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EXAMES SOROEPIDEMIOLOGICOS DA BABESIOSE
BOVINA (Babesia bovis) ATRAVES DE UM TESTE
ELISA INDIRETO NO ESTADO DO PARA!
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RESUMO: Em 31 rebanhos de onze municipios do Estado do Par4, foram colhidas 1 330 amostras de
soro para examinar a prevaléncia de infecgio por Babesia bovis. Utilizaram-se 105 amostras procedentes
do matadouro, de rins e de sangue de animais clinicamente sadios para demonstragdo direta do parasita
através de impressio e esfregaco sanguineo corados cbm Giemsa. As amostras de soro foram examinadas
através do método ELISA indireto (FAO/IAEA, Vienna). Das 105 amostras preparadas por impressao
renal e esfregaco sanguineo, apenas oito (7,62 %) laminas de impressao renal resultaram positivas.
Das 1 330 amostras de soro, 700 foram positivas, representando 52,63 % de soroprevaléncia. Embora
a soropositividade tenha variado entre 5 e 100 % nos rebanhos estudados, foi encontrado 64,52%
(20/31) dos rebanhos em situago de instabilidade enzodtica. Examinando os resultados, segundo a
faixa etdria, concluiu-se que a proporcao da infecgdo aumenta com o avangar da idade, 6 a 12 meses
de idade: 23,61 %; 1 a 2 anos de idade: 31,09 %; 2 a 4 anos de idade: 46,96 %; e maior de 4 anos de
idade: 59,89 %. Diante dos resultados apresentados, fica evidenciado que a técnica de ELISA € apta
para efetuar exames soroepidemioldgicos em massa em qualquer territério.

TERMOS PARA INDEXA(;AO: Babesiose Bovina, Babesia bovis, ELISA, Estado do Para.

SEROEPIDEMIOLOGICAL STUDY OF BOVINE
BABESIOSIS (B. bovis) BY AN INDIRECT ELISA
TEST IN THE STATE OF PARA, BRAZIL

ABSTRACT: From a total of 31 herds of 11 municipal districts of the Para State, were collected
1330 samples of blood serum to estimate the prevalence of Babesia bovis infection, 105 samples of
blood and kidneys from clinically healthy animals were also collected for direct demonstration of
the parasite by staining thim bloodsmears and renal smears with Giemsa’s. The serum samples
were examined by an indirect ELISA test (FAO/IAEA, Vienna). Eight (7,62 %) of the 105 renal
smears collected at slaughter-houses were positive. From the 1 330 serum samples, 700 were positive
with a prevalence of 52,63 %. In all the herd there were serum-positive animals and the prevalence
of serum-positivity ranged between 5 and 100 %. 64,52% (20/31) of the herds were in enzootic
instability. Dividing in age groups the following results were obtained: 6 to 12 months of age:
23,61 %; 1 to 2 years old: 31,09 %; 2 to 4 years old: 46,96 %; > 4 years old: 59,89 %, concluding
that the infection rate rises with age. The ELISA test is suitable to make soroepidemiological
studies of livestock.
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1- INTRODUCAO

As babesioses ocorrem em todas as dreas
do mundo onde existam carrapatos. A
babesiose bovina causada pelas espécies
Babesia bovis e Babesia bigemina € a mais
importante doenca de rebanho com
envolvimento de carrapato Boophilus
microplus. Nas areas tropical e subtropical da
América Central e da América do Sul, 70%
dos rebanhos vivem dentro de areas infestadas
por esta espécie de carrapato (Montenegro-
James, 1992; Martins et al., 1994; Madruga et
al, 1996). A babesiose bovina, bem como o
B. microplus, estio disseminados por todo o
territério nacional, exceto em uma pequena
regiao no Sul do Rio Grande do Sul
(Montenegro-James, 1992). De acordo com
Madruga (1984), a perda econdmica anual
devido a babesiose no Rio Grande do Sul foi
estimada em US$ 99 milhGes, pois a
enfermidade afeta a produtividade do animal
nio somente pelas mortes, mas, também, pela
perda progressiva de peso, causada tanto na
fase aguda quanto na fase cronica da doenca
(Azambuja et al., 1994).

No Brasil, a babesiose existe enzdoti--’

camente, de norte a sul, devido as condigbes
climdticas e ao manejo do rebanho. Embora
focos de babesiose tenham sido assinalados
em todas as unidades da Federacdo, o
conhecimento dentro de um mesmo Estado
ainda € muito incipiente (Serra Freire &
Nuernberg, 1995).

A espécie mais patogénica € a B. bovis,
que assume maior gravidade na América do
Sul, Australia e Europa (Massard, 1978). A
prevaléncia de infeccao por B. bovis é diferente
nas diversas regides mundiais, muitas vezes
apresentando resultados de pesquisas bastante
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variados. No Brasil, a situacdo parece
apresentar-se de maneira semelhante: no Mato
Grosso do Sul encontrou-se prevaléncia de
12,89 % (Kessler et al., 1983) e de 19,04 %
(Madruga et al., 1983); em Minas Gerais, de
82,50 % (Patarroyo Salcedo et al., 1987) e na
Bahia, de 97,20 % (Araujo et al., 1998).

O diagnéstico laboratorial da babesiose
pode ser direto (deteccdo do parasita) e indireto
(demonstracdo de anticorpos por meio de testes
sorolégicos). Segundo Mahoney (1977), até
aquela data, os seguintes testes sorolégicos
tinham sido utilizados: fixagdo do complemento
(FC), imunofluorescéncia indireta (IFI),
hemaglutinagdo indireta (HI), imunodifusio
(ID), teste de aglutinacdo e aglutinagcdo em
latex. Atualmente, as técnicas mais utilizadas
sdo as de IFI e de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (Farias, 1995).
Para a demonstracdo direta do parasita podem
ser preparados esfregagos sanguineos e
impressdes em laminas de 6rgaos colhidos na
necrdpsia (cérebro, rins, baco e coragdo), sendo
estas impressdes as mais indicadas para a
detecgdo de B. bovis (Mahoney, 1977; Barbosa
et al., 1994; Farias, 1995).

Para o diagnéstico de infec¢do por
B. bovis o ELISA tem sido usado desde 1982
(Barry et al., 1982). Durante a dltima década
foram fabricados varios kits de ELISA e estes
foram comparados com outras provas (em
primeiro lugar com IFI) e, praticamente, hd uma
concordancia que IF] e ELISA sao superiores
as outras provas (fixacdo do complemento,
hemaglutinacao), sendo o ELISA mais pratico
porque trabalha com uma s6 dilui¢ao (por isso
menos trabalhoso) e o julgamento é automa-
tizado excluindo, deste modo, a subjetividade e
0s erros por causa de indisposicao ou cansago
(Waltisbuhl et al.,1987; Cardozo et al., 1992,
1994; Farias, 1995; Molloy et al., 1998).
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O presente estudo teve como objetivo
determinar a prevaléncia da babesiose por B.
bovis no Estado do Pari e colher alguns dados
sobre a caracteristica epidemioldgica e a
capacidade de demonstracio direta do parasita.

2 - MATERIAL E METODOS

Entre os meses de marco e novembro de
1997, foram colhidas 172 amostras de soro
sanguineo bovino de oito rebanhos, sem
distingdo de raca, idade e sexo, em dois
matadouros, sendo que desses animais, de 105

foi realizado também preparo de lJdminas com.:

impressao renal e esfregacos sanguineos com
sangue venoso (obtido durante o processo de
sangria dos animais). Também foram colhidas
1 158 amostras de soro de animais de vinte e
trés rebanhos, em uma das quais a babesiose
foi diagnosticada clinicamente, tendo
contribuido com 98 amostras de soro de
animais de diferentes faixas etdrias. As
amostras de soro foram armazenadas a —20 °C
at€ andlise pelo método ELISA. As ldminas
foram coradas com corante Giemsa e
examinadas ao microscépio Gptico com
objetiva de imersdo, segundo a técnica descrita
por Matos & Matos (1988).

Para o diagnéstico através do Método
ELISA, foi utilizado o Babesiosis ELISA kit,
preparado pela Animal Production Unit, FAO/
IAEA, Agriculture and Biothechnology
Laboratory, Agency’s Laboratories Division,
Seibersdorf, Austria, apresentando as seguintes
caracteristicas: o antigeno foi feito a partir da
lise de eritréceitos, lavados com dgua destilada,
livre de oxi-hemoglobina e, posteriormente,
liofilizado. A sensibiliza¢do das microplacas
ocorreu durante uma noite a +4 °C,
acondicionadas em saco plastico. Os soros
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controle (negativo, fraco e fortemente
positivos), apresentando-se liofilizados,
mantidos conservados a +4 °C, originaram-se
de bovinos. A dilui¢éo final dos soros controle
e de teste foi de 1:200. O conjugado foi feito a
partir de anticorpo monoclonal de camundongo
anti-IgG1 bovina, conjugado com enzima de
raiz forte (Horseradish peroxidase, HRPO) e
liofilizado. Como substrato, foi usado o
peréxido de hidrogénio (H>0»). O cromégeno
do kit € o Ortho-phenylenediamine
Dihidrocloride (OPD), da SIGMA P-8412. E,
finalmente, a leitura foi feita em densidade
6ptica (OD) de 492 nm.

Para anéalise dos dados, o valor limite ou
discriminante (ponto de corte) foi estabelecido
através de exames de soros negativos, fraco e
fortemente positivos, assegurados com kit
ELISA.

3 - RESULTADOS

Para examinar as 1 330 amostras de soro
foram utilizadas 30 ldminas. Em todas as
laminas foram examinados quatro vezes os soros
negativo, fraco e fortemente positivos,
assegurados com o kit ELISA, de modo que cada
um destes soros conhecidos (padrdo) fossem
inspecionados 120 vezes. Os resultados destes
exames sao mostrados no Grafico |.
O valor limite ou discriminante (ponto de corte)
foi determinado, posteriormente, apdés a
conclusio dos exames. E visivel que o valor PP
(porcentagem de positividade) nunca ultrapassou
o valor 19 no caso de soro negativo, cujo valor
meédio foi 12, e os valores PP do soro fracamente
positivo sempre ultrapassaram o valor 30.
O valor discriminante igual a 30 foi determinado
pela média de absorbancia dos soros negativos
acrescida de dois e meio desvios padrio.
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Grafico | - Os valores PP dos soros negativo, fraco e fortemente positivos assegurados com kit ELISA (padrio).

Os resultados sumarizados sao mostrados
na Tabela 1. De 1 330 amostras de soro
ortundas de 31 rebanhos distribuidos em onze
municipios do Estado do Pard, afirmaram-se
como positivas 700 amostras, o que representa
52,63 % de prevaléncia. A proporgdo mais alta

de soroconversao (131/172; 76,16 %)
encontrou-se no rebanho oriundo de
matadouros. De 105 amostras preparadas por
impressao renal, oito (7,62 %) demonstraram-
se positivas. Nenhuma das 14minas preparadas
com sangue venoso resultaram positivas.

Tabela 1 - Resultados sumarizados do teste ELISA indireto, esfregacos sanguineos e ImMpressao
renal corados através do método (Giemsa para diagnéstico de infecgio por Babesia

bovis em bovinos no Estado do Pard, no periodo de marco a novembro de 1997:

ELISA Impressio Esfregacos
Origem das
amostras Amostras Positivas Amostras Positivas Amostras Positivas

n? n? % n? n? /4 n? n? Yo
22 rebanhos
de criatorios 1060 538 50,75 8 5 < = - =
8 rebanhos
de matadouros 172 131 76,15 105 8 7,62 105 0 0
1 rebanho
com babesiose 98 31 31,63 - - = = = B
TOTAL 1330 700 52,639 15 8 T.62 105 - -
Nota: sinal convencional utilizado
— Dado numérico igual a zero nilo resultante de arredondamento
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Os resultados do teste ELISA arespeitodos  proporcdo de soropositividade foi igual ou
rebanhos sem doenca clinica sdo indicados na  superior a 80 %. Em todas as propriedades foi
Tabela 2. Em dois rebanhos encontrou-se a constatada a presencga de anticorpos e a ocorréncia
prevaléncia menor que 15 % e, em nove, a de soropositividade alternou-se entre 5 ¢ 100 %.

Tabela 2 - Resultados do teste ELISA indireto para diagnéstico de Babesia bovis em bovinos
sem doenga clinica no Estado do Pard, no periodo de margo a novembro de 1997.

N® Amostras Negativos Positivos
protocolo Municipios (n®) (PP<30) (PP>30) % Positivo

66 Paragominas 40 38 2 5,00
14 Sta. Izabel do Pari 249 133 116 46,59
22 Rondon do Para 6 1 ) 83,33
30 Paragominas 20 : 12 8 40,00
26 Rondon do Para 16 3 13 81,25
25 Rondon do Pard 53 22 31 58,49
24 Rondon do Pard 29 14 15 51,72
55 Sto. Antonio Taud 17 5 12 70,59
33 Castanhal 21 11 10 47,62
62 Santarém 15 7 8 53,33
63 Paragominas 118 29 &9 75,42
37 Itaituba 11 0 11 100,00
46 Igarapé-Acu 29 12 17 58,62
99 Castanhal 20 11 9 45,00
101 Americano 23 4 19 82,61
127 Santarém 65 31 34 5231
114 Santarém 4 3 1 25,00
126 Paragominas 203 103 100 49,26
124 Paragominas 12 9 9 75,00
163 Ipixuna 76 54 22 28,95
156 Santarém 20 18 2 10,00
M 17 Sta. Cruz do Aran 49 12 37 75,51
M 15 Castanhal 15 0 15 100,00
M 158 Castanhal 19 1 18 94,74
M 16% Castanhal 30 6 24 80,00
M 16R Castanhal 16 3 13 81,25
M 4 Paragominas 12 0 12 100,00
M6 Sta. Cruz do Arari 19 9 10 5263
M 131 Sta. Cruz do Arari 12 10 2 16,67
CE Castanhal 13 8 5 38,46
30 rebanhos 11 municipios 1232 563 669 54,30
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Os resultados, de acordo com a faixa
etdria do rebanho onde a babesiose fo1
diagnosticada clinicamente, estao registrados
na Tabela 3 e os resultados dos demais animais
sem doengca clinica encontram-se na Tabela 4.
Estes tltimos dados demonstram claramente o
aumento da propor¢do de infec¢do com o
avangar da idade.

Tabela 3 - Resultados do teste ELISA indireto
para diagnéstico de Babesia bovis
com as amostras colhidas em
rebanho com babesiose clinica no
Estado do Pard, no periodo de
margo a novembro de 1997.

Faixa Amostras  Amostras positivas
etdria examinadas n? %0

6 i 12 meses 16 1 6,25

1 — 2 anos 16 5 31.25

2 — 4 anos 16 3 18,75

> 4 anos 50 22 44,00

Total 98 31 31,63

»
Tabela 4 - Resultados do teste ELISA indireto
para diagndstico de B. bovis em
bovinos sem doenca clinica, entre
os meses de marco a novembro de
1997, no Estado do Para.

Faixa Amostras  Amostras positivas
etdria examinadas n® %

6 — 12 meses 72 17 23,61

1 — 2 anos 119 37 31,09

2 — 4 anos 66 31 46,97

> 4 anos 975 584 59,90

Total 1232 669 54.30
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Os resultados sorolégicos dos rebanhos
sem doenga clinica, de acordo com os valores
de porcentagem de positividade (PP) sdo
apresentados na Tabela 5. No grupo etério de
6 a 12 meses de idade predominam os valores
PP de 0 a 10 (48/72; 66,67 %), sendo que os
outros médulos sao apresentados com 5,56%
(4/72), no maximo. Nos grupos de um a dois
anos ¢ de dois a quatro anos de idade, também
predominam os valores PP de 0 a 10 (35/119;
29,41 % e 25/66; 37,88 %, respectivamente).
Entretanto, os outros médulos sucedem-se a
um modelo totalmente diferente: no grupo de
dois a quatro anos de idade a distribuigdo de
valores PP é semelhante ao grupo de mais de
quatro anos de idade (exceto os valores PP de
0 a 10). Neste ultimo grupo, a distribui¢ao de
valores PP mostra uma curva praticamente
regular: o nimero de amostras com aumento de
valores PP aumenta gradualmente, culminando
com valores PP de 30 a 40 e, ap6s este aumento,
diminui gradativamente a propor¢ao de amostras

com maiores valores PP.

4 - DISCUSSAO

Nesta pesquisa foi utilizado um kit
ELISA indireto da FAO/IAEA, melhorado por
varios pesquisadores e usado em diferentes
paises do mundo, entre eles, alguns da América
Latina: México (Vazquez et al., 1992), Uruguai
(Cardozo et al., 1992, 1994) e Argentina
(Echaide et al., 1995). Atualmente, de varios
kits produzidos por diferentes firmas, somente
este kit da FAO/IAEA estd sendo aceito como

base de exames comparativos.

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 32, p. 55-64, jul./dez, 1999




EXAMES SOROEPIDEMIOLOGICOS DA BABESIOSE BOVINA (Babesia bovis) ATRAVES DE UM TESTE ELISA INDIRETO NO

ESTADG DO PARA

Tabela 5 - Resultados do teste ELISA indireto para diagnéstico de Babesia bovis em bovinos
sem doenca clinica segundo os valores PP e faixas etdrias, no Estado do Para, no
perfodo de mar¢o a novembro de 1997.

Valor 6-12 1-2 N 2-4 >4
PP meses » anos e anos 4 anos %

10 48 66,67 35 29,41 25 37,88 82 8,41
20 3 417 25 21,00 3 4,55 134 13,74
30 4 3,56 22, 18,49 7 10,61 175 17,95
40 3 4,17 17 14,29 4 6,06 195 20,00
50 4 5,56 10 8,40 9 13,64 162 16,62
60 3 417 4 3,36 6 9,09 111 11,38
70 3 4,17 4 3,36 7 10,61 64 6,56
80 1 1,39 1 0,84 1 1,52 34 3,49
90 1 1,39 1 0.84 ] 1,52 13 .33
100 2 2,78 - 3 4,55 5 0,51

TOTAL 72 119 1 66 975

Nota: Sinal convencional utilizado

— Dado numérico igual a zero nao resultante de arrendondamento

A determinacdo do valor discriminante é
muito importante. Aumentando este valor,
também a especificidade vai crescer, mas a
sensibilidade vai diminuir. Neste caso, o
nimero de falso-positivos reduz-se ou estes
desaparecem totalmente. Entretanto, pode
ocorrer que uma parte dos animais infectados
nao reajam por causa do baixo nivel de
anticorpos. Para alcangar o valor minimo ideal
sd0 necessarios exames prévios que abrangem
ainvestigacao de soros padroes bem conhecidos
como negativos, fraca e fortemente positivos,
soros colhidos em regiio com animais
certamente infectados e nao infectados. Echaide
et al.(1995), na Argentina, examinaram 500
soros de novilhas oriundas de territérios livres
de babesiose e 500 amostras de animais
infectados natural ou experimentalmente.
Cardozo et al.(1994), no Uruguai, deter-
minaram o valor discriminante examinando 200
animais nao infectados e 80 animais infectados.
Nas outras pesquisas na América Latina
(Cardozo et al., 1992 e Vazquez et al., 1992),
o valor discriminante foi estabelecido através
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de exame serial do soro negativo assegurado
com o kit ELISA (este valor foi duas vezes
mais que o valor médio do soro negativo).
O valor discriminante destas quatro pesquisas
variou entre 16 e 34.

No Par4, até agora ndo foram realizadas
pesquisas para avaliagdo da difusido da
babesiose causada pela B. bovis, por isso, neste
trabalho foi possivel determinar o valor
discriminante somente por exame de soros
negativo, fraca e fortemente positivos
assegurados junto com o kit ELISA. Poder-se-
ia considerar se a determinacdo do valor
discriminante foi correta ou se seria melhor que
o fosse determinado em 24 (média de
absorbéncia do soro negativo acrescida de dois
desvios padrido) ou em 20, visto que o valor
PP nunca ultrapassou o valor 19 no caso dos
soros negativos. Nestes casos, o niimero de
animais positivos seria mais alto, visto que o
nimero de amostras com valores PP entre 21 e
30 foi bastante elevado (208/1232; 16,88 %),
em primeiro lugar nos animais com mais de
um ano de idade (Tabela 5).

61



FRANCISCO V.A. DE LIMA, EVA MOLNAR, LASZLO MOLNAR, CANDIDA M.S. SILVA

Em todos os rebanhos encontraram-se
animais soropositivos. Isto ndo é surpresa, visto
que toda a Amazodnia € area endémica onde o
carrapato existe durante todo o ano. Em geral,
a prevaléncia mais alta de infecgiio € encontrada
em regides imidas tropicais e subtropicais
(Montenegro-James, 1992). Segundo o manual
da FAO (1984), os problemas em mais altos
niveis ocorrem nas areas de instabilidade
enzodtica, ou seja, nos rebanhos onde a
prevaléncia de infeccao por B. bovis encontra-
se entre 15 e 80 %. Aceitando este tipo de
avaliac@o, foram estudados em Santana do
Livramento, Rio Grande do Sul, Brasil, 101
rebanhos para detec¢ao de anticorpos de
B. bovis em bovinos com, aproximadamente,
11 meses de idade, utilizando-se o teste de
ELISA da FAO/IAEA (Martins et al., 1994).
Um total de 53 % (54/101) dos rebanhos foram
encontrados em situacdo de instabilidade
enzoodtica e 47 % (47/101) em estabilidade
enzodtica, sendo 41 rebanhos nesta classe por
causa de prevaléncia alta (> 80 %) de infeccao
e seis por baixa prevaléncia (< 15 %) de
anticorpos. Nesta pesquisa, 64,52% (20/31) dos
rebanhos encontraram-se em situacdo de
instabilidade enzodtica e 35,48 % (11/31) em
estabilidade enzodtica, sendo nove por alta
prevaléncia e dois por baixa prevaléncia.

Na pesquisa de Martins et al. (1994) o
nimero de tratamentos carrapaticidas aplicados
anualmente nao teve influéncia na instabilidade
para B. bovis. Por outro lado, Cardozo et al.
(1994) acreditam que a utilizagdo excessiva de
carrapaticidas influenciam os surtos de
babesiose, opinido compartilhada por
Guglielmone (1995) que obteve resultados
semelhantes. Durante este trabalho encon-
traram-se, em um rebanho, dois animais (trés
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anos de idade) com sinais clinicos, onde a
prevaléncia de soropositividade foi de 31,63 %
(31/98), e no grupo de dois a quatro anos
de 1dade, a proporcao encontrada de animais
soropositivos foide 18,75 % (3/16). Acredita-
se que estes dados estejam influenciados pela
utilizacdo excessiva de carrapaticidas.

O diagnéstico direto de babesiose em
laboratério acontece com a demonstracdo do
parasita. Nesse sentido, os resultados desta
pesquisa foram muito semelhantes aos
encontrados na literatura: nas ldminas
preparadas durante o ato da sangria ndo se
encontrou O parasita e nas impressdes renais
pode-se demonstra-lo em 7,62 % (8/105) das
amostras colhidas. Todas estas ldminas
preparadas de sangue e rins originaram-se de
rebanhos altamente infectados (a prevaléncia de
soropositividade em quatro rebanhos de onde
as amostras foram colhidas foi mais de 80 %:;
dados ndao mostrados). Geralmente € aceito que
a demonstracio de babésias, em primeiro lugar
a da B. bovis, ndo € muito facil e deve ser
examinado grande nimero de hemacias para um
diagnostico certo. Por conta disso, impressionam
os resultados divulgados do Marrocos,
recentemente (Sahibi et al., 1998), onde foram
realizados exames soroldgicos (utilizando o teste
de IFI) e microscopia (examinando esfregacos
de sangue corados com Giemsa) com,
praticamente, as duas técnicas apresentando
resultados de infeccao no mesmo nivel.

5. CONCLUSAO

a) O teste ELISA indireto pode ser utilizado
também nesta regido para avaliar a difusdo
da infeccio por B. bovis, estando apto para
examinar grande quantidade de amostras.
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b) Teoricamente esta regido assume
caracteristicas de estabilidade enzodtica,
entretanto 64,52% (20/31) dos rebanhos
encontraram-se em situacao de instabilidade
enzodtica segundo as diretivas da FAO.

¢) A demonstracao direta de B. bovis através
do exame de esfregacos sanguineos, em
animais clinicamente sadios, é raramente
bem sucedida. O parasita pode ser visto
mais freqiientemente nas hemacias em
capilares renais.
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