00)
B. bigemina 20 0 (0,00)
A. marginale 20 0 (0,00)

Tiragem: 50 exemplares




