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RESUMO

GUEDES JR, Daniel da Silva. Prevaléncia de anticorpos para agentes da Tristeza
Parasitaria Bovina, Trypanosoma vivax e Borrelia Sp em bovinos do nordeste do
estado do Pard, Brasil. Seropédica: UFRRJ, 2006. 83p. (Dissertacdo, Mestrado em
Medicina Veterinaria, Medicina Preventiva).

A babesiose e a anaplasmose juntamente com a tripanossomose e a borreliose séo
patologias de importancia por causarem, potencialmente, morbidade no rebanho bovino,
causando prejuizos a economia. O presente trabalho teve como objetivo investigar,
através do teste ELISA indireto, a prevaléncia de anticorpos para Babesia bigemina, B.
bovis, Anaplasma marginale, Trypanosoma vivax e Borrelia burgdorferi em bovinos
avaliando o risco de surtos de doencas. Foram utilizados amostras de soro de 246
bovinos fémeas, adultas, provenientes dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do
Guama, regido nordeste do estado do Pard com registros de deficiéncia de Cobre e
Cobalto. Foi feita sorologia através do ensaio imunoenziméatico ELISA indireto,
utilizando-se antigenos brutos para 0s agentes: Babesia bigemina, B, bovis,
Trypanosoma vivax e Borrelia burgdorferi. Em relacdo ao Anaplasma marginale, foi
utilizado a proteina recombinante MSP1a como antigeno. A anélise dos 246 soros
revelou a prevaléncia para B. bigemina de 99,2%, B. bovis 98,8 %, A. marginale 68,3%,
T. vivax 93,1% e Borrelia sp 54,9%. Os municipios estudados foram caracterizados
como enzooticamente estaveis para B. bigemina, B. bovis e T. vivax, e enzooticamente
instaveis para A. marginale e Borrelia sp. Apesar da estabilidade prevista para alguns
agentes na area do estudo, casos de babesiose, anaplasmose e tripanossomose com
doenca clinica ocorrem na regido, desenvolvendo diminuicdo da resposta imune e da
imunorreatividade organica dos animais.

Palavras chave: Babesiose, tripanossomose, anaplasmose, deficiéncia mineral.



ABSTRACT

GUEDES JR, Daniel da Silva. Seroprevalence of Antibodies for Babesia bigemina,
Babesia bovis, Anaplasma marginale, Trypanosoma vivax e Borrelia sp in Cattle from
Northeastern of Para State, Brazil. Seropédica: UFRRJ, 2006. 83p. (Dissertation, Master
in Veterinary Medicine, Preventive Veterinary Medicine).

The babesiosis and anaplasmosis together with trypanosomosis and borreliosis are
important diseases by causing, potentially, morbidity in cattle herd, leading to economic
damage. The objective of this work was to determine through indirect enzime-linked
immunosorbent assay (ELISA), the prevalence of B. bigemina, B. bovis, A. marginale, T.
vivax and Borrelia sp. Antibodies in cattle assessing the disease risk. In this study were
used 246 serum samples of female adult cattle of Castanhal and Sdo Miguel do Guama,
northeastern Para counties, local with copper and cobalt deficiency record. On the serologic
technique were used crude antigen to detect antibodies against B. bigemina, B. bovis, T.
vivax and Borrelia sp. For the detection of A. marginale antibodies, recombinant major
surface protein (MSP1a) were used as antigen for indirect ELISA. The prevalence of the
serum samples analyzed in the municipalities studied was: B. bigemina 99,2%, B. bovis
98,8%, A. marginale 68,3%, T. vivax 93,1% and Borrelia sp 54,9%. The municipalities
were considered stable enzootic areas for B. bigemina, B. bovis and T. vivax, but unstable
for A. marginale and Borrelia sp. In spite of the stability detected for some studied areas,
babesiosis, anaplasmosis and tripanosomosis cases with clinical disease happen in the
studied region, possibly caused by the mineral deficiency that decrease the immune
response and immunoreativity of the animals.

Key words: Babesiosis, tripanossomosis, anaplasmosis, mineral deficiency.
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1. INTRODUCAO

No ecétopo amazoénico brasileiro, o estado do Para tem o segundo maior
territorio, com uma éarea total de 1.277.530 Km?, dividido em 127 municipios,
agrupados em 22 microrregides. Apresenta como efeito da atividade agropecuaria cerca
de 35% do produto interno bruto, dado que indica em numeros a importancia da
agropecuaria na economia regional (IBGE, 2000). O rebanho bovino é de
aproximadamente 13.376.606 cabecas, equivalente a metade do rebanho de toda a
regido norte, e 700.000 bubalinos que perfazem 50% da populacdo nacional de
bubalinos (IBGE, 2003).

Algumas enfermidades parasitarias constituem-se em fatores limitantes ao
desenvolvimento da atividade pecuéaria bovina em areas de clima tropical, subtropical e
equatorial umido, entre as quais se destacam as hemoparasitoses. Estas doengas tém o
potencial de limitarem o desenvolvimento da producdo e produtividade dos animais
(BROWN, 1997). No Brasil, a babesiose bovina é causada pelos protozoarios Babesia
bigemina e Babesia bovis e a anaplasmose é causada pela riquétsia Anaplasma
marginale, todos transmitidos pelo carrapato Boophilus microplus (KESSLER &
SCHENK, 1998). Outra hemoparasitose relevante na regido € a tripanossomose por
Trypanosoma vivax (MADRUGA et al. no Prelo). A ocorréncia de Borrelia sp tem sido
relatada em bovinos no Brasil (FONSECA et al. 1996; ISHIKAWA (1996);
ISHIKAWA (2000) e SOARES et al. 2000).

As hemoparasitoses sdo responsaveis por severos danos a saude dos ruminantes,
com grande impacto econdmico na pecudria bovina mundial (KUTTLER, 1988). A
dindmica da infeccdo por Babesia spp. é dependente de fatores como populacdo de
carrapatos infestantes; capacidade de transmissdo do carrapato; susceptibilidade dos
bovinos, que pode variar com a raga, idade, estado fisioldgico e imunitario
(GUGLIELMONE, 1995).

O estudo epidemioldgico das hemoparasitoses bovinas em uma determinada area
¢ importante, pois pode revelar o risco de surtos de doenca clinica. Os testes soroldgicos
sdo ferramentas imprescindiveis na avaliacdo da prevaléncia, condicdo imunoldgica e

para o0 controle das hemoparasitoses, assim como dos carrapatos transmissores



(MAHONEY, 1975; MAHONEY & ROSS 1972; ARAUJO et al. 1998). Alem disso,
também servem para orientar decisGes sobre manejo, tais como necessidade ou ndo de

vacinacao e outros fatores relacionados a manutencdo da sanidade animal.

O desequilibrio na concentracdo de micronutrientes, particularmente sua

deficiéncia, afeta a imunidade e a resisténcia dos bovinos. As deficiéncias minerais

estdo relacionadas as areas geoqraficas, podendo ocorrer em diversos graus, desde

deficiéncias severas com perturbacdes mais ou menos caracteristicas, até deficiéncias

leves, com sintomas inespecificos como desenvolvimento lento, problemas de

fertilidade, baixo rendimento de carcaca e pouca producdo de leite.

O presente estudo teve como objetivo investigar, através do teste ELISA
indireto, a prevaléncia de anticorpos para B. bigemina, B. bovis, A. marginale, T. vivax e
Borrelia burgdorferi em bovinos na regido nordeste do do Para, avaliando o risco de
surtos de doenca na regido indicando areas susceptiveis e focos de TPB, tripanossomose

e borreliose em bovinos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Babesia bigemina e B. bovis

A tristeza parasitaria bovina (TPB) é o nome dado a um conjunto de sinais e
sintomas determinados por agentes etiologicos distintos, que no Brasil é causada
principalmente pelos protozoarios Babesia bigemina Smith & Kilborne (1893) e
Babesia bovis Babés (1888) e pela rickettsia Anaplasma marginale Theiler (1919).
Estes parasitos sdo intraeritrocitarios e durante o seu ciclo no hospedeiro, determinam
processo anemiante. A TPB é de grande importancia em decorréncia das perdas
econdmicas relacionadas diretamente a doenca e indiretamente, pelo custo do
tratamento. A morbidade determinada pela TPB é alta nos paises de clima tropical e
subtropical o que pode estar relacionado a custos relativos, baixo ganho de peso e/ou
queda da producdo. O carrapato Boophilus microplus é o principal responsavel pela
transmisséo dos agentes da TPB no Brasil.

As babesioses determinadas pelas espécies B. bigemina e B. bovis, ocorrem nas
regibes tropicais e subtropicais do mundo, entre os paralelos 32° N e 32° S, regido onde
também se encontra o carrapato B. Microplus. A Anaplasmose ocorre tanto em regifes
tropicais e subtropicais como em zonas temperadas, pelo fato de terem outras possiveis
fontes de transmissdo (RIET-CORREA et al., 2001). A distribuicdo da doenca deve
continuar a mudar devido a tendéncia de aquecimento global, que influencia o

movimento dos hospedeiros do carrapato (KOCAN et al., 2003).

Diferentes isolados geograficos de organismos do género Babesia diferem
antigénica e geneticamente (DE VOS et al. 1983, DALRYMPLE, 1992) e os isolados
australianos de B. bigemina ndo representam um problema sanitario importante, ao
contrério dos encontrados na Africa do Sul, que sdo altamente virulentos (PURNELL,
1981, WRIGHT & GOODGER 1988).

Babesia bovis determina um quadro de anemia discreta, palidez de mucosas,
febre, depresséo e, distarbios neuroldgicos; muitas vezes mimetizando sintomas de
outras patologias, como a raiva dos bovinos e intoxicagdes por plantas causadoras de

doencas neuroldgicas. A caracteristica viscerotropica bloqueante de B. bovis é que



determina a gravidade da enfermidade, fenébmeno nem sempre percebivel ao exame
clinico.

O periodo de incubacdo da babesiose bovina é de 7 a 10 dias, sendo que B.
bovis é transmitida aos bovinos por larvas a partir do primeiro dia de parasitismo, ja B.
bigemina, s é transmitida pelo estagio de ninfa e adulto, ou seja, cerca de 8 dias apos a
fixacdo das larvas (MASSARD et al., 1998). Anaplasma marginale tem o periodo de
incubacdo superior a 20 dias. Portanto, quando bovinos ndo imunizados sao
introduzidos em um pasto infestado por carrapatos infectados pelos agentes da TPB,
apos os 10 dias de incubacdo, surgem os primeiros casos de TPB primeiramente por B.
bovis, dias mais tarde surgem casos por B. bigemina, que podem coincidir com casos de
A. marginale (KESSLER & SCHENCH, 1998).

O aspecto mais relevante para a epidemiologia da babesiose € a relacdo inversa
com a idade devido a imunidade inespecifica. Infecgdes priméarias em bezerros abaixo
de sete meses, em geral ndo resultam em sinais clinicos, e o desenvolvimento de
imunidade duradoura ndo € dependente de reinfeccdo (MAHONEY et al. 1973).

A dindmica de infeccdo por Babesia spp. é dependente da populacao de vetores
infectados pelo agente, pela capacidade de transmissdo do carrapato e susceptibilidade
dos hospedeiros que pode variar segundo raga, idade, estado fisiologico e imunitério
(SOARES, et al., 2000).

Em condicdes de clima tropical e subtropical a babesiose geralmente assume
caracteristicas de estabilidade enzodtica devido a continua exposi¢do ao protozoario
através de seu vetor, desta forma, os bovinos desenvolvem imunidade, sendo pouco
frequente a doenca clinica em gado nativo (SOUZA et al. 2000a). Isto ocorre em
rebanhos onde mais de 75% dos animais sdo suficientemente expostos a carrapatos
infectados antes dos nove meses de idade e tornam-se imunizados e soropositivos. Uma
situacdo de instabilidade enzodtica ocorre quando 0s animais sdo expostos a baixos
niveis de carrapatos infectados com o agente, com isto, ha um numero variavel de
animais (10 a 75%) abaixo de nove meses desenvolvendo baixa ou nenhuma imunidade
contra 0 agente, possibilitando o aparecimento de doenca clinica entre 0s animais,
mediante ao contato com o vetor infectado. Esta situacdo pode se agravar, quando ha
um aumento na populagéo de vetores, por algum fendmeno climatico casual, levando a
uma exposicdo da populacdo hospedeira sensivel aos vetores infectados, possibilitando
0 aparecimento de surtos da doenca. J& em situacbes em que menos de 10% da

populacdo de animais foram expostos aos patdgenos antes de nove meses, resulta em



um rebanho susceptivel, mas com baixo risco de doenga porque a taxa de inoculacdo é
insuficiente para infectar os animais. Entretanto, qualquer doenca representaria alto
risco para animais susceptiveis (MAHONEY, 1974).

SOUZA et al. (2000 a), em um estudo com bovinos da mesorregido do médio
Paraiba do estado do Rio de Janeiro, encontrou 84,75% de reatividade ao ELISA
indireto para B. bigemina, e 91,03% para B. bovis, sendo considerada uma regido
enzodticamente estavel. Entretanto, no estudo da mesorregido norte Fluminense do
estado do Rio de Janeiro, esta foi considerada enzooticamente instavel em relacédo a B.
bigemina, por apresentar soroprevaléncia de 69,74% e enzooticamente estavel quanto a
B. bovis com 91,16% soropositividade ao ELISA indireto.

Na regido do Chaco da Bolivia, CARRIQUE MAS, et al. (2000) relataram ser
uma zona de instabilidade endémica para a anaplasmose, e babesioses, ressaltando a
importancia da vacinagdo do gado como forma de garantir a imunidade, ou fazer o
controle de carrapatos, que seria mais oneroso e ndo necessariamente preveniria a
transmissdo de A. marginale.

Uma ferramenta apropriada para decidir as medidas preventivas de controle
para manejo e producdo animal é uma analise dos pardmetros imunoldgicos do rebanho
em relacdo a B. bigemina e B. bovis. Entretanto, estas analises expressam somente 0
resultado final da complexa interacdo Babesia-Boophilus-bovino, acrescentando pouca
informacdo para definicdo do papel preciso dos diferentes fatores envolvidos
(GUGLIELMONE, 1995).

Segundo MASSARD (1999), o diagndstico laboratorial direto das babesioses
pode ser feito através de esfregacos sanguineos corados pelo método Giemsa, onde é
possivel observar os agentes. O exame direto pode ser auxiliado pelo indireto através de
imunoensaios como a fixacdo de complemento, técnicas de aglutinacdo, conglutinacéo,
imunofluorescéncia indireta, ensaio de imunoadsor¢do enzimatico (ELISA indireto) e
ainda técnicas moleculares como a reagdo de polimerase em cadeia (PCR).

As provas soroldgicas sdo os métodos mais adequados e praticos para se
conhecer a situacdo epidemioldgica das babesioses, a imunofluorescéncia indireta(IFI) e
0 ELISA indireto, séo, provavelmente as mais utilizadas devido a elevada sensibilidade
na deteccdo de anticorpos para Babesia spp. sendo o ELISA o que confere melhores
resultados além da automacdo na leitura, permitindo a analise de um maior nimero de
soros (ARAUJO et al., 1998).



2.2. Anaplasma marginale

A anaplasmose bovina é uma doenca causada pela Rickettsia Anaplasma
marginale, pertencente a familia Anaplasmataceae. Os corpusculos iniciais se localizam
dentro dos eritrocitos, em vacuolos ligados & membrana contendo de quatro a oito
corpusculos. O periodo de incubacdo da infeccdo em média é de 28 dias, variando de
acordo com o0 numero de organismos inoculados. Os eritrdcitos infectados séo
fagocitados pelo sistema fagocitico mononuclear, resultando em anemia e ictericia,
geralmente, sem hemoglobinemia e hemoglobinuria (KOCAN et al., 2003). Os sintomas
incluem: Hipertermia, letargia, perda de peso, aborto, ictericia e até morte. Os animais
que sobrevivem a infeccdo aguda desenvolvem infeccdo persistente caracterizada por
baixos niveis de rickettsemia. Os animais portadores desempenham papel de
reservatorios de A. marginale, pois sdo fontes de sangue infectado. Alguns aspectos
epidemioldgicos sdo compartilhados pela anaplasmose e babesiose. E menos provavel
que a infeccdo primaria em bezerros possa resultar em doenca clinica, desenvolvendo
uma imunidade longa e duradoura (GUGLIELMONE, 1995).

A anaplasmose bovina causa importantes prejuizos econémicos, principalmente
devido a alta morbidade e mortalidade em rebanhos bovinos susceptiveis. Estas perdas
sdo medidas por diversos parametros, como reducdo de peso e da producdo de leite,
abortos, custos com tratamentos e mortalidade. No entanto, poucos estudos controlados
foram conduzidos para determinar os prejuizos com anaplasmose. No Brasil, as perdas
econémicas com a TPB sdo consideraveis, atingindo, segundo estimativas do Ministério
da Agricultura, atualizadas por GRISI et al. (2002), 500 milhdes de ddlares anuais, na
qual A. marginale teria uma das principais participacdes nesse valor. Em geral, estes
estudos ndo contemplam um dos mais importantes impactos: a limitacdo do uso de racas
européias (Bos taurus), sabidamente mais susceptiveis a anaplasmose, em programas de
melhoramento genético nos paises de clima tropical (KOCAN et al., 2003). Dessa
forma, os esforgos na busca de programas mais eficazes de controle desta enfermidade
s&o justificaveis (ARAUJO et al., 2005b).

Os carrapatos ixodideos e, particularmente no Brasil, a espécie B. microplus, séo
0s principais vetores responsaveis pela transmissao bioldgica, que pode ocorrer também
transestadialmente e intraestadiamente, salientando a importancia epidemiolégica dos

machos, devido a sua grande mobilidade e longevidade, servindo também como



reservatorio de A. marginale (KESSLER, 2001; KOCAN et al., 1992). De acordo com
RIBEIRO et al. (1995), a transmisséo transplacentéria e intra-uterina pode ocorrer em
vacas portadoras cronicas. Transfusbes de sangue, cirurgias coletivas (castracOes e
descornas), vacinacGes com pistolas automaticas, dispositivos para marcacdo em
orelhas, constituem maneiras de transmissdo de Anaplasma spp e outros patdgenos. Esta
forma de transmissao, chamada iatrogénica, pode ser controlada por medidas higiénicas.
A transmissdo por insetos hemat6fagos como moscas e mosquitos € considerada a maior
via de disseminacdo de A. marginale em areas da América do Sul e Central, onde o
carrapato ndo ocorre e onde o carrapato B. microplus ndo parece ser o vetor bioldgico da
doenga (KESSLER, 2001).

Muitas técnicas sorologicas tém sido desenvolvidas nas Gltimas décadas como a
fixacdo de complemento, aglutinacdo em tubo capilar, aglutinacdo répida e
imunofluorescéncia indireta. Todas estas técnicas utilizam uma mistura de antigenos
brutos de A. marginale, conseqlientemente, h& potencial para reacdes falso-positivos e
falso-negativos devido a contaminag&o por componentes eritrocitarios (ARAUJO et al.,
2005b). A melhoria do diagnostico soroldgico pode ser atingida pela selecdo de
antigenos tanto especificos para o agente infeccioso quanto comuns a todas as cepas do
organismo e pelo desenvolvimento de um ensaio soroldgico baseado principalmente em
um sistema sensivel de deteccdo deste antigeno (PALMER et al., 1986). Dentre as
técnicas soroldgicas desenvolvidas nas ultimas décadas, o Ensaio imunoadsorcao
enziméatico (ELISA) indireto € o mais vantajoso principalmente por causa de sua
automacdo e sensibilidade. Apesar disto, ha potencial para reacdes falso positivo
quando antigenos brutos s&o utilizados (ARAUJO et al., 2005b).

Avancos nas tecnologias bioquimica, imunolégica e molecular tém sido
aplicados a pesquisa, sendo identificadas na membrana de A. marginale inicialmente
seis proteinas principais de superficie (Major Surface Proteins - MSPs): MSP1a,
MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5 (BARBET et al., 1987; OBERLE et al., 1988;
TEBELE et al.,, 1991; OBERLE et al., 1993), com potencial para o diagndstico
soroldgico. ARAUJO et al. (2005b), relataram que a especificidade do ELISA indireto
com proteina recombinante MSP1a e MSP2 (100%), foi maior que o ELISA utilizando
antigeno bruto (94%) (MADRUGA et al., 2000a) e que o ELISA competitivo (95%)
(TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998). A mais alta especificidade do ELISA indireto
utilizando proteina recombinante MSPla e MSP2 pode ser devido a auséncia de

contaminagdo do antigeno com proteinas eritrocitarias, 0os quais estdo associadas a



reacOes falso-positivos devido a anticorpos antieritrocito presentes nos soros teste
(BARRY et al.,1986). Em relacdo a mais baixa especificidade do ELISA competitivo
comparado ao ELISA utilizando MSP1a e MSP2, pode ser devido a proteina ligada a
maltose (MBP) acoplada a MSP5, o qual pode induzir a reacdes falso-positivo pela
presenca de anticorpos contra esta proteina no soro de animais testados. Isto ndo ocorre
no ELISA indireto utilizando MSP1a e MSP2 pela auséncia desta proteina (TORIONI
DE ECHAIDE et al., 1998).

A mais alta sensibilidade e especificidade no teste ELISA utilizando MSP1a e
MSP2 associados de ambos antigenos por anticorpos do soro de bovinos de diferentes
regides do Brasil, sugerem que este teste sorolégico pode ser usado para a deteccéo de

anticorpos para A. marginale em estudos epidemioldgicos (ARAUJO et al., 2005b).

2.3. Trypanosoma vivax

Os tripanossomas sdo organismos unicelulares (Filo Protozoa) pertencentes ao
género Trypanosoma, a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida. Muitas
espécies de tripanossoma ocorrem como parasitos de uma ampla variedade de animais e
até mesmo plantas. Em se tratando dos tripanossomas patogénicos aos animais, ocorrem
em hospedeiros vertebrados e fluidos teciduais dentro do grupo dos chamados
hemoflagelados, pelo seu movimento do filamento espiralado chamado flagelo.
Algumas espécies foram disseminadas da Africa para outros continentes onde n&o
ocorria, por exemplo, Trypanosoma vivax (Sub género Dutonella) foi introduzido nas
Américas pela importacdo de gado do oeste africano nos séculos XVII e XIX, e
provavelmente, T. evansi (sub género Trypanozoon) saiu da Africa na mesma época
pelo movimento de animais, em particular camelos, entre Africa e Asia.

O primeiro caso de T. vivax no Brasil foi descrito por BOULHOSA (1946), no
estado do Para. Apds este relato, muitos pesquisadores incriminaram este agente como
causador de doenga clinica em bovinos como SILVA et al. (1996) na regido do Pantanal
do Mato Grosso, sendo também diagnosticado em gado de corte também do Pantanal,
SO que no estado do Mato Grosso do Sul, indicando a disseminacdo do agente para areas
onde os vetores estdo presentes (PAIVA et al., 1997). Estes surtos descritos em bovinos
do Pantanal foram severos mostrando alta morbidade entre os animais, com febre,

anemia, perda de peso, letargia, aborto e mortalidade (DAVILA et al., 2003).



Na Bolivia a fauna de ungulados é muito rica e coexiste com o gado doméstico,
servindo como importante reservatério de infec¢do. Evidéncias histdricas indicam que a
tripanossomose bovina, nas provincias de Santa Cruz, teve um efeito devastador
indicando que T. vivax tem potencial de se tornar uma doenca importante de bovinos na
Bolivia (SILVA et al., 1998).

RIET-CORREA (2003) relatou um surto de tripanossomose em bovinos
mesticos do estado da Paraiba. Os animais apresentaram queda de producéo, depresséo,
anorexia, febre, severa anemia, epistaxes e perda progressiva de peso. Alguns casos
apresentaram sinais neuroldgicos como incordenagdo, tremores musculares, opistétono
e hipermetria.

Duas espécies de tripanossoma africano tiveram sucesso na adaptacdo a
chamada transmissdo mecanica por varios dipteros hematéfagos; Nao ha ciclo biologico
ou multiplicacdo nestes dipteros, eles agem como uma agulha, quando se alimenta do
sangue de um animal infectado, e muda de animal para novo repasto, transfere pequena
quantidade de sangue para o novo hospedeiro, podendo causar infec¢do se o intervalo
entre alimentacédo for suficientemente pequeno para a sobrevivéncia dos tripanossomas.
Isto pode acontecer quando um animal infectado interrompe o repasto do diptero com
movimento da cauda ou outro movimento e o inseto continua a se alimentar em outro
hospedeiro. Os mais importantes destes vetores mecanicos sdo os Tabanideos, moscas
dos estabulos e insetos relacionados, como o grupo das Stomoxys sp (UILENBERG, G.
1998).

A importancia da transmissdo mecéanica é variavel de um lugar para outro,
dependendo do numero de hospedeiros e dipteros hematofagos do local e também das
espécies de tripanossoma. Dipteros hemat6fagos maiores como os tabanideos carreiam
mais sangue e sS40 Mais propensos a agirem como vetores mecanicos do que mosquitos.
Este modo de transmissdo provou ser suficientemente efetivo para a manutencéo de T.
vivax na América do Sul e Central bem como T. Evansi no norte da Africa e Asia
(UILENBERG, G. 1998).

Na América Latina, onde ndo ha o diptero tsetse, a transmissdo de T. vivax é
considerada ser principalmente devido a tabanideos e Stomoxys spp (DESQUESNES &
DIA, 2004).

A transmissdo iatrogénica pode ocorrer quando a mesma agulha ou
instrumentos Veterinarios sdo usados em mais de um animal, em intervalos curtos o

suficiente para que o sangue neles presente ndo seque. Isto é muito comum quando 0s



animais sao vacinados, tratados com medicamentos que usem agulhas ou quando sangue
é coletado dos animais sem trocar ou desinfetar as agulhas ou instrumentos. Isto
também pode ocorrer quando os animais sdo submetidos a intervencgdes cirargicas em
curto espaco de tempo, como: Castracdes, descornas cirargicas, etc (UILENBERG, G.
1998).

Todas as espécies de tripanosoma sdo ocasionalmente transmitidas
congenitamente, da méo para a prole, tanto pela placenta, quando o animal esta no
utero, quanto pelo sangramento durante o parto. A transmissdo congénita de T. vivax ja
foi observada na América Latina assim como na Africa, mas a sua importancia ainda
ndo € bem conhecida (UILENBERG, G. 1998).

As condicBes de manejo do rebanho sdo cruciais na epidemiologia da
tripanossomose bovina. O padrdo das atividades diarias dos vetores dipteros envolvidos
e 0s padrdes de pastejo do rebanho séo de grande influéncia. Se os rebanhos pastam em
areas infectadas em horéarios do dia em que os vetores sdo mais ativos, a transmissao vai
ocorrer mais freqlientemente. Também podem ocorrer surtos sazonais, onde a populagéo
de dipteros picadores é influenciada por diferencas climaticas sazonais. A doenca
crénica muitas vezes se torna mais clinicamente aparente durante as estacfes secas,
quando fatores imunodepressivos como pobre estado nutricional diminuindo sua defesa
imunoldgica, mesmo quando a infeccdo ocorreu durante as chuvas. De acordo com
SEIDL et al. (1999), os custos de um surto de tripanossomose bovina dividem-se em
trés categorias: Mortalidade, aborto, infertilidade e tratamento. Sendo que os custos de
infertilidade ficam com a maior parcela dos prejuizos.

A susceptibilidade racial e de espécie, também sdo fatores de grande
importancia. Em areas onde a tripanossomose é um problema, principalmente onde ha
presenca da mosca tsetse, a criacdo de racas tripanotolerantes faz com que as perdas
sejam inaparentes, mesmo que estas ragas possam ndo ser muito produtiva quando o
desafio é alto.

DAVILA et al. (2003) encontraram correlacdo entre a alta prevaléncia no
diagndstico molecular e a estagdo chuvosa. Ressaltando que os dipteros hemat6fagos
das familias Tabanidae e Stomoxinae, s&o tipicamente associadas a estagdo das chuvas e
podem alcancar altas densidades, resultando em altas prevaléncias do parasito e surtos
da doenga. Independente da estacdo, a alta prevaléncia de T. vivax, esta relacionada as

altas densidades de vetores.
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A hipotese de que bovinos podem estar atuando como reservatorio de T. vivax é
sustentada por DAVILA et al. (2003), pelo fato dos bovinos positivos e negativos pelo
PCR ndo apresentaram diferenca significativa no volume globular. Normalmente
anemia € relacionada a parasitemia no estagio inicial da infeccdo, depois se a
parasitemia € baixa, seria esperado valores normais para volume globular. A alta
prevaléncia e baixa parasitemia encontradas no estudo destes autores fornecem
indicacdes fortes de que animais podem estar infectados e carrear T. vivax enguanto
apresenta valores normais de volume globular e sem Sinais clinicos. Ainda que em
situacBes enzodticas a doenga se torne oculta, ainda € capaz de produzir perdas
encondmicas como perda de peso e queda na producdo de leite (OTTE et al., 1994).

De acordo com DAVILA et al. (1997), ha outras condicdes particulares no
Pantanal que podem contribuir a transmissdo de T. vivax e T. evansi. Durante o
prolongado periodo de cheia do Pantanal (5-6 meses), ha uma reducdo na é&rea
disponivel para pastejo. Por isso, os animais domésticos e silvestres, procuram refligio
em areas secas limitadas da floresta. Como resultado, a transmissdo por dipteros
picadores se torna intensa.

De acordo com estudos de SILVA (2002) a prevaléncia de T. vivax em bovinos
no estado do Pard, determinada através da técnica de centrifugacdo de microhematécrito
foi e 1,39%, com maior ocorréncia nos municipios da regido nordeste do estado com
maior ocorréncia em animais da raca nelore.

As técnicas parasitologicas sdo as mais comuns para o diagnostico de T. vivax
na América Latina assim como no Brasil. Entretanto em animais infectados, a
parasitemia flutua bastante e baixos nimeros de parasitos sdo encontrados no esfregaco
sanguineo durante a fase cronica da infeccdo e freqlientemente abaixo do limiar de
deteccdo das técnicas usuais de diagnostico parasitolégico (MATTIOLI & FAYE,
1996). Uma vantagem do uso de ELISA indireto com antigeno bruto de T. vivax em
estudos soroldgicos na América Latina é a auséncia de outra espécie de tripanossoma
que induza a resposta imune, 0s quais, mostre reacOes cruzadas fortes com T. vivax
como ocorre na Africa com T. congolense (REBSKI et al., 2000b). Outro fator que
favorece o ELISA indireto com antigeno bruto de T. vivax é que T. theileri, que ocorre
na America do Sul, ndo mostra reagcdo cruzada no ELISA com ELISA indireto com
antigeno bruto de T. vivax (LUCKINS, 1977). Segundo MADRUGA ET AL., 2000Aet al.
(no prelo) o ELISA indireto com antigeno bruto de T. vivax apresentou um baixo

percentual de reacOes cruzadas com B.bigemina, B. bovis e A. marginale,
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hemoparasitos que ocorrem normalmente na regido do Pard. Provavelmente essas
reacOes foram restritas a fase aguda da infec¢do primaria desses hemoparasitos, devido
a resposta imune de alguns individuos induzirem a producéo de anticorpos de baixa

afinidade.

2.4. Borrelia sp

O género Borrelia Swellengrebel, 1907, foi assim denominado em homenagem
ao pesquisador A. Borrel. Os microrganismos deste género possuem o formato
helicoidal com 3 a 10 espiras e medem de 0,2 a 0,5 um por 3 a 30 um. Este organismo
tem protoplasma cilindrico envolto pela membrana celular, da qual partem flagelos,
possui externamente outra membrana contendo diversas proteinas de superficie, e ndo
possui tubulos citoplasmaticos (KRIEG & HOLT, 1984, BARBOUR & HAYES, 1986).

Como membro da ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae, estas bactérias
distinguem-se morfologicamente dos demais géneros, desta familia, por serem maiores,
possuirem maior nimero de flagelos periplasmaticos (15 a 20) e menor nimero de
espiras (PFISTER et al., 1994, QUINN et al., 1994). Borrelia sp sdo espiroquetideos
simbioticos de carrapatos e piolhos, que podem ser transmitidos a aves e mamiferos,
que sdo normalmente hospedeiros acidentais e atuam como reservatério amplificador. O
género Borrelia é muito pleomérfico e pode ser observado em amostras de sangue e
urina animal, hemolinfa e tecidos de carrapatos, cultura in vitro entre outros
(BENNETT, 1995). Para observacdo em esfregaco sanguineo sdo principalmente
utilizados métodos de impregnacdo por prata, Giemsa e/ou Romanowsky. Em se
tratando de amostras de sangue fresco e cultura, 0 microrganismo pode ser observado
em microscopia de campo-escuro ou contraste de fase (QUINN et al., 1994).

A multiplicacdo de Borrelia theileri ocorre predominantemente no carrapato e
em menor intensidade no sangue bovino. A maior parte dos estudos sobre B. theileri em
carrapatos, foram desenvolvidos em B. microplus. Somente a fase de ninfa transmite a
espiroqueta para o bovino, apesar da transmissdo transovariana ocorrer e 0S
espiroquetideos podem ser encontrados em larvas 72 horas apds serem colocadas em
bovinos. B. theileri também pode ser transmitida pela inoculacéo de sangue total fresco
de bovinos infectados para nao infectados (SMITH et al., 1985).
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Nos ruminantes, sequndo WELLS et al. (1993), a Borreliose de Lyme promove
aumento de volume articular, mialgia, febre, laminite, queda de producéo e aborto. Na
Ameérica do Norte a soroprevaléncia da Borreliose de Lyme em bovinos assintomaticos
pode chegar a 75%, no Japdo estd em torno de 25%, na Australia a prevaléncia ndo foi
avaliada, pois em animais 0s casos S&o raros.

YOSHINARI et al. (1989), publicaram o primeiro artigo de revisdo sobre
Borreliose em lingua portuguesa, quando alertaram a classe médica sobre a
possibilidade da existéncia desta enfermidade no Brasil. O perfil da Borreliose de Lyme
foi caracterizado no Brasil por YOSHINARI et al., (1997), tendo sido relatado a
ocorréncia de aproximadamente 30 casos em humanos, quando foi discutido a clinica, o
diagnostico soroldgico, tratamento e a epidemiologia com o envolvimento de caes,
bovinos, animais silvestres e carrapatos.

A distribuicdo geogréfica da borreliose bovina é determinada pela dispersdo do
seu vetor. B. theileri é a espécie predominante em bovinos, sendo que B. burgdorferi e
B. coriaceae também foram relatadas causando doenca clinica. Portanto, B. theileri
causa doenca leve em bovinos, e ainda é importante pelo seu potencial em ser
confundido com o agente etiolégico da Borreliose de Lyme, B. burgdorferi, e com
agentes do Aborto Epizo6tico bovino, B. coriaceae.

B. theileri, assume um papel importante porque pode ser transmitida entre
bovinos e outros herbivoros sem induzir sinais clinicos de infeccdo mesmo em bovinos
esplenectomizados (ISHIKAWA, 1996), sendo assim, o diagnostico de borreliose pode
ser complicado especialmente pelas reac6es cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri
(ROGERS, et al., 1999).

WELLS et al. (1993) constataram maior especificidade e sensibilidade do teste
ELISA indireto em relacdo ao teste de Imunofluorescéncia indireta (IFI). Também
observaram que a soropositividade a B. burgdorferi pelo teste ELISA, ndo teve
associacdo com a soropositividade para 6 sorotipos de Leptospira interrogans. E
constataram que altos titulos de anticorpos contra B. burgdorferi associados a sintomas
de claudicacéo.

ROGERS et al. (1999) ressaltaram a importancia de se tomar cuidado na
distingéo entre as varias espécies do género Borrelia que ocorrem em bovinos por causa
das reacOes cruzadas relacionadas as provas soroldgicas. Este relato foi obtido atraves
de estudo onde bovinos infectados com B. theileri produziram anticorpos que reagiram

cruzadamente com B. burgdorferi e B. coriaceae ao teste de imunofluorescéncia
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indireta, usando antigenos de células inteiras dos trés organismos. A rea¢do cruzada e,
segundo os autores, provavelmente ligada, em parte, a um antigeno flagelar de 41 KDa,
comum as espécies, que foi detectado no teste de imunofluorescéncia indireta.

WELLS et al. (1993) relataram a maior sensibilidade e especificidade do ELISA
indireto para B. burgdorferi comparado a Imunofluorescéncia indireta em seu estudo em
gado de leite. Afirmando ainda que a concordancia entre o ELISA e o Western blotting
como o0 desejado para um teste diagndstico. Entretanto, o Gltimo teste ndo deve ser
padrdo satisfatorio por causa das suas limitacdes incluindo interpretacdo, confiabilidade
e custo. Tendo ainda falhas no o diagndstico de doenca de Lyme humana e deve ser
substituido por outros ensaios no futuro (BERARDI et al. 1988).

Estudos conduzidos por FONSECA et al. (1996), indicaram que de 513 amostras
de soro bovino analisadas pelo teste ELISA indireto 372 (72,51%) apresentaram
anticorpos IgG contra B. burgdorferi com titulo entre 1/400 e 1/1600, 141 (27,49%)
foram negativos. A maior percentagem de animais soropositivos foi observado no grupo
proveniente do municipio de Alegre, Estado do Espirito Santo. Neste municipio foi
verificado um bezerro com claudicacdo e outro com aumento de volume da articulacao
radio-carpiana ambos da mesma propriedade e com sorologia positiva no teste ELISA.
Nesta regido também foram identificados casos humanos com suspeita clinica e
sorologia positiva (ELISA e “Western blotting”) refor¢ando a possibilidade de se tratar
de uma area de risco para Borreliose de Lyme com chance de ser causada pelo mesmo
agente da borreliose em animais.

Teste ELISA indireto realizado em 150 amostras de soros de cdes aparentemente
sadios indicaram que 30 (20%) reagiram positivamente, das quais 20 (13,34%)
apresentaram titulos de 1:400, quatro (2,66%) a 1:800 e seis (4,00%) com titulo de
1:1600; totalizando 120 (80%) amostras negativas (SOARES, 1999).

Recentemente, Borrelia sp incultiviveis tém sido incriminadas como potenciais
causadores da Borreliose de Lyme simile (SMITH & ROGERS, 1998). No Brasil, assim
como em outros paises Sul americanos, o agente desta enfermidade ainda nao foi
isolado prejudicando ainda mais o diagnostico (CICERONI et al., 1994, YOSHINARI
et al. 2005). S&o necessarios cuidados na interpretacdo de resultados sorologicos
especialmente no caso de bovinos, que sdo animais acometidos por outras espécies
como B. theileri e B. coriacea transmitidas por Boophilus microplus e Ornithodoros
spp, respectvamente (BENXIU & COLLINS, 1994). O estudo de Borrelia spp
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potencialmente zoondticas incluindo B. theileri, é, portanto, relevante a saide de ambos,

animais e humanos.

2.5. Deficiéncia Mineral em Ruminantes

SPEARS, 2000, demonstrou que 0s micronutrientes afetam varios aspectos da

imunidade em bovinos e as interaces entre 0 estado nutricional, imunolégico e de
resisténcia a doencas € extremamente complexo. As deficiéncias minerais estdo ligadas
a areas geogréficas, podendo ocorrer em diversos graus, desde deficiéncias severas com
perturbacGes mais ou menos caracteristicas, até deficiéncias leves, com sintomas
inespecificos como desenvolvimento lento, problemas de fertilidade, baixo rendimento
de carcaca e pouca producéo de leite. Deficiéncias leves ou moderadas também podem
causar prejuizos econémicos sérios porque reduzem a produtividade dos animais e
constituem obstaculos a melhoria dos rebanhos. Estudos no estado do Para relatam a
deficiéncia de alguns minerais como o cobre (Cu) e cobalto (Co) (TOKARNIA et al.,
2000).
A deficiéncia de cobre resulta em decréscimo na imunidade celular e humoral, bem
como a diminuicdo da imunidade inespecifica regulada por células fagociticas como
macrofagos e neutrdfilos (LUKASEWYCZ & PROHASKA, 1983). Foi observada
correlacdo entre baixos niveis de IgM sérica com a deficiéncia de Cu em ratos
(WINDHAUSER et al. 1991). A reducdo dos niveis de precursores de linfdcitos B
assim como dos linfécitos B maduros, foi relatado por STABEL et al. (1993), em
camundongos deficientes de Cu, indicando alguma interferéncia na via de diferenciacdo
dos linfécitos B, o que pode influenciar na maturacéo destas células a plasmacitos, com
subseqliente reducdo da producdo de 1gG. As concentracbes de cobre nos 6rgéos
envolvidos na imunorregulacdo como figado, baco, timo e pulmdes foram
substancialmente reduzidos pela deficiéncia de Cu em estudos realizados por STABEL
et al. (1993), sugerindo que animais deficientes tem maior risco de infec¢do que animais
normais.

GENGELBACH & SPEARS (1998) relataram que bezerros alimentados com
dieta deficiente em Cu suplementados com 5 mg de Molibdénio/Kg obtiveram uma
resposta imune primaria menor que animais cm dieta normal. Este autor relatou ainda

que, a resposta imune secundaria tambem foi menor em bezerros alimentados com dieta
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deficiente em Cu suplementado com Molibdénio, quanto a administracdo parenteral de
eritrocitos suinos.

Os microorganismos do rumem necessitam do cobalto para a sintese de vitamina
B12 que tem acdo catalitica na atividade das enzimas metilmalonil CoA mutase e
metionina sintetase presente em mamiferos (KENNEDY et al., 1992). Dietas deficientes
em Co em ruminantes leva a deficiéncia de vitamina B12, que em ovinos é
caracterizada por perda de peso ou desenvolvimento lento, lacrimejamento e
fotossensibilizacdo (ULVUND & PESTALOZZI, 1990). Também sdo observados,
aumento na taxa de natimortos e mortalidade perinatal em ovinos supostamente devido
a diminuicdo da imunoreatividade, aumento da susceptibilidade a infeccOes em
caprinos, diminuicdo da atividade dos neutrofilos contra leveduras em caprinos e
bovinos, sendo a diminui¢cdo da funcdo imune também relatada em ratos deficientes,
seres humanos e imunidade mediada por células T em ovinos. Além da diminuicdo do
periodo pré-patente e aumento da contagem de ovos nas fezes em infecgdes naturais
com nematodeos gastrintestinais (VELLEMA et al.1996).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Origem dos Animais

A pesquisa foi realizada utilizando-se soros de 246 animais da espécie bovina,
fémeas adultas, provenientes dos municipios de Sdo Miguel do Guama e Castanhal do
estado do Pard, (Figura 1), que juntos possuem cerca de 96.000 cabecas de gado bovino,
correspondendo a 0,71% da populacdo efetiva de bovinos do estado (13.376.606
cabecas) (IBGE, 2003). A regido estudada possui duas estaces predominantes, uma de
seca correspondendo aos meses de julho a novembro e outra das chuvas durante os

meses de dezembro a junho (Gréfico 1).

3.2. Animais Estudados

Os animais foram selecionados por conveniéncia e facilidade de acesso as
propriedades, totalizando 181 vacas mesticas com aptiddo para producdo de leite de
uma propriedade, localizada no municipio de Sdo Miguel do Guam4; 65 vacas nelore
com aptiddo para corte, procedentes de duas propriedades localizadas no municipio de
Castanhal, ambos na regido nordeste do estado do Para e distantes de cerca de 30 km
uma das outras.

As amostras foram colhidas através da venopuncdo jugular, assepticamente. Os
soros obtidos foram devidamente identificados, aliquotados em tubos tipo eppendorf e
armazenados a -20°C até 0 momento da andlise soroldgica.

O tamanho minimo das amostras foi determinado através da férmula do Centro
Panamericano de Zoonoses (1979), para o estudo de enfermidades cronicas, em que:

N=p.(100-p)Z?/ (d.p/100)?

Sendo: n = nimero de amostras; p = prevaléncia esperada; Z = grau de confianca
e d = margem de erro.

Para o célculo da amostragem minima necessaria para se estabelecer a
prevaléncia do local estudado, foram feitos estudos pilotos para determinar a

prevaléncia estimada da regido. Para cada agente foi realizado uma placa do teste
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ELISA indireto, com 35 amostras de soro, onde foram obtidas as seguintes prevaléncias:
Para B. bigemina 77,2%, o qual, segundo a formula descrita acima, com uma margem
de erro de 10% se obteve um numero minimo de 118 bovinos; Para B. bovis, foi
estabelecida uma prevaléncia média de 91%, obtendo-se 158 animais, com uma margem
de erro de 5%. Para A. marginale, foi encontrada a prevaléncia de 91% resultando em
um namero minimo de 155 animais com uma margem de erro de 5%. O estudo de T.
vivax, foi baseado em uma prevaléncia estimada de bovinos sorologicamente positivos
para este hemoparasito de 82% determinada com margem de erro de 10%, sendo
estabelecida uma amostragem minima de 87 animais. Em relacdo a B. burgdorferi, a
prevaléncia obtida foi de 70% correspondendo a uma amostra de 171 animais, com uma
margem de erro de 5%. Para todos os célculos foi usado o intervalo de confianca de
95%.

3.3. Antigenos de Babesia bigemina, B. bovis e Trypanosoma vivax

Os antigenos brutos de B. bigemina, B. bovis e T. vivax foram produzidos
segundo metodologia descrita por MADRUGA et al. (2001, 2000b), e MADRUGA et
al. (no prelo), respectivamente, sendo gentilmente cedidos bem como o soro controle
positivo pelo Dr. Claudio Roberto Madruga, Pesquisador do Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Corte, EMBRAPA, Campo Grande, MS.

3.4. Obtencdo do Antigeno Recombinante de Anaplasma marginale

O antigeno recombinante MSPla de A. marginale, foi produzido segundo
metodologia descrita por ARAUJO et al. (20005b), e cedido para o desenvolvimento do
estudo, assim como 0s controles negativos (proveniente de animais de isolamento, sem
contato com carrapatos e dipteros hematofagos) e positivos, pelo Dr. Flabio Ribeiro de
Araujo, Pesquisador do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte, EMBRAPA,
Campo Grande, MS.
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3.5. Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimética (ELISA) Indireto para Anticorpos
Contra Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale e Trypanosoma

vivax

No ensaio ELISA indireto para deteccdo de anticorpos contra A. marginale,
utilizou-se a proteina MSP1a recombinante. Brevemente, o fragmento do gene mspla
que codifica para a regido carboxi (C)-terminal da proteina foi amplificado por PCR,
clonado em vetor pTrcHis-TOPO (Invitrogen) e expresso em E. coli TOP10. A
purificacdo da proteina foi feita por cromatografia de afinidade em resina de agarose-
niquel (ProBond kit, Invitrogen).

Para padronizacdo dos ensaios ELISA indireto, diluicbes étimas dos antigenos,
soros e conjugado foram determinadas pela avaliagdo de duas amostras de soros de
bovinos negativos e duas positivas para anticorpos contra B. bigemina, B. bovis ou A.
marginale pela Imunofluorescéncia Indireta. O procedimento a seguir foi selecionado
por apresentar as maiores diferencas nas densidades oOticas (DOs) entre 0s soros
positivos e negativos.

Placas de 96 pogos (Costar, 3590) foram adsorvidas com 60 ng/mL de MSP1la
recombinante, 60mg de antigeno bruto de B. bigemina ou 60 de antigeno bruto de B.
bovis, diluidos em salina fosfatada de Dulbecco (DPBS), pH 7,2, por 12 horas, a 4°C.
As placas foram bloqueadas com 100 plL/poco de soro equino livre de y-globulinas
(Sigma) a 5%, diluido em PBST, pH 7,2, por 60 minutos, a 37°C. Apos cinco lavagens
com salina fosfatada tamponada (PBS) com 0,1% de Tween-20 (PBST), 100 uL/pogo
dos soros controle e teste, diluidos em PBST a 1:1000 para MSP1a, 1:500 para B. bovis
e B. bigemina, foram incubados por 60 minutos a 37°C. As placas foram entdo lavadas
cinco vezes com PBST, e 100 uL/poco do conjugado anti-lgG de bovino/peroxidase
(ref. A-7414, Sigma), diluido em PBST a 1:10.000, foram entdo adicionados aos pocos.
As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C e, ap6s cinco lavagens com PBST, 50
uL/poco do cromogeno/substrato o-fenildiamino (P-1526, Sigma/ H202) na
concentracdo de 0,6 mg/mL foi adicionado. A reacdo foi parada apos cerca de cinco
minutos, pela adicdo de H2SO4 (2,5 N) e os resultados, obtidos em leitor EL-800 (Bio-
Tek), com filtro de 490 nm.
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3.6. Obtengdo do Antigeno de Borrelia burgdorferi

Foi utilizada como referéncia Borrelia burgdorferi stricto sensu cepa G39/40 de
origem americana, mantida no Laboratério de Integracdo Artrite e Microrganismo,
Departamento de Reumatologia, Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo,
Centro de Referéncia para Borreliose de Lyme no Brasil e gentilmente cedido pelo Prof.
Dr. Natalino Hajime Yoshinari.

A partir de cultura jovem de B. burgdorferi (repicada a aproximadamente quatro
dias), uma aliquota de 1 ml foi retirada, adicionada a 500 mL de BSK-H completo
(Sigma-Aldrich). A cultura foi mantida em estufa a 33° C por aproximadamente sete
dias. A cultura entdo foi centrifugada a 12.000 x g por 20 minutos a 4° C, e o sedimento
foi homogeneizado em PBS 0,001M Mg Cl. 6H20, pH 7,4 repetindo-se 0 processo por
mais duas vezes, o sedimento obtido foi entdo, homogeneizado na mesma solucdo até se
completar o volume final de 6 mL.

A suspensdo foi submetida ao congelamento em nitrogénio e descongelamento
em banho-maria a 37° C sonicacdo por 3 minutos (Fisher sonic dismembrator, model
300 — Dynatech) com intervalos de 15 segundos, filtrada em membrana 0,45um,
aliquotada e estocada até 0 momento do uso (GRODIZICKI & STEERE, 1998).

A concentracdo proteica do antigeno foi determinada pelo método de Folin
(LOWRY et al., 1951).

3.7. Obtencéo do Controle Positivo para Borrelia burgdorferi

O soro controle positivo foi obtido a partir da inoculacdo experimental de uma
bezerra fémea de 50 dias de idade, sadia, pesando 36 kg de peso vivo, originario do
setor de reproducdo animal, Instituto de Zootecnia, da UFRRJ.

Foram realizadas trés inoculacGes, com intervalos de 15 dias, de antigeno
inativado de B. burgdorferi cepa 39/40 por via subcutdnea, com agulhas e seringas
estéreis, na dose de 1 mg/12 kg peso vivo sem a adi¢do de adjuvante. Foram realizadas
semanalmente, coletas de sangue para obtencdo de soro totalizando 15 amostras que
foram armazenados a -20°C até o momento da andlise. A escolha do soro positivo mais
adequado ao ensaio foi feita através do teste ELISA indireto, onde se pesquisou a

presenca de anticorpos homologos da classe IgG anti-B. burgdorferi. Os soros que
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apresentaram densidade Optica satisfatdria com no minimo trés vezes o valor da linha de
corte, foi o escolhido para ser usado como o controle positivo dos testes. Os soros
utilizados como controles negativo foram os mesmos usados para 0S outros agentes,
gentilmente cedidos pelo Dr. Flabio Ribeiro de Araujo, Pesquisador do Centro Nacional
de Pesquisa de Gado de Corte, EMBRAPA, Campo Grande, MS.

3.8. Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA) Indireto para Anticorpos

Homodlogos a Borrelia burgdorferi

As amostras de soros coletadas foram analisadas através do ensaio ELISA
indireto padronizado por ISHIKAWA (1996). Para a sensibilizacdo da placa Costar
(3590), o antigeno foi diluido em tampéo Coating buffer pH=9,6, na concentracdo de 15
pg/mL, sendo mantida em cdmara Umida a 4°C por 12 horas. A placa foi bloqueada com
gelatina a 1% em PBST , pH 7,4 e incubada por uma hora em temperatura ambiente. Os
soros testes, controles negativos e positivo foram diluidos a 1:400 em PBST, e
incubados por uma hora em temperatura ambiente. Foi utilizado o conjugado anti-IgG
bovino ligado a fosfatase alcalina (Sigma Chemical) diluido 1:1000 em PBS tween 20
0,05%, sendo incubado por uma hora em temperatura ambiente, apés o qual, foi
adicionado a placa o substrato para-nitro-fenil-fosfato de sédio (PNPP — Sigma
Chemical) diluido em tampéo glicina pH 10,5 na concentra¢do de 1mg/mL. Em todas as
fases do ensaio foram utilizados 200uL de solucdo por poco e antes de cada etapa a
placa foi lavada trés vezes com PBST. Estas permaneceram em temperatura ambiente
até a revelacdo e momento de leitura em espectofotbmetro para microplacas de 96
orificios (Microplate Reader model 550, Bio-Rad Laboratories), utilizando filtro para

comprimento de onda de 405nm.

3.9. Organizacdo dos Soros Teste na Placa para Execucdo do Ensaio ELISA

Indireto

Os soros para execucdo dos ensaios foram dispostos na placa da seguinte

maneira:
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Linhas A e B= Foram distribuidos seis diferentes soros controle negativo (C-) em cada
linha, em duplicata.
Linha C = Na coluna um e dois foi distribuido uma amostra de soro controle positivo
(C+) em duplicata.
A partir da linha C coluna trés, foram distribuidos os soros testes, sempre em duplicata.

Sendo assim, em cada placa foi possivel realizar 35 amostras diferentes (Figura 1).

FIGURA 1. llustracdo da organizacdo e disposicdo dos soros controle negativo,

positivo e testes nas placas:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C1l- Cl- C2- c2- C3- C3- C4- C4- C5- C5- C6- C6-
C7- C7- C8- C8- C9- Co9- c10- | C10- | C11- | C11- | C12- | C12-
Ca+ Cat 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5

6 6 7 7 8 8 9 9 10 10 11 11

12 12 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17

18 18 19 19 20 20 21 21 22 22 23 23

24 24 25 25 26 26 27 27 28 28 29 29

30 30 31 31 32 32 33 33 34 34 35 35

3.10. Determinacdo da Linha de Corte (cut-off) dos ELISAs para Anticorpos
Contra Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale, Trypanosoma vivax

e Borrelia burgdorferi.

Os pontos de corte (cutoff) para os ensaios foram determinados segundo
metodologia descrita por FREY et al. (1998), utilizando a distribuigéo t-Student, sendo
a formula matematica expressa como o desvio-padrdo multiplicado por um fator que é

baseado no numero de controles negativos e no intervalo de confianga:

Cutoff= X+ sp H' 1 +(1/n)
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Em que:

X : Média das leituras dos soros controles negativos

SD : Desvio-padrédo
t : valor para a distribuicdo t, baseado em n e no percentual de nivel de confianga
desejado.

n : namero de controles negativos,

Para cada placa, o ponto de corte foi calculado com 12 soros controle negativos,
sendo o nivel de confianca de 99,0% e valor de t igual a 2,829, segundo tabela com
valores para t-distribuicdo para calculo de ponto de corte (FREY et al., 1998).

Para corrigir o efeito da variacdo de DOs entre ensaios, 0s resultados foram
expressos como o indice da DO de cada soro teste sobre a linha de corte (cutoff) da
respectiva placa (DO soro teste x 100/’cut-off”), segundo ARAUJO et al. (2005b).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo Sorologico de Bovinos do Nordeste do Para

Os resultados das andlises soroldgicas foram demonstrados em densidade ética
(DO), e para o estabelecimento de uma padronizacdo, os dados foram convertidos em
relacdo ao “cut off” estabelecido para cada placa (DO x 100/“cut off”). As leituras das
DOs estdo dispostas nos anexos bem como o célculo do percentual em relagdo ao “cut
off” das placas para cada agente (Anexos 1 a 5). Para facilitar a comparacdo, os
resultados foram agrupados em relacdo a cada agente (anexos 6 e 7). A distribuicao
espacial das DOs dos diferentes agentes estudados nos dois municipios estdo
representados nas Figuras 2 a 4.

4.1.1. Estudo da prevaléncia de Babesia bigemina

A analise soroldgica de bovinos dos dois municipios da regido nordeste do estado
do Para revelou a prevaléncia de anticorpos da classe 1gG para B. bigemina de 98,4%
(64 de 65 soros) para 0 municipio de Castanhal, e 99,4% (180 de 181 soros) para 0
municipio de Sdo Miguel do Guama (ANEXO 8). Estes resultados corroboram a faixa
de prevaléncia encontrado por MADRUGA et al. (2001), variando de 87,7 a 98,9% na
regido do Pantanal no Mato Grosso do Sul. Os resultados também concordam com
ARAUJO et al. (1997), que obteve a prevaléncia de 95% em outra area enzooticamente
estavel, na Bahia. Assim como os resultados de SOUZA et al. (2000a), relatando a
prevaléncia de 84,75% em bovinos da regido do médio Paraiba no estado do Rio de
Janeiro. Os resultados discordaram de SOUZA et al. (2000b), que estudou a
mesorregido Norte Fluminense, no Rio de Janeiro, e BARROS et al. (2005) na regido
do semi-arido do estado da Bahia apresentando prevaléncia de 69,74% e 75,5%
respectivamente, diferindo também de CARRIQUE MAS et al. (2000) que encontraram
a prevaléncia de 64,2% na regido do Chaco boliviano, através do ELISA indireto

usando antigeno bruto.
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A metodologia do ensaio Elisa indireto para B. bigemina utilizado neste trabalho
foi desenvolvido por MADRUGA et al. (2001), onde foram comprovadas a alta
especificidade e sensibilidade do teste utilizando antigeno bruto obtido de isolado
brasileiro, ndo apresentando reacdo cruzada com anticorpos para B. bovis.

N&o houve diferencga significativa nas prevaléncias entre os Municipios estudados,
segundo o teste Qui-quadrado (ANEXO 8). A diferenga racial dos rebanhos e possivel
maior ou menor resisténcia a carrapatos, distribuicdo do protozoario nos vetores e a taxa
de inoculacdo do patdgeno ndo interferiram no desenvolvimento de resposta imune ao
parasito. Portanto, ambos 0s municipios apresentaram elevada soroprevaléncia
indicando a presenca do agente nos vetores e repetidas reinfecgdes dos animais

acarretando em imunidade.

4.1.2. Estudo da prevaléncia de Babesia bovis

Na pesquisa de anticorpos para B. bovis foi obtida a prevaléncia de 95,4% (62 de
65 soros) em relacdo aos soros avaliados no municipio de Castanhal, e 100% (181
soros) para 0 municipio de Sdo Miguel do Guaméa (SMG), estado do Para (TABELA 2).
Estes resultados de prevaléncia concordam com os apresentados por SOUZA et al.
(2000c), com 91% de prevaléncia em bovinos da mesorregido do médio Paraiba no
estado do Rio de Janeiro; SOARES et al. (2000) que obteve 90% de prevaléncia em
animais da mesorregido Norte Fluminense do Rio de Janeiro; MADRUGA et al. (2000)
com 83,9% em bovinos da regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul e BARROS et al.
(2005), que encontrou 77,7% de prevaléncia em animais da regido do Semi-arido do
estado da Bahia; SOLORIO-RIVERA et al. (1999), que trabalhou com bovinos do leste
de Yucatan, no México, encontrando a prevaléncia de 73,8% através do ensaio ELISA
indireto. Os resultados diferiram de CARRIQUE MAS et al. (2000) que encontraram a
prevaléncia de 64,2% na regido do Chaco boliviano, através do ELISA indireto usando
antigeno bruto.

MADRUGA et al. (2000) procederam a validagdo do ELISA indireto para
Babesia bovis com antigeno bruto obtendo, sensibilidade e especificidade de 98% nao
apresentando reagdo cruzada com anticorpos para B. bigemina. O antigeno utilizado nos
testes para deteccdo de B. bovis foi proveniente do laboratorio do referido autor,

podendo entéo ser extrapolados os seus relatos quanto a reagdes cruzadas do teste.
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Comparando-se as prevaléncias de B. bovis observadas nos municipios estudados,
foi encontrada diferenca significativa segundo o teste de Qui-quadrado (ANEXO 8).
Esta diferenca pode estar relacionada a diferentes fatores. A predominéncia de animais
de raca nelore (Bos indicus), com aptiddo para corte, nas fazendas estudadas no
municipio de Castanhal, o que implica em uma maior resisténcia a carrapatos, com
menores taxas de infestacdo dos animais, possibilitando menores taxas de inoculagdo do
patdgeno e decorrente menor prevaléncia. Ja no municipio de SMG, os animais tém
aptidao para producéo leiteira, sendo predominante 0s mesticos de ragas européias, mas
com algum grau de sangue zebu (Bos indicus), conferindo uma menor resisténcia a
carrapatos em relacdo ao gado nelore. Isto possibilita uma maior infestacdo de
carrapatos, aumentando o contato dos animais com o protozoario, possibilitando maior
soroprevaléncia. Como 0s municipios sdo préximos, € possivel excluir a interferéncia
das condicGes climaticas interferindo na dinamica populacional do B. microplus, visto
que os dados de temperatura, umidade e pluviosidade, abrangem as regides do estudo,
possibilitando as mesmas condicBes de desenvolvimento dos vetores (Figura 2). No
entanto, o risco de ocorréncia de surtos de babesiose nos unicipios é pequeno, pela alta
prevaléncia das areas, que em ambos os casos foram acima de 75%, indicando que os
animais adquiriram infecgdo antes de um ano de idade, com constante reinfecgoes
garantindo imunidade (MAHONEY & ROSS, 1972). Esta realidade ndo se aplica
guanto a introducdo de animais provenientes de areas de instabilidade ou livres da
doenca, como é o caso da llha do Marajé. A introducdo destes animais livres nestes
municipios ocasiona, potencialmente, doenca clinica grave, com sinais clinicos

evidentes (BARBOSA, comunicacao pessoal).
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TABELA 1. Prevaléncia das densidades 6ticas encontradas através do ELISA indireto
dos soros teste para Babesia bigemina de bovinos dos Municipios de Castanhal e Séo
Miguel do Guama (n=246) - Estado do Para.

Frequéncia positivos Negativos
Local D.O. x _ Total
100/°Cut- (n+) absoluta% Relativa% (n-)
off’(%) #
100 a
200 21
201 a 24
Castanhal 300 98,4 26,0 1 65
301 a 18
400
> 401 1
Total 64
100 a
200 95
201 a
i 22
S.M.Guama 300 99,4 73,2 1 181
301 a o8
400
> 401 35
Total 180
Total 244 2 246
Totais 99,2% 08%  100%
soros

# = Média das densidades Oticas das amostras dividido pelo valor do “cut off “ de cada placa vezes 100.

(N +) = O nimero de soros positivos que estdo contidos no intervalo descrito.

(N -) = NUmero de negativos. Levando-se em consideracdo que o valor do cut off de cada placa é considerado 100%. O ndmero de
soros com a razdo(DO vezes 100/”Cut-off” ) menor que o cut off da placa em que esta incluido, sdo considerados negativos.
Freqliéncia absoluta = Freqtiéncia dentro de cada propriedade

Freqliéncia relativa = Frequéncia relativa ao nimero total de amostras.
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TABELA 2. Frequéncia das densidades oticas encontradas através do ELISA
indireto dos soros teste para Babesia bovis de bovinos dos Municipios de Castanhal e
Sdo Miguel do Guama (n=246) - Estado do Para.

Frequéncia positivos Negativos
Local D.O. X _ Total
100/"Cut- (n+) absoluta% Relativa% (n-)
off” (%) #
100 a
150 29
151 a
25
Castanhal 200 95,4 25,2 3 65
201 a 8
250
> 251 0
Total 62
100 a
150 13
151 a
. 57
S.M.Guama 200 100,0 73,6 0 181
201 a 84
250
> 251 27
Total 181
Total 243 3 246
Totais 98.8% 12%  100%
soros

# = Média das densidades 6ticas das amostras dividido pelo valor do “cut off “ de cada placa vezes 100.

(N +) = O nimero de soros positivos que estdo contidos no intervalo descrito.

(N -) = NUmero de negativos. Levando-se em consideracdo que o valor do cut off de cada placa é considerado 100%. O ndmero de
soros com a razao(DO vezes 100/°Cut-off” ) menor que o cut off da placa em que esta incluido, sdo considerados negativos.
Freguiéncia absoluta = Frequiéncia dentro de cada propriedade

Freqliéncia relativa = Frequiéncia relativa ao nimero total de amostras.
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4.1.3. Estudo da prevaléncia de Anaplasma marginale

Em relacéo aos anticorpos da classe 1gG para proteina recombinante MSP1a (A.
marginale), a prevaléncia foi de 66,15% (43 de 65 soros) no Municipio de Castanhal, e
69,1% (125 de 181 soros) no Municipio de Sdo Miguel do Guama, estado do Para
(TABELA 3). N&o houve diferenca significativa nas prevaléncias entre os Municipios
estudados, ou seja, 0s dois Municipios possuem a mesma proporcdo de positivos,
segundo o teste de Qui-quadrado (ANEXO 8).

Os resultados discordam daqueles publicados por BARROS et al. (2005) que
encontraram na regido do semi-arido da Bahia 98,9 e 97% utilizando o teste ELISA com
antigeno bruto de A. marginale e a proteina recombinante MSP5 respectivamente;
SOUZA et al.(2000d), que encontraram na mesorregido Norte Fluminense do Rio de
Janeiro a prevaléncia de 91% utilizando antigeno bruto; Concordando com os resultados
de RODRIGUES-VIVAS et al. (2004) analisando bovinos da regido dos tropicos
Mexicanos encontraram a prevaléncia de 69,75% utilizando o teste de “card
agglutination”; CARRIQUE MAS et al. (2000a) estudaram o Chaco boliviano,
encontrando a prevaléncia de 38,8% através do ELISA indireto usando antigeno bruto.

Temperatura e umidade sdo conhecidas como sendo fatores cruciais para o
desenvolvimento de B. microplus. Entretanto, BARROS et al. (2005), sugerem que a
transmissdo de A. marginale, ndo é dependente somente da populacdo do vetor
ixodideo, pelo fato de na regido de Uaué e Juazeiro, estado da Bahia, ter sido observada
situacdo de instabilidade enzodtica para B. bigemina e B. bovis, sendo as regides
caracterizadas, no entanto, como de estabilidade enzodtica para A. marginale. Este
conceito pode ser reforcado pelo relato de surtos de anaplasmose em regiGes onde B.
microplus foi erradicado (GUGLIELMONE, 1995), levando a crer que outros fatores
sdo de grande importancia para a epidemiologia da anaplasmose bovina. Os tabanideos
tem sido incriminados como transmissores da anaplasmose aos bovinos, pela alta
prevaléncia desta riquétsia, em regides onde o ambiente é menos favoravel a
manutencdo de B. microplus, como em regides da Bolivia (CARRIQUE MAS et al.,
2000a).

Apesar dos carrapatos serem 0s vetores comuns da anaplasmose, 0 risco de
infeccdo do gado por este agente é consideravelmente mais complexo, pelo fato dos
vetores mecanicos (Stomoxys sp, Tabanideos) poderem intervir ativamente quando em

abundancia no ambiente. O verdadeiro papel dos carrapatos, ndo pode ser separado do
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papel dos dipteros. A relacdo Anaplasma x carrapato, conta somente para a transmissao,
a rickettsia ndo realiza ciclo o carrapato, somente se multiplica nos intestinos, ndo sendo
relacionada a espécie do vetor (Boophilus, Amblyomma ou dipteros hematofagos).
Consideracdes a respeito do risco de infeccdo de babesiose, theileriose e outras doencas
ou desordens fisioldgicas intercorrentes, fornecem condi¢Ges favoraveis para
anaplasmose (Manual of Tropical Veterinary Parasitology, 1981).

Na estacdo das chuvas, a temperatura media da regido situa-se em torno de 23 e
33 °C e a umidade entre 85 e 90% com pouca variacao ao longo da estacdo (Grafico 1),
isto implica em que os municipios estudados enfrentem grande problema relacionado ao
aumento da populagdo de carrapatos e dipteros hematofagos nesta época do ano. Este
dado associado ao controle ineficaz do parasitismo por parte dos proprietarios das
fazendas, faz com que o0s animais sejam expostos a uma ampla variedade de agentes
patogénicos que poderdo causar doencga clinica dependendo do estado imunoldgico dos

bovinos.
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TABELA 3. Freqiiéncia das densidades éticas encontradas através do ELISA indireto
dos soros teste para Anaplasma marginale de bovinos dos Municipios de Castanhal e
Sdo Miguel do Guama (n=246) - Estado do Para.

Frequéncia positivos Negativos
Local D.O. X _ Total
100/"Cut- (n+) absoluta% Relativa% (n-)
off” (%) #
100 a
125 29
126 a
10
Castanhal 150 66,15 17,5 22 65
151 a 4
200
> 201 0
Total 43
100 a
125 70
126 a
) 34
S.M.Guama 150 69,1 50,8 56 181
151 a 18
200
> 201 3
Total 125
Total 168 78 246
Totais 68,3% 31,7%  100%
soros

# = Média das densidades 6ticas das amostras dividido pelo valor do “cut off “ de cada placa vezes 100.

(N +) = O nimero de soros positivos que estdo contidos no intervalo descrito.

(N -) = NUmero de negativos. Levando-se em consideracdo que o valor do cut off de cada placa é considerado 100%. O ndmero de
soros com a razao(DO vezes 100/”Cut-off” ) menor que o cut off da placa em que esta incluido, séo considerados negativos.
Freguiéncia absoluta = Freqiiéncia dentro de cada propriedade

Freqliéncia relativa = Frequiéncia relativa ao nimero total de amostras.
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4.1.4. Estudo da prevaléncia de Trypanosoma vivax

A prevaléncia nos bovinos estudados de anticorpos para Trypanosoma vivax foi de
83% (54 de 65 soros) no Municipio de Castanhal, e 96,7% (175 de 181 soros) no
Municipio de Sdo Miguel do Guama (TABELA 4). Dados que discordam daqueles
publicados por MAGONA et al. (2005) que estudaram a regido sudoeste de Uganda,
encontrando prevaléncia de 15,5% de tripanosomose em bovinos de regido onde havia a
presenca do vetor Glossina pallidipes, através das técnicas de centrifugacdo de
hematdcrito e capa leucocitaria, VAN DEN BOSSCHE et al. (2000) relataram a
prevaléncia de anticorpos para Trypanosoma sp em 14,2% dos bovinos da regido de
Malawi, na Africa, utilizando o teste ELISA indireto. MADRUGA et al. (no prelo)
relataram a prevaléncia de 30% em bovinos de cinco regides do estado do Pard. Em
estudos no Pantanal, o periodo em que ha maior risco de transmissdo da tripanossomose
para 0s bovinos é a estacdo chuvosa, devido ao pico populacional dos tabanideos
principalmente Tabanus importunus (SILVA et al. 1996).

DESQUESNES & DIA (2003, 2004), demonstraram a transmissdo mecanica de T.
vivax na Africa, pelas amplamente distribuidas espécies de tabanideos Atylotus fuscipes
e Atylotus agrestis. Segundo KOLLER et al. (2002), a probabilidade de transmisséo de
agentes patogénicos € influenciada pela abundancia dos vetores, e 0s picos
populacionais observados durante o periodo chuvoso, indicando que esta época seja a
mais importante em termos de riscos de transmissdo mecéanica por tabanideos na regido
do Pantanal do Mato Grosso do Sul, sendo agravada ainda mais pela maior diversidade
de espécies neste periodo e maior abundancia de espécies com elevado potencial
vetorial. Esta realidade se aplica as areas onde ha ocorréncia de dipteros hematéfagos.
Em alguma estacdo do ano, em que had condicdes climéaticas favoraveis ao
desenvolvimento desses potenciais vetores, ocorrendo um aumento populacional,
possibilitando um maior contato dos vetores com o0s bovinos, aumentando a
probabilidade de transmissdo de patdgenos mecanicamente. Na América Latina, onde a
transmissao é estritamente mecanica, a tripanossomose bovina, aparece como doenga
enzodtica subclinica com surtos periodicos de da doenga ocorrendo com 3 a 5 anos de
siléncio epidemiologico (DESQUESNES & DIA, 2004).

DELAFOSSE et al. (2005) relatou que o risco de soropositividade aumenta com a
idade dos animais devido ao fato de terem maior exposi¢do ao agente e também pode

estar ligada a persisténcia de anticorpos e ndo a um fator especifico da idade. O risco de
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doenca aguda parece ser independente da idade pelo fato de varios autores enfatizarem a
baixa susceptibilidade de bezerros a infeccdo por T. vivax durante o primeiro ano de
vida. O risco de soropositividade aumenta com o nivel de sangue de Bos taurus do
rebanho, pelo fato de ndo terem anticorpos contra os agentes transmitidos por
carrapatos, possibilitando o aparecimento de doenga clinica. Isto ndo acontece com Bos
indicus que possui um maior grau de resisténcia, pelo maior contato com os agentes e
conseqiiente imunidade adquirida e héa autores que usam o termo tripanotolerancia.

As prevaléncias encontradas nos municipios estudados apresentaram diferenca
significativa, segundo o teste de Qui-quadrado (ANEXO 8). Explorando as
possibilidades que possam interferir na diferenca encontrada entre as prevaléncias, é
possivel citar a maior adaptacdo da raca nelore, Bos indicus, frente aos desafios do
clima tropical possibilitando uma maior resisténcia aos agentes e aos seus vetores. O
que é justificado com a menor prevaléncia de soropositivos nos animais do municipio
de Castanhal. O municipio de Sdo Miguel do Guama possui animais mesticos de sangue
europeu, Bos taurus, que sdo animais mais sensiveis que os da raca nelore, aos desafios
que o clima tropical oferece pela abundancia de agentes patogénicos e seus vetores.
Fazendo com que os animais mesticos sejam mais intensamente parasitados pelos
dipteros hemato6fagos, e tenham mais contato com o agente T. vivax, desenvolvendo
maior resposta imune, acarretando maior prevaléncia. Porém, os dois municipios
apresentaram altas prevaléncias indicando a presenca do agente estimulando a producgéo

de anticorpos.
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TABELA 4. Frequéncia das densidades Oticas encontradas através do ELISA indireto
dos soros teste para Trypanosoma vivax de bovinos dos Municipios de Castanhal e Séo
Miguel do Guama (n=246) - Estado do Para.

Frequéncia positivos Negativos
Local D.O. x _ Total
100/’Cut- (n+) absoluta% Relativa%  (n-)
off” (%) #
100 a 125 51
126 a 150 3
Castanhal 83 21,9 11 65
151 a 200 0
> 201 0
Total 54
100 a 125 25
126 a 150 64
S.M.Guama 96,7 71,1 6 181
151 a 200 77
> 201 9
Total 175
Total 229 17 246
Totais 93,1% 6,9%  100%
soros

# = Média das densidades Oticas das amostras dividido pelo valor do “cut off “ de cada placa vezes 100.

(N +) = O niimero de soros positivos que estdo contidos no intervalo descrito.

(N -) = Numero de negativos. Levando-se em consideracdo que o valor do cut off de cada placa é considerado 100%. O nimero de
soros com a razao(DO vezes 100/”Cut-off” ) menor que o cut off da placa em que esta incluido, séo considerados negativos.
Freqliéncia absoluta = Freqtiéncia dentro de cada propriedade

Freqliéncia relativa = Frequéncia relativa ao nimero total de amostras.
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4.1.5. Estudo da prevaléncia de Borrelia sp

Para anticorpos da classe IgG homdlogos a B. burgdorferi a prevaléncia foi de
36,9% (24 de 65 soros) para 0 municipio de Castanhal, e 61,3% (111 de 181 soros) para
0 municipio de S8 Miguel do Guama. Foi observada diferenca significativa nas
prevaléncias entre os municipios estudados, segundo o teste Qui-quadrado (ANEXO 8),
ou seja, foi encontrada associacdo entre as prevaléncias dos municipios. O municipio de
Sdo Miguel do Guama possui maior propor¢cdo do agente infeccioso que Castanhal.
Como j& discutido anteriormente para outros agentes, a prevaléncia foi
significativamente maior no municipio que os animais tém grau de sangue Bos taurus,
sendo menor sua resisténcia tanto para carrapatos quanto para 0s agentes por eles
transmitidos, promovendo maior resposta imune.

Os carrapatos do género Ixodes scapularis sdo considerados 0s vetores primarios
de B. burgdorferi, que por sua vez tem uma ampla gama de hospedeiros, sendo razoavel
a hipotese de que o gado leiteiro se infecta com B. burgdorferi em areas onde o
carrapato é disseminado, desenvolvendo resposta imune (BENXIU JI, et al. 1994). No
Brasil, ndo ha ocorréncia de 1. scapularis, por sua vez, ocorrem a espécie B. microplus e
0 género Ornithodoros sp que sd&o hospedeiros de B. theileri e B. coriaceae
respectivamente.

BENXIU JI et al. (1994), relataram a correlacdo de soropositividade de gado
leiteiro e infeccBes em humanos por B. burgdorferi em areas de distribuicdo geogréfica
de I. scapularis, no estado de Wisconsin, Estados Unidos. Entretanto FRENCH et al.
(1992) detectaram animais soropositivos em areas desta mesma regido, em que nao
havia ocorréncia de I. scapularis. O gado pode servir com sentinela da exposi¢édo a B.
burgdorferi. Outras razdes para a deteccdo de infeccdo por B. burgdorferi em &reas
livres do vetor seria a rapidez com o qual seres humanos e bovinos se deslocam ou que
B. burgdorferi seja transmitida por outros vetores hematéfagos como moscas,
mosquitos e pulgas (BENXIU JI, et al. 1994).

Apesar de B. theileri causar doenc¢a branda em bovinos, sua importancia se da
pelo potencial para ser confundida com B. coriaceae e B. burgdorferi. Assim relatam os
estudos de ROGERS et al. (1999), indicando que a distincdo soroldgica entre as
espécies de Borrelia sp citadas é possivel, entretanto, a maior parte dos estudos
soroldgicos atuais utilizam antigeno bruto, havendo, portanto alto potencial para reacoes

cruzadas, particularmente em areas onde 0s agentes coincidem.
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TABELA 5. Freqgiiéncia das densidades oticas encontradas através do ELISA indireto
dos soros teste para Borrelia burgdorferi de bovinos dos Municipios de Castanhal e Séo
Miguel do Guama (n=246) - Estado do Para.

FreqUéncia positivos Negativos
Local D.O. x _ Total
100/’Cut- (n+) absoluta% Relativa%  (n-)
off” (%) #

100 a 125 20

126 a 150 4
Castanhal 36,9 9,7 41 65
151 a 200 0
> 201
Total 24
100 a 125 59
126 a 150 24
S.M.Guama 61,3 45,1 70 181
151 a 200 21
> 201 7
Total 111
Total 135 111
246
Totals 54,9% 451%  100%
Soros

# = Média das densidades 6ticas das amostras dividido pelo valor do “cut off “ de cada placa vezes 100.

(N +) = O niimero de soros positivos que estdo contidos no intervalo descrito.

(N -) = NUmero de negativos. Levando-se em consideracdo que o valor do cut off de cada placa é considerado 100%. O nimero de
soros com a razao(DO vezes 100/’°Cut-off” ) menor que o cut off da placa em que esta incluido, sdo considerados negativos.
Freqliéncia absoluta = Freqtiéncia dentro de cada propriedade

Freqliéncia relativa = Frequiéncia relativa ao nimero total de amostras.
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4.2. Estudo da Prevaléncia de Babesia bovis, B. bigemina, A. marginale,

Trypanosoma vivax e Borrelia sp

Em relacdo ao total de 246 soros avaliados na regido nordeste do estado do Para,
as prevaléncias foram as seguintes: 99,2% (244 soros) para B. bigemina; 98,8% (243
soros) para B. bovis; 68,3% (168 soros) para A. marginale; 93,1% (229 soros) para T.
vivax; 54,9% (135 soros) para anticorpos homologos a B. burgdorferi (TABELA 6).

A regido estudada foi caracterizada como enzooticamente estavel para B.
bigemina e B. bovis assim, segundo a classificagdo de MAHONEY (1974), por conter
mais de 75% de animais apresentando sorologia positiva. O risco de ocorréncia de
surtos economicamente importantes de B. bigemina e B. bovis nos municipios de
Castanhal e Sd8o0 Miguel do Guama, é pequeno, levando-se em consideracdo as
condigdes atuais do rebanho. Entretanto, mudancas em fatores como manejo, raca,
controle carrapaticida e estado nutricional, podem, com o tempo, alterar o padrédo
soroldgico e susceptibilidade a doencga, passando areas de estabilidade para instabilidade
enzodtica, com alto risco de surtos acarretando prejuizo econémico (GUGLIELMONE,
1995).

O alto numero de reacdes soroldgicas positivas a B. bigemina e B. bovis, pode
ser usada como indicador da existéncia de imunidade contra esses parasitos. A auséncia
de um método de controle de carrapatos periddico e eficiente foi provavelmente o
principal fator para a manutencéo da estabilidade endémica da regido estudada. Mesmo
quando a taxa de inoculagdo estd na faixa de estabilidade endémica, uma pequena
proporcdo dos animais pode permanecer susceptivel a babesiose e casos esporadicos
podem ocorrer devido aos animais que ndo foram imunizados antes dos nove meses de
idade sendo infectados quando mais velhos (REGASSA et al. 2003).

Alguns aspectos epidemiologicos da anaplasmose séo similares aqueles que
ocorrem com a babesiose. A infeccdo primaria em bezerros € menos provavel que
resulte em doenca clinica e imunidade persistente normalmente se desenvolve. Por isso,
0 conceito de estabilidade/instabilidade enzoo6tica como é usado para babesiose, também
se aplica a anaplasmose (GUGLIEMONE, 1995). Levando-se em consideracdo este
fato, a tripanossomose e a borreliose também segue os padrGes de infeccdo das
babesioses, causando doenga clinica em animais intensamente debilitados, ou aqueles os
quais nunca tiveram contato com o agente, levando a producdo de imunidade. Além

disso, a tripanossomose bovina na America Latina pode partilhar dos mesmos vetores
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mecanicos que a anaplasmose (dipteros hemat6fagos), assim como a borreliose bovina,
babesioses e anaplasmose tém vetores comuns, que corresponde ao carrapato B.
microplus. Sendo assim, é possivel sugerir a extrapolacdo da classificacdo de
MAHONEY (1974), caracterizando a regido estudada como enzooticamente estavel
para Trypanossoma vivax, e enzooticamente instavel para Anaplasma marginale e
Borrelia spp.

Ha risco de ocorréncia de surtos de anaplasmose e Borrelia spp. hos municipios
de Castanhal e Sdo Miguel do Guama. Isto se deve ao fato de menos de 75% dos
animais estudados apresentarem imunidade contra os agentes em questdo. Portanto, a
medida que a populacdo de animais tem contato com os patdgenos, dependendo de
alguns fatores basicos ja citados como raca, idade, populacdo de carrapatos e infestacédo
dos mesmos com os patdgenos, estado fisioldgico e imunoldgico dos animais, podem
ocorrer surtos de doenga clinica, levando a queda de producdo e até morte em
decorréncia da anaplasmose.

A discordancia dos resultados apresentados para a prevaléncia de A. marginale,
em relacdo a estudos de MADRUGA et al. (2000a) e SOUZA, et al. (2000d), pode
dever-se ao fato de ter sido utilizado o antigeno recombinante MSP1a, que oferece
maior especificidade e sensibilidade em relagdo ao antigeno bruto. E, também, elimina a
possibilidade de reacdes inespecificas por parte de antigenos eritrocitarios, presentes nas
preparacdes com antigeno bruto.

Outros fatores que justificam a menor prevaléncia de A. marginale em relacdo a
outros estudos pode ser a possibilidade da populacdo de carrapatos e dipteros
hematofagos serem insuficientes a ponto de apresentar significancia na epidemiologia
da doenga, o que ndo é verdade. Na estacdo das chuvas, os animais dos municipios
estudados sdo intensamente parasitados por carrapatos e dipteros hematéfagos, sendo
alto o potencial de transmissé@o de patdgenos. Sendo constatada ainda, alta incidéncia de
dipteros hematofagos a ponto de haver mudanga no comportamento do rebanho que
tende a se agrupar na intencdo de evitar as picadas de tabanideos e Stomoxys sp. Outro
fator que deve ser avaliado é a baixa infestagdo dos carrapatos pelo A. marginale,
promovendo um menor indice de infecgdo nos bovinos, o que diminui a importancia dos
vetores mecanicos, pela auséncia de rickketsias circulantes dificultando a transmisséo
mecanica de um animal para outro.

A prevaléncia de anticorpos homologos para B. burgdorferi foi considerada alta,

apesar de a regido ser classificada como enzooticamente instavel. Para este agente
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devemos considerar que na metodologia empregada para realizacdo do teste, foi
utilizado o antigeno bruto de Borrelia burgdorferi, no entanto, B. coriaceae, B. theileri
acometem bovinos podem reagir cruzadamente com antigeno de B. burgdorferi. Por
isso, € necessario 0 desenvolvimento de provas sorologicas que fagcam distingdo das
diferentes espécies que acometem bovinos para avaliar o seu possivel potencial
zoondtico (ROGERS et al., 1999).

A prevaléncia de T. vivax diferiu consideravelmente de estudos realizados por
MADRUGA et al. (no prelo) apresentando-se alta em relacdo a estudos também no
estado do Para. Possivelmente, a alta prevaléncia detectada nos municipios estudados
seja decorrente da queda de imunidade dos hospedeiros. Considerando o fato da
transmissdo deste agente, no Brasil, ser exclusivamente mecanica pelos dipteros
hemato6fagos, para que os dipteros participem da transmisséo, € necessario que o agente
esteja presente na circulagdo dos animais para que contamine ao aparelho bucal do
inseto através do hematofagismo, carreando o agente, em intervalo de tempo suficiente
para infectar outros animais.

Segundo MADRUGA et al. (no prelo) a tripanossomose bovina é uma doenca que
se apresenta de forma branda, com alta morbidade e baixa mortalidade. Tendo em vista
que a regido estudada foi classificada como de estabilidade enzodtica para B. bigemina e
B. bovis, o rico de ocorréncia de surtos destes agentes é pequeno, sendo maior para A.
marginale, porém, mediante os fatores que levem a baixa de imunidade dos animais,
casos de doenca clinica podem ocorrer como tem sido relatado. Este fato reforca a
importancia da tripanossomose no contexto da regido como mais um componente do
complexo TPB.

A prevaléncia de T. vivax (93,1%), foi significativamente maior que A. marginale
(68,3%), sendo que ambos sdo transmitidos por dipteros hemat6fagos e o dltimo
também é transmitido por carrapatos. A diferenca pode estar relacionada principalmente
a metodologia usada no diagnostico. No teste ELISA indireto realizado para T. vivax foi
utilizado antigeno bruto possibilitando a ocorréncia de reacGes inespecificas devido a
antigenos eritrocitarios. Porém, mesmo considerando-se esta interferéncia, pode-se
afirmar que a prevaléncia encontrada foi significativamente alta. Ja no ELISA indireto
realizado para A. marginale, foi usado o antigeno recombinante derivado de membranas
de superficie MSPla, que oferece as vantagens de ser bastante especifico ndo
apresentando as reacOes inespecificas presentes em ELISAs que utilizam antigeno

bruto.
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BARBOSA (comunicacdo pessoal) relatou a ocorréncia de doenca clinica
compativel com a TPB e Tripanosomose em bovinos nas fazendas onde foi
desenvolvido o presente estudo, inclusive com diagndstico parasitolégico. Este fato
reforca as altas prevaléncias observadas na presente pesquisa, indicando a coexisténcia
de T. vivax com os agentes da tristeza parasitaria. TOKARNIA (2000) em um trabalho
de revisdo de literatura relatou o problema de deficiéncia mineral relacionada ao estado
do Pard. Como a deficiéncia mineral de Cu e Co resultam, de acordo com o autor, a
diversos tipos de diminuicdo da resposta imune dos animais, é possivel associar esta
debilidade imunoldgica ao aparecimento de casos clinicos de TPB e tripanossomose. O
constante contato com os agentes pela abundéncia de vetores (carrapatos e dipteros
hematofagos), possibilita o desenvolvimento de imunidade, confirmada pela sorologia
dos animais da regido. Segundo AUTOR E ANO a deficiéncia de Cu e Co promove
diminuicdo da imunorreatividade e resposta do organismo a infecgdes, deixando o0s
animais mais susceptiveis a agentes que normalmente seriam integrantes da fauna

natural do hospedeiro.
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TABELA 6. Prevaléncia dos agentes Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma

marginale; Trypanosoma vivax e Borrelia burgdorferi através do ensaio ELISA indireto

em bovinos dos Municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - Estado do

Para.
Frequéncia Positivos Freque_nma
Negativos
D.O. x
Local Total
100/”Cut- 0 i %
#
100 a 200 116
. 201 a 300 46
b?aé’risl'nag 3012400 46 9.2 2 0.8
9 > 401 36
Total 244 2 246
100 a 200 42
) 201 a 300 82
Bt";‘(t)’f/’iss'a 3012400 92 9,8 3 1.2
> 401 27
Total 243 3 246
100 a 200 99
201 a 300 44
ﬁ;rplﬁls;?: 301 a 400 29 68,3 78 31,7
9 > 401 3 246
Total 168
100 a 200 76
201 a 300 67
Trypﬁcg)s(oma 301 2 400 77 93,1 17 6,9
> 401 9 246
Total 229 17
100 a 200 79
. 201 a 300 28
bllio:jrg::czri 301 a 400 21 54,9 111 45,1
9 > 401 7
Total 135 111 246

# = Média das densidades Oticas das amostras dividido pelo valor do “cut off “ de cada placa vezes 100.

(N +) = Numero de soros positivos que estdo contidos no intervalo descrito.

(N -) = Numero de negativos. Levando-se em consideracdo que o valor do cut off de cada placa é considerado 100%. O ndmero
de soros com a razdo(DO/cut off vezes 100) menor que o cut off da placa em que esta incluido, sdo considerados negativos.
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4.3. Estudo do Perfil da Producéo de Anticorpos IgG no Bovino Utilizado como

Controle Positivo para B. burgdorferi

O bezerro inoculado com o antigeno de B. burgdorferi utilizado como controle
positivo ndo apresentou alteracBes clinicas nem no local de aplicagdo, tendo seu
desenvolvimento normal durante o periodo de acompanhamento. Nas avalia¢fes
laboratoriais, foram realizados, semanalmente, hemograma completo e bioquimica
sérica onde foi avaliado Aspartato aminotransferase (AST), Gamaglutamiltransferase
(GGT), Uréia, Creatinina se mantiveram dentro dos parametros de normalidade segundo
KANEKO (1997). Também foram realizados exames coproldgicos quinzenalmente, que
se mantiveram negativos durante o periodo de acompanhamento.

O bezerro imunizado apresentou o perfil da producdo de anticorpos da classe
IgG anti B. burgdorferi uma resposta crescente a partir do segundo inoculo, tendo
alcancado o pico 15 dias apds a administracdo do terceiro inoculo. Houve entdo um
decréscimo gradativo até a 132 semana, quando as coletas foram finalizadas.

Avaliando-se a densidade oOtica das coletas de soro realizadas do animal
inoculado, foi observado o maior valor na 72 semana de coleta. Entdo foi escolhido
como soro padrdo teste o proveniente da 92 coleta, por apresentar um nivel satisfatorio

de anticorpos para execucdo do ELISA indireto.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os anticorpos dos bovinos demonstraram possuir bom reconhecimento
antigénico para Babesia bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale, Trypanosoma vivax
e Borrelia sp.

A alta prevaléncia de animais soropositivos para Babesia bigemina, B. bovis e
Trypanosoma vivax corrobora a hipdtese de ocorra estabilidade enzodtica para estes
agentes nos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama, estado do Para.

A baixa prevaléncia de animais soropositivos para A.marginale e Borrelia sp
corrobora a hipdtese de ocorra instabilidade enzodtica para estes agentes nos municipios
de Castanhal e Sdo Miguel do Guama, estado do Para.

Os bovinos nos municipios estudados possuem anticorpos homdélogos contra
Borrelia burgdorferi cepa G39/40.
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Anexo 1. Célculo para obtencdo dos valores das densidades 6ticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bigemina de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

C | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-IZZ; da MDO x 100/"cut-off"
1 0,721 0,761 0,741 0,182 407,1
2 0,673 0,660 0,667 0,182 366,2
3 0,675 0,628 0,652 0,182 358,0
4 0,581 0,595 0,588 0,182 323,1
5 0,622 0,632 0,627 0,182 3445
6 0,684 0,642 0,663 0,182 364,3
7 0,616 0,581 0,599 0,182 328,8
8 0,568 0,593 0,581 0,182 319,0
9 0,688 0,646 0,667 0,182 366,5
10 0,781 0,760 0,771 0,182 423,4
11 0,649 0,658 0,654 0,182 359,1
12 0,623 0,567 0,595 0,182 326,9
13 0,625 0,652 0,639 0,182 350,8
14 0,790 0,790 0,790 0,182 434,1
15 0,767 0,799 0,783 0,182 430,2
16 0,369 0,367 0,368 0,182 202,2
17 0,823 0,803 0,813 0,182 446,7
18 0,838 0,878 0,858 0,182 4714
19 0,558 0,594 0,576 0,182 316,5
20 0,584 0,628 0,606 0,182 333,0
21 0,288 0,293 0,291 0,182 159,6
22 0,834 0,911 0,873 0,182 479,4
23 0,508 0,600 0,554 0,182 304,4
24 0,590 0,572 0,581 0,182 319,2
25 0,603 0,601 0,602 0,182 330,8
26 0,822 0,745 0,784 0,182 430,5
27 0,867 0,929 0,898 0,182 4934
28 0,546 0,576 0,561 0,182 308,2
29 0,532 0,576 0,554 0,182 304,4
30 0,802 0,775 0,789 0,182 433,2
31 0,490 0,483 0,487 0,182 267,3
32 0,504 0,483 0,494 0,182 271,2
33 0,714 0,739 0,727 0,182 399,2
34 0,844 0,819 0,832 0,189 439,9
35 0,693 0,703 0,698 0,189 369,3
36 0,875 0,880 0,878 0,189 464,3
37 0,376 0,355 0,366 0,189 193,4
38 0,862 0,889 0,876 0,189 463,2
39 0,853 0,844 0,849 0,189 448,9
40 0,890 0,963 0,927 0,189 490,2
41 0,862 0,882 0,872 0,189 461,4
42 0,878 0,884 0,881 0,189 466,1
43 0,971 0,919 0,945 0,189 500,0
44 0,555 0,595 0,575 0,189 304,2
45 0,944 0,947 0,946 0,189 500,3
46 0,918 0,958 0,938 0,189 496,3
47 0,652 0,659 0,656 0,189 346,8
48 0,873 0,868 0,871 0,189 460,6
49 0,920 0,910 0,915 0,189 484,1
50 0,629 0,659 0,644 0,189 340,7
51 0,801 0,807 0,804 0,189 4254
52 0,967 0,891 0,929 0,189 491,5
53 0,905 0,977 0,941 0,189 497,9
54 0,951 0,987 0,969 0,189 512,7
55 0,788 0,775 0,782 0,189 4135
56 0,222 0,235 0,229 0,189 120,9
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Anexo 1. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relag@o ao “cut-off” de cada placa para Babesia bigemina de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
57 0,922 0,931 0,927 0,189 490,2
58 0,950 0,893 0,922 0,189 487,6
59 0,873 0,907 0,890 0,189 470,9
60 0,689 0,692 0,691 0,189 365,3
61 0,970 0,916 0,943 0,189 498,9
62 0,802 0,868 0,835 0,189 441.8
63 0,745 0,725 0,735 0,189 388,9
64 0,912 0,922 0,917 0,189 485,2
65 0,615 0,598 0,607 0,189 320,9
66 0,853 0,834 0,844 0,189 446,3
67 0,832 0,801 0,817 0,189 432,0
68 0,678 0,690 0,684 0,189 361,9
69 0,650 0,670 0,660 0,322 205,0
70 0,596 0,566 0,581 0,322 180,4
71 0,332 0,346 0,339 0,322 105,3
72 0,408 0,394 0,401 0,322 1245
73 0,639 0,620 0,630 0,322 195,5
74 0,785 0,773 0,779 0,322 2419
75 0,543 0,539 0,541 0,322 168,0
76 0,764 0,817 0,791 0,322 2455
77 0,564 0,570 0,567 0,322 176,1
78 0,685 0,656 0,671 0,322 208,2
79 0,454 0,459 0,457 0,322 141,8
80 0,548 0,532 0,540 0,322 167,7
81 0,488 0,512 0,500 0,322 155,3
82 0,443 0,458 0,451 0,322 139,9
83 0,713 0,697 0,705 0,322 218,9
84 0,602 0,593 0,598 0,322 185,6
85 0,651 0,674 0,663 0,322 205,7
86 0,451 0,438 0,445 0,322 138,0
87 1,208 1,192 1,200 0,322 372,7
88 0,545 0,574 0,560 0,322 173,8
89 0,385 0,382 0,384 0,322 119,1
90 0,912 0,989 0,951 0,322 295,2
91 0,451 0,475 0,463 0,322 143,8
92 0,525 0,514 0,520 0,322 161,3
93 0,637 0,604 0,621 0,322 192,7
94 0,358 0,333 0,346 0,322 107,3
95 0,499 0,476 0,488 0,322 151,4
96 0,464 0,506 0,485 0,322 150,6
97 0,411 0,443 0,427 0,322 132,6
98 0,742 0,726 0,734 0,322 228,0
99 0,360 0,386 0,373 0,322 115,8
100 0,561 0,554 0,558 0,322 173,1
101 0,510 0,530 0,520 0,322 161,5
102 0,548 0,530 0,539 0,322 167,4
103 0,519 0,563 0,541 0,322 168,0
104 0,631 0,645 0,638 0,345 184,9
105 0,563 0,569 0,566 0,345 164,1
106 0,664 0,653 0,659 0,345 190,9
107 0,429 0,454 0,442 0,345 128,0
108 0,607 0,631 0,619 0,345 1794
109 0,578 0,549 0,564 0,345 163,3
110 0,611 0,636 0,624 0,345 180,7
111 0,509 0,525 0,517 0,345 149,9
112 0,343 0,384 0,364 0,345 105,4
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Anexo 1. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bigemina de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
113 0,607 0,603 0,605 0,345 1754
114 0,589 0,626 0,608 0,345 176,1
115 0,442 0,469 0,456 0,345 132,0
116 0,467 0,453 0,460 0,345 133,3
117 0,398 0,402 0,400 0,345 1159
118 0,541 0,522 0,532 0,345 154,1
119 0,601 0,622 0,612 0,345 177,2
120 0,560 0,542 0,551 0,345 159,7
121 0,537 0,542 0,540 0,345 156,4
122 0,483 0,485 0,484 0,345 140,3
123 0,346 0,313 0,330 0,345 95,5
124 0,690 0,674 0,682 0,345 197,7
125 0,530 0,523 0,527 0,345 152,6
126 0,597 0,607 0,602 0,345 1745
127 0,397 0,377 0,387 0,345 1122
128 0,566 0,586 0,576 0,345 167,0
129 0,457 0,440 0,449 0,345 130,0
130 0,538 0,524 0,531 0,345 153,9
131 0,596 0,555 0,576 0,345 166,8
132 0,575 0,597 0,586 0,345 169,9
133 0,559 0,587 0,573 0,345 166,1
134 0,508 0,471 0,490 0,345 1419
135 0,512 0,524 0,518 0,345 150,1
136 0,422 0,456 0,439 0,345 127,2
137 0,505 0,478 0,492 0,345 1425
138 0,800 0,785 0,793 0,345 229,7
139 0,982 1,016 0,999 0,416 240,1
140 0,560 0,514 0,537 0,416 129,1
141 0,603 0,673 0,638 0,416 153,4
142 0,511 0,541 0,526 0,416 126,4
143 0,552 0,602 0,577 0,416 138,7
144 0,667 0,643 0,655 0,416 157,5
145 0,751 0,756 0,754 0,416 181,1
146 0,708 0,670 0,689 0,416 165,6
147 0,511 0,503 0,507 0,416 1219
148 0,627 0,674 0,651 0,416 156,4
149 0,546 0,583 0,565 0,416 135,7
150 0,579 0,561 0,570 0,416 137,0
151 0,901 0,931 0,916 0,416 220,2
152 0,844 0,837 0,841 0,416 202,0
153 0,487 0,533 0,510 0,416 122,6
154 0,866 0,829 0,848 0,416 203,7
155 0,792 0,808 0,800 0,416 192,3
156 0,902 0,847 0,875 0,416 210,2
157 0,685 0,681 0,683 0,416 164,2
158 0,652 0,672 0,662 0,416 159,1
159 0,813 0,849 0,831 0,416 199,8
160 0,525 0,561 0,543 0,416 130,5
161 0,550 0,588 0,569 0,416 136,8
162 0,633 0,667 0,650 0,416 156,3
163 1,053 1,029 1,041 0,416 250,2
164 0,580 0,544 0,562 0,416 135,1
165 0,610 0,628 0,619 0,416 148,8
166 0,583 0,591 0,587 0,416 1411
167 0,504 0,527 0,516 0,416 1239
168 0,582 0,605 0,594 0,416 142,7
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Anexo 1. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bigemina de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
169 0,721 0,671 0,696 0,416 167,3
170 0,496 0,486 0,491 0,416 118,0
171 0,586 0,634 0,610 0,416 146,6
172 0,540 0,511 0,526 0,416 126,3
173 0,540 0,519 0,530 0,416 127,3
174 0,558 0,571 0,565 0,363 155,5
175 0,783 0,809 0,796 0,363 219,3
176 0,650 0,630 0,640 0,363 176,3
177 0,797 0,783 0,790 0,363 217,6
178 0,594 0,609 0,602 0,363 165,7
179 0,805 0,766 0,786 0,363 216,4
180 0,602 0,629 0,616 0,363 169,6
181 1,063 1,099 1,081 0,363 297,8
182 0,813 0,761 0,787 0,363 216,8
183 0,556 0,546 0,551 0,363 151,8
184 0,634 0,655 0,645 0,363 1775
185 0,549 0,521 0,535 0,363 1474
186 0,540 0,581 0,561 0,363 1544
187 0,677 0,688 0,683 0,363 188,0
188 0,799 0,855 0,827 0,363 227,8
189 0,545 0,524 0,535 0,363 1472
190 0,717 0,752 0,735 0,363 202,3
191 0,759 0,660 0,710 0,363 195,5
192 0,594 0,599 0,597 0,363 164,3
193 0,322 0,319 0,321 0,363 88,3
194 0,471 0,464 0,468 0,363 128,8
195 0,662 0,621 0,642 0,363 176,7
196 0,906 0,966 0,936 0,363 257,9
197 0,586 0,566 0,576 0,363 158,7
198 0,420 0,403 0,412 0,363 1134
199 0,507 0,550 0,529 0,363 145,6
200 0,547 0,541 0,544 0,363 149,9
201 0,806 0,768 0,787 0,363 216,8
202 0,700 0,672 0,686 0,363 189,0
203 0,603 0,580 0,592 0,363 162,9
204 0,545 0,570 0,558 0,363 153,6
205 0,713 0,793 0,753 0,363 2074
206 0,655 0,628 0,642 0,363 176,7
207 0,635 0,607 0,621 0,363 171,1
208 0,412 0,403 0,408 0,363 112,3
209 0,549 0,545 0,547 0,173 316,2
210 0,588 0,622 0,605 0,173 349,7
211 0,613 0,602 0,608 0,173 351,2
212 0,461 0,473 0,467 0,173 269,9
213 0,589 0,578 0,584 0,173 337,3
214 0,511 0,512 0,512 0,173 295,7
215 0,463 0,467 0,465 0,173 268,8
216 0,441 0,472 0,457 0,173 263,9
217 0,586 0,585 0,586 0,173 338,4
218 0,430 0,420 0,425 0,173 2457
219 0,569 0,578 0,574 0,173 3315
220 0,401 0,376 0,389 0,173 224.6
221 0,505 0,511 0,508 0,173 293,6
222 0,544 0,558 0,551 0,173 318,5
223 0,491 0,511 0,501 0,173 289,6
224 0,544 0,575 0,560 0,173 3234
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Anexo 1. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bigemina de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
225 0,537 0,542 0,540 0,173 311,8
226 0,654 0,648 0,651 0,173 376,3
227 0,718 0,668 0,693 0,173 400,6
228 0,519 0,519 0,519 0,173 300,0
229 0,519 0,526 0,523 0,173 302,0
230 0,429 0,405 0,417 0,173 241,0
231 0,584 0,593 0,589 0,173 340,2
232 0,639 0,592 0,616 0,173 355,8
233 0,552 0,542 0,547 0,173 316,2
234 0,24 0,229 0,235 0,173 135,5
235 0,398 0,391 0,395 0,173 228,0
236 0,405 0,353 0,379 0,173 219,1
237 0,567 0,562 0,565 0,173 326,3
238 0,522 0,512 0,517 0,173 298,8
239 0,748 0,774 0,761 0,173 439,9
240 0,512 0,501 0,507 0,173 292,8
241 0,642 0,631 0,637 0,173 367,9
242 0,518 0,516 0,517 0,173 298,8
243 0,45 0,476 0,463 0,173 267,6
244 0,510 0,486 0,498 0,192 259,4
245 0,651 0,692 0,672 0,192 349,7
246 0,579 0,544 0,562 0,192 292,4
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Anexo 2. Calculo para obtengdo dos valores das densidades Oticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bovis de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n Densidade Otica dg cada Média das D.O. (MDO) "Cut-off" da MDO x 190/"cut-
amostra em duplicata placa off
1 0,749 0,784 0,767 0,323 237,3
2 0,691 0,668 0,680 0,323 2104
3 0,687 0,663 0,675 0,323 209,0
4 0,742 0,753 0,748 0,323 231,4
5 0,779 0,784 0,782 0,323 2420
6 0,947 0,897 0,922 0,323 2854
7 0,772 0,797 0,785 0,323 2429
8 0,752 0,709 0,731 0,323 226,2
9 0,723 0,729 0,726 0,323 224,8
10 0,987 0,873 0,930 0,323 287,9
11 0,548 0,556 0,552 0,323 170,9
12 0,756 0,681 0,719 0,323 2224
13 0,793 0,794 0,794 0,323 2457
14 0,879 0,856 0,868 0,323 268,6
15 0,834 0,815 0,825 0,323 255,3
16 0,426 0,426 0,426 0,323 131,9
17 0,738 0,780 0,759 0,323 235,0
18 0,956 0,933 0,945 0,323 2924
19 0,652 0,674 0,663 0,323 205,3
20 0,727 0,714 0,721 0,323 223,1
21 0,690 0,688 0,689 0,323 213,3
22 1,173 1,217 1,195 0,323 370,0
23 0,778 0,750 0,764 0,323 236,5
24 0,747 0,745 0,746 0,323 2310
25 0,719 0,719 0,719 0,323 222,6
26 0,932 0,919 0,926 0,323 286,5
27 0,835 0,887 0,861 0,323 266,6
28 0,565 0,577 0,571 0,323 176,8
29 0,608 0,639 0,624 0,323 193,0
30 0,698 0,709 0,704 0,323 217,8
31 0,488 0,490 0,489 0,323 151,4
32 0,466 0,474 0,470 0,323 145,5
33 0,673 0,696 0,685 0,323 2119
34 0,827 0,816 0,822 0,370 222,0
35 0,511 0,635 0,573 0,370 154,9
36 0,797 0,798 0,798 0,370 2155
37 0,448 0,413 0,431 0,370 116,4
38 0,898 0,951 0,925 0,370 2499
39 0,855 0,848 0,852 0,370 230,1
40 0,968 1,028 0,998 0,370 269,7
41 0,796 0,813 0,805 0,370 2174
42 0,813 0,839 0,826 0,370 223,2
43 0,927 0,990 0,959 0,370 259,1
44 0,493 0,513 0,503 0,370 135,9
45 0,906 0,928 0,917 0,370 247,8
46 0,903 0,861 0,882 0,370 238,4
47 0,897 0,863 0,880 0,370 237,8
48 1,057 1,069 1,063 0,370 287,3
49 1,003 1,009 1,006 0,370 2719
50 0,753 0,771 0,762 0,370 205,9
51 0,733 0,740 0,737 0,370 199,1
52 0,767 0,783 0,775 0,370 209,5
53 0,733 0,719 0,726 0,370 196,2
54 0,930 0,994 0,962 0,370 260,0
55 0,849 0,869 0,859 0,370 232,2
56 0,443 0,467 0,455 0,370 123,0
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Anexo 2. Calculo para obtencédo dos valores das densidades Oticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bovis de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n Densidade Otica d_e cada Média das D.O. (MDO) "Cut-off" da MDO x 190/"cut-
amostra em duplicata placa off
57 1,117 1,133 1,125 0,370 304,1
58 0,836 0,849 0,843 0,370 227,7
59 0,834 0,825 0,830 0,370 2242
60 0,702 0,686 0,694 0,370 187,6
61 0,868 0,891 0,880 0,370 237,7
62 0,680 0,700 0,690 0,370 186,5
63 0,800 0,800 0,800 0,370 216,2
64 0,951 0,905 0,928 0,370 250,8
65 0,650 0,612 0,631 0,370 170,5
66 0,841 0,790 0,816 0,370 2204
67 0,864 0,899 0,882 0,370 238,2
68 0,596 0,596 0,596 0,370 161,1
69 0,628 0,666 0,647 0,334 193,7
70 0,599 0,600 0,600 0,334 179,5
71 0,342 0,352 0,347 0,334 103,9
72 0,397 0,416 0,407 0,334 121,7
73 0,762 0,781 0,772 0,334 231,0
74 0,776 0,705 0,741 0,334 221,7
75 0,695 0,777 0,736 0,334 2204
76 0,807 0,776 0,792 0,334 237,0
77 0,619 0,595 0,607 0,334 181,7
78 0,633 0,657 0,645 0,334 193,1
79 0,511 0,583 0,547 0,334 163,8
80 0,783 0,728 0,756 0,334 226,2
81 0,501 0,519 0,510 0,334 152,7
82 0,562 0,566 0,564 0,334 168,9
83 0,830 0,826 0,828 0,334 2479
84 0,662 0,670 0,666 0,334 199,4
85 0,648 0,695 0,672 0,334 201,0
86 0,517 0,477 0,497 0,334 148,8
87 1,224 1,254 1,239 0,334 371,0
88 0,660 0,598 0,629 0,334 188,3
89 0,501 0,492 0,497 0,334 148,7
90 1,020 1,038 1,029 0,334 308,1
91 0,546 0,534 0,540 0,334 161,7
92 0,671 0,648 0,660 0,334 197,5
93 0,643 0,668 0,656 0,334 196,3
94 0,556 0,571 0,564 0,334 168,7
95 0,609 0,569 0,589 0,334 176,3
96 0,584 0,561 0,573 0,334 1714
97 0,521 0,518 0,520 0,334 155,5
98 0,749 0,758 0,754 0,334 225,6
99 0,431 0,459 0,445 0,334 133,2
100 0,646 0,651 0,649 0,334 194,2
101 0,684 0,702 0,693 0,334 207,5
102 0,575 0,588 0,582 0,334 174,1
103 0,730 0,746 0,738 0,334 221,0
104 0,607 0,611 0,609 0,342 178,1
105 0,676 0,672 0,674 0,342 197,1
106 0,728 0,769 0,749 0,342 218,9
107 0,557 0,579 0,568 0,342 166,1
108 0,755 0,814 0,785 0,342 229,4
109 0,614 0,617 0,616 0,342 180,0
110 0,768 0,763 0,766 0,342 223,8
111 0,552 0,544 0,548 0,342 160,2
112 0,635 0,596 0,616 0,342 180,0
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Anexo 2. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bovis de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n Densidade Otica d_e cada Média das D.O. (MDO) "Cut-off" da MDO x 190/"cut-
amostra em duplicata placa off
113 0,723 0,748 0,736 0,342 215,1
114 0,720 0,732 0,726 0,342 2123
115 0,591 0,598 0,595 0,342 173,8
116 0,604 0,610 0,607 0,342 177,5
117 0,628 0,597 0,613 0,342 179,1
118 0,692 0,684 0,688 0,342 201,2
119 0,741 0,785 0,763 0,342 223,1
120 0,712 0,736 0,724 0,342 2117
121 0,765 0,736 0,751 0,342 2194
122 0,636 0,645 0,641 0,342 187,3
123 0,370 0,349 0,360 0,342 105,1
124 0,785 0,820 0,803 0,342 234,6
125 0,613 0,623 0,618 0,342 180,7
126 0,693 0,724 0,709 0,342 207,2
127 0,496 0,516 0,506 0,342 148,0
128 0,726 0,747 0,737 0,342 2154
129 0,518 0,521 0,520 0,342 151,9
130 0,698 0,678 0,688 0,342 201,2
131 0,735 0,736 0,736 0,342 215,1
132 0,605 0,622 0,614 0,342 179,4
133 0,782 0,783 0,783 0,342 228,8
134 0,665 0,671 0,668 0,342 195,3
135 0,661 0,694 0,678 0,342 198,1
136 0,470 0,473 0,472 0,342 137,9
137 0,821 0,839 0,830 0,342 2427
138 0,884 0,909 0,897 0,342 262,1
139 1,268 1,139 1,204 0,434 2773
140 0,720 0,710 0,715 0,434 164,7
141 0,745 0,692 0,719 0,434 165,6
142 0,960 0,982 0,971 0,434 223,7
143 0,864 0,914 0,889 0,434 204,8
144 0,853 0,850 0,852 0,434 196,2
145 1,133 1,099 1,116 0,434 257,1
146 0,867 0,855 0,861 0,434 198,4
147 0,895 0,837 0,866 0,434 199,5
148 0,784 0,767 0,776 0,434 178,7
149 0,987 1,050 1,019 0,434 234,7
150 1,029 1,008 1,019 0,434 234,7
151 0,835 0,830 0,833 0,434 191,8
152 1,180 1,331 1,256 0,434 289,3
153 1,178 1,144 1,161 0,434 267,5
154 0,996 1,009 1,003 0,434 231,0
155 0,885 0,936 0,911 0,434 209,8
156 1,006 0,988 0,997 0,434 229,7
157 0,799 0,802 0,801 0,434 184,4
158 0,982 1,012 0,997 0,434 229,7
159 1,126 1,059 1,093 0,434 251,7
160 0,925 0,937 0,931 0,434 2145
161 0,918 0,960 0,939 0,434 216,4
162 0,989 0,982 0,986 0,434 227,1
163 0,947 0,971 0,959 0,434 221,0
164 0,849 0,933 0,891 0,434 205,3
165 0,950 0,926 0,938 0,434 216,1
166 0,813 0,881 0,847 0,434 195,2
167 0,661 0,701 0,681 0,434 156,9
168 0,926 0,940 0,933 0,434 215,0
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Anexo 2. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bovis de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n Densidade Otica d_e cada Média das D.O. (MDO) "Cut-off" da MDO x 190/"cut-
amostra em duplicata placa off
169 1,150 1,083 1,117 0,434 257,3
170 0,867 0,903 0,885 0,434 203,9
171 0,958 0,883 0,921 0,434 2121
172 1,088 1,114 1,101 0,434 253,7
173 0,892 0,820 0,856 0,434 197,2
174 0,831 0,866 0,849 0,438 193,7
175 1,177 1,124 1,151 0,438 262,7
176 0,916 0,887 0,902 0,438 205,8
177 1,105 1,114 1,110 0,438 253,3
178 0,863 0,864 0,864 0,438 197,1
179 1,090 1,091 1,091 0,438 249,0
180 0,884 0,909 0,897 0,438 204,7
181 1,363 1,279 1,321 0,438 301,6
182 1,036 0,981 1,009 0,438 230,3
183 0,532 0,539 0,536 0,438 122,3
184 0,576 0,637 0,607 0,438 138,5
185 0,530 0,520 0,525 0,438 119,9
186 0,564 0,571 0,568 0,438 129,6
187 0,532 0,568 0,550 0,438 125,6
188 0,838 0,830 0,834 0,438 190,4
189 0,497 0,489 0,493 0,438 112,6
190 0,461 0,486 0,474 0,438 108,1
191 0,948 0,829 0,889 0,438 202,9
192 0,552 0,555 0,554 0,438 126,4
193 0,325 0,315 0,320 0,438 73,1
194 0,418 0,385 0,402 0,438 91,7
195 0,530 0,520 0,525 0,438 119,9
196 0,788 0,850 0,819 0,438 187,0
197 0,804 0,805 0,805 0,438 183,7
198 0,462 0,473 0,468 0,438 106,7
199 0,476 0,462 0,469 0,438 107,1
200 0,801 0,817 0,809 0,438 184,7
201 0,970 1,008 0,989 0,438 225,8
202 0,819 0,930 0,875 0,438 199,7
203 0,734 0,684 0,709 0,438 161,9
204 0,557 0,557 0,557 0,438 127,2
205 0,875 0,884 0,880 0,438 200,8
206 0,671 0,674 0,673 0,438 153,5
207 0,906 0,940 0,923 0,438 210,7
208 0,478 0,482 0,480 0,438 109,6
209 0,603 0,602 0,603 0,371 162,4
210 0,603 0,704 0,654 0,371 176,1
211 0,674 0,667 0,671 0,371 180,7
212 0,423 0,425 0,424 0,371 114,3
213 0,520 0,496 0,508 0,371 136,9
214 0,617 0,566 0,592 0,371 159,4
215 0,430 0,446 0,438 0,371 118,1
216 0,499 0,485 0,492 0,371 132,6
217 0,567 0,552 0,560 0,371 150,8
218 0,478 0,460 0,469 0,371 126,4
219 0,808 0,810 0,809 0,371 218,1
220 0,455 0,415 0,435 0,371 117,3
221 0,655 0,665 0,660 0,371 177,9
222 0,499 0,473 0,486 0,371 131,0
223 0,594 0,607 0,601 0,371 161,9
224 0,579 0,564 0,572 0,371 154,0
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Anexo 2. Calculo para obtencédo dos valores das densidades Oticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Babesia bovis de bovinos dos
municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n Densidade Otica d_e cada Média das D.O. (MDO) "Cut-off" da MDO x 190/"cut-
amostra em duplicata placa off
225 0,653 0,679 0,666 0,371 179,5
226 0,854 0,810 0,832 0,371 2243
227 0,630 0,613 0,622 0,371 167,5
228 0,576 0,543 0,560 0,371 150,8
229 0,536 0,540 0,538 0,371 145,0
230 0,597 0,602 0,600 0,371 161,6
231 0,677 0,654 0,666 0,371 179,4
232 0,486 0,700 0,593 0,371 159,8
233 0,652 0,643 0,648 0,371 174,5
234 0,259 0,262 0,261 0,371 70,2
235 0,554 0,535 0,545 0,371 146,8
236 0,452 0,434 0,443 0,371 119,4
237 0,629 0,625 0,627 0,371 169,0
238 0,572 0,565 0,569 0,371 153,2
239 0,823 0,744 0,784 0,371 211,2
240 0,490 0,427 0,459 0,371 123,6
241 0,780 0,781 0,781 0,371 2104
242 0,568 0,546 0,557 0,371 150,1
243 0,558 0,568 0,563 0,371 151,8
244 0,423 0,449 0,436 0,366 119,1
245 0,672 0,642 0,657 0,366 179,5
246 0,672 0,422 0,547 0,366 149,5
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Anexo 3. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Anaplasma marginale de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
1 0,385 0,391 0,388 0,364 106,6
2 0,482 0,517 0,500 0,364 137,2
3 0,400 0,398 0,399 0,364 109,6
4 0,347 0,363 0,355 0,364 97,5
5 0,317 0,329 0,323 0,364 88,7
6 0,507 0,411 0,459 0,364 126,1
7 0,326 0,343 0,335 0,364 91,9
8 0,404 0,444 0,424 0,364 116,5
9 0,520 0,543 0,532 0,364 146,0
10 0,373 0,382 0,378 0,364 103,7
11 0,322 0,320 0,321 0,364 88,2
12 0,447 0,412 0,430 0,364 118,0
13 0,465 0,463 0,464 0,364 1275
14 0,474 0,515 0,495 0,364 135,9
15 0,521 0,528 0,525 0,364 1441
16 0,263 0,269 0,266 0,364 73,1
17 0,514 0,531 0,523 0,364 143,5
18 0,587 0,525 0,556 0,364 152,7
19 0,451 0,607 0,529 0,364 145,3
20 0,383 0,366 0,375 0,364 102,9
21 0,163 0,163 0,163 0,364 44,8
22 0,522 0,550 0,536 0,364 147,3
23 0,353 0,333 0,343 0,364 94,2
24 0,324 0,341 0,333 0,364 91,3
25 0,525 0,580 0,553 0,364 151,8
26 0,555 0,549 0,552 0,364 151,6
27 0,511 0,523 0,517 0,364 142,0
28 0,343 0,372 0,358 0,364 98,2
29 0,332 0,331 0,332 0,364 91,1
30 0,445 0,450 0,448 0,364 1229
31 0,309 0,333 0,321 0,364 88,2
32 0,482 0,462 0,472 0,364 129,7
33 0,441 0,457 0,449 0,364 1234
34 0,370 0,363 0,367 0,381 96,2
35 0,384 0,381 0,383 0,381 100,4
36 0,661 0,655 0,658 0,381 172,7
37 0,171 0,171 0,171 0,381 44,9
38 0,492 0,514 0,503 0,381 132,0
39 0,639 0,609 0,624 0,381 163,8
40 0,583 0,563 0,573 0,381 150,4
41 0,418 0,423 0,421 0,381 110,4
42 0,493 0,489 0,491 0,381 128,9
43 0,735 0,751 0,743 0,381 195,0
44 0,280 0,279 0,280 0,381 73,4
45 0,455 0,404 0,430 0,381 112,7
46 0,377 0,371 0,374 0,381 98,2
47 0,265 0,268 0,267 0,381 69,9
48 0,476 0,478 0,477 0,381 125,2
49 0,647 0,649 0,648 0,381 170,1
50 0,465 0,473 0,469 0,381 123,1
51 0,593 0,571 0,582 0,381 152,8
52 0,626 0,575 0,601 0,381 157,6
53 0,555 0,550 0,553 0,381 145,0
54 0,807 0,798 0,803 0,381 210,6
55 0,517 0,532 0,525 0,381 137,7
56 0,155 0,165 0,160 0,381 42,0
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Anexo 3. Calculo para obtencdo dos valores das densidades Oticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Anaplasma marginale de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
57 0,892 0,867 0,880 0,381 230,8
58 0,536 0,528 0,532 0,381 139,6
59 0,697 0,699 0,698 0,381 183,2
60 0,486 0,468 0,477 0,381 125,2
61 0,424 0,451 0,438 0,381 114,8
62 0,611 0,651 0,631 0,381 165,6
63 0,501 0,460 0,481 0,381 126,1
64 0,626 0,601 0,614 0,381 161,0
65 0,401 0,398 0,400 0,381 104,9
66 0,545 0,552 0,549 0,381 144,0
67 0,553 0,540 0,547 0,381 1434
68 0,404 0,410 0,407 0,381 106,8
69 0,300 0,309 0,305 0,281 108,4
70 0,320 0,330 0,325 0,281 115,7
71 0,201 0,189 0,195 0,281 69,4
72 0,242 0,238 0,240 0,281 854
73 0,302 0,329 0,316 0,281 112,3
74 0,386 0,353 0,370 0,281 131,5
75 0,336 0,341 0,339 0,281 120,5
76 0,386 0,395 0,391 0,281 139,0
77 0,248 0,241 0,245 0,281 87,0
78 0,374 0,368 0,371 0,281 132,0
79 0,243 0,270 0,257 0,281 91,3
80 0,274 0,251 0,263 0,281 93,4
81 0,307 0,299 0,303 0,281 107,8
82 0,170 0,156 0,163 0,281 58,0
83 0,408 0,433 0,421 0,281 149,6
84 0,329 0,329 0,329 0,281 117,1
85 0,312 0,322 0,317 0,281 112,8
86 0,234 0,224 0,229 0,281 815
87 0,570 0,563 0,567 0,281 201,6
88 0,267 0,257 0,262 0,281 93,2
89 0,148 0,143 0,146 0,281 51,8
90 0,498 0,493 0,496 0,281 176,3
91 0,220 0,236 0,228 0,281 81,1
92 0,255 0,231 0,243 0,281 86,5
93 0,318 0,341 0,330 0,281 117,3
94 0,171 0,168 0,170 0,281 60,3
95 0,337 0,324 0,331 0,281 117,6
96 0,297 0,312 0,305 0,281 108,4
97 0,242 0,259 0,251 0,281 89,1
98 0,368 0,361 0,365 0,281 129,7
99 0,228 0,227 0,228 0,281 81,0
100 0,415 0,395 0,405 0,281 1441
101 0,324 0,327 0,326 0,281 115,8
102 0,307 0,335 0,321 0,281 114,2
103 0,278 0,289 0,284 0,281 100,9
104 0,323 0,303 0,313 0,287 109,1
105 0,253 0,249 0,251 0,287 87,5
106 0,294 0,300 0,297 0,287 103,5
107 0,241 0,248 0,245 0,287 85,2
108 0,240 0,254 0,247 0,287 86,1
109 0,252 0,240 0,246 0,287 85,7
110 0,342 0,341 0,342 0,287 119,0
111 0,249 0,247 0,248 0,287 86,4
112 0,217 0,224 0,221 0,287 76,8
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Anexo 3. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagcdo ao “cut-off” de cada placa para Anaplasma marginale de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
113 0,318 0,321 0,320 0,287 111,3
114 0,295 0,313 0,304 0,287 105,9
115 0,222 0,215 0,219 0,287 76,1
116 0,266 0,260 0,263 0,287 91,6
117 0,238 0,235 0,237 0,287 82,4
118 0,259 0,254 0,257 0,287 89,4
119 0,338 0,344 0,341 0,287 118,8
120 0,343 0,350 0,347 0,287 120,7
121 0,307 0,290 0,299 0,287 104,0
122 0,320 0,315 0,318 0,287 110,6
123 0,134 0,132 0,133 0,287 46,3
124 0,362 0,345 0,354 0,287 1232
125 0,331 0,344 0,338 0,287 117,6
126 0,283 0,306 0,295 0,287 102,6
127 0,252 0,233 0,243 0,287 84,5
128 0,206 0,204 0,205 0,287 714
129 0,333 0,350 0,342 0,287 119,0
130 0,263 0,263 0,263 0,287 91,6
131 0,317 0,321 0,319 0,287 1111
132 0,315 0,342 0,329 0,287 114,5
133 0,218 0,209 0,214 0,287 74,4
134 0,195 0,208 0,202 0,287 70,2
135 0,245 0,244 0,245 0,287 85,2
136 0,210 0,214 0,212 0,287 73,9
137 0,247 0,259 0,253 0,287 88,2
138 0,464 0,476 0,470 0,287 163,8
139 0,595 0,639 0,617 0,454 135,9
140 0,513 0,570 0,542 0,454 119,3
141 0,499 0,515 0,507 0,454 111,7
142 0,535 0,516 0,526 0,454 115,7
143 0,494 0,502 0,498 0,454 109,7
144 0,477 0,460 0,469 0,454 103,2
145 0,563 0,581 0,572 0,454 126,0
146 0,442 0,491 0,467 0,454 102,8
147 0,450 0,467 0,459 0,454 101,0
148 0,651 0,688 0,670 0,454 1475
149 0,523 0,508 0,516 0,454 1135
150 0,474 0,466 0,470 0,454 103,5
151 0,573 0,562 0,568 0,454 125,0
152 0,528 0,550 0,539 0,454 118,7
153 0,507 0,503 0,505 0,454 1112
154 0,600 0,573 0,587 0,454 129,2
155 0,649 0,673 0,661 0,454 145,6
156 0,478 0,455 0,467 0,454 102,8
157 0,473 0,488 0,481 0,454 105,8
158 0,615 0,646 0,631 0,454 138,9
159 0,497 0,483 0,490 0,454 107,9
160 0,461 0,450 0,456 0,454 100,3
161 0,378 0,375 0,377 0,454 82,9
162 0,539 0,546 0,543 0,454 119,5
163 0,603 0,639 0,621 0,454 136,8
164 0,443 0,462 0,453 0,454 99,7
165 0,536 0,515 0,526 0,454 115,7
166 0,353 0,343 0,348 0,454 76,7
167 0,395 0,381 0,388 0,454 85,5
168 0,530 0,492 0,511 0,454 112,6
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Anexo 3. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Anaplasma marginale de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
169 0,524 0,525 0,525 0,454 1155
170 0,407 0,431 0,419 0,454 92,3
171 0,505 0,546 0,526 0,454 115,7
172 0,447 0,468 0,458 0,454 100,8
173 0,467 0,478 0,473 0,454 104,1
174 0,387 0,384 0,386 0,418 92,2
175 0,465 0,478 0,472 0,418 112,8
176 0,691 0,614 0,653 0,418 156,1
177 0,598 0,538 0,568 0,418 135,9
178 0,642 0,649 0,646 0,418 1544
179 0,774 0,717 0,746 0,418 178,3
180 0,491 0,516 0,504 0,418 120,5
181 0,756 0,754 0,755 0,418 180,6
182 0,453 0,439 0,446 0,418 106,7
183 0,413 0,450 0,432 0,418 103,2
184 0,541 0,555 0,548 0,418 131,1
185 0,349 0,319 0,334 0,418 79,9
186 0,375 0,390 0,383 0,418 915
187 0,503 0,498 0,501 0,418 119,7
188 0,624 0,604 0,614 0,418 146,9
189 0,118 0,126 0,122 0,418 29,2
190 0,358 0,379 0,369 0,418 88,2
191 0,503 0,485 0,494 0,418 118,2
192 0,299 0,329 0,314 0,418 75,1
193 0,317 0,320 0,319 0,418 76,2
194 0,364 0,379 0,372 0,418 88,9
195 0,429 0,412 0,421 0,418 100,6
196 0,749 0,764 0,757 0,418 181,0
197 0,399 0,375 0,387 0,418 92,6
198 0,359 0,348 0,354 0,418 84,6
199 0,318 0,321 0,320 0,418 76,4
200 0,357 0,355 0,356 0,418 85,2
201 0,502 0,489 0,496 0,418 1185
202 0,641 0,670 0,656 0,418 156,8
203 0,548 0,555 0,552 0,418 131,9
204 0,557 0,530 0,544 0,418 130,0
205 0,622 0,581 0,602 0,418 1439
206 0,721 0,734 0,728 0,418 174,0
207 0,583 0,600 0,592 0,418 1415
208 0,349 0,360 0,355 0,418 84,8
209 0,435 0,472 0,454 0,342 132,6
210 0,357 0,364 0,361 0,342 105,4
211 0,525 0,493 0,509 0,342 148,8
212 0,292 0,280 0,286 0,342 83,6
213 0,347 0,345 0,346 0,342 101,2
214 0,359 0,394 0,377 0,342 110,1
215 0,364 0,359 0,362 0,342 105,7
216 0,355 0,388 0,372 0,342 108,6
217 0,396 0,437 0,417 0,342 121,8
218 0,399 0,410 0,405 0,342 118,3
219 0,384 0,375 0,380 0,342 111,0
220 0,222 0,248 0,235 0,342 68,7
221 0,519 0,558 0,539 0,342 157,5
222 0,360 0,367 0,364 0,342 106,3
223 0,368 0,350 0,359 0,342 105,0
224 0,358 0,342 0,350 0,342 102,3
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Anexo 3. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Anaplasma marginale de bovinos
dos Municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - Estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
225 0,376 0,350 0,363 0,342 106,1
226 0,428 0,419 0,424 0,342 123,8
227 0,405 0,400 0,403 0,342 117,7
228 0,345 0,348 0,347 0,342 101,3
229 0,351 0,347 0,349 0,342 102,0
230 0,321 0,328 0,325 0,342 94,9
231 0,375 0,375 0,375 0,342 109,6
232 0,479 0,446 0,463 0,342 135,2
233 0,398 0,436 0,417 0,342 1219
234 0,176 0,159 0,168 0,342 49,0
235 0,297 0,312 0,305 0,342 89,0
236 0,285 0,265 0,275 0,342 80,4
237 0,314 0,324 0,319 0,342 93,3
238 0,410 0,394 0,402 0,342 1175
239 0,364 0,348 0,356 0,342 104,1
240 0,374 0,358 0,366 0,342 107,0
241 0,410 0,399 0,405 0,342 118,3
242 0,444 0,434 0,439 0,342 1284
243 0,298 0,304 0,301 0,342 88,0
244 0,179 0,188 0,184 0,357 51,4
245 0,323 0,334 0,329 0,357 92,0
246 0,454 0,437 0,446 0,357 1248
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Anexo 4. Calculo para obtengdo dos valores das densidades Oticas, em percentual, dos
soros teste em relacdo ao “cut-off” de cada placa para Trypanosoma vivax de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n D O das amostras em duplicata Média das D.O. (MDO) Cu;gg; da MDO );flf(.J.O/ cut-
1 0,529 0,507 0,518 0,330 157,0
2 0,569 0,573 0,571 0,330 173,0
3 0,500 0,522 0,511 0,330 154,8
4 0,481 0,522 0,502 0,330 152,0
5 0,478 0,492 0,485 0,330 147,0
6 0,555 0,549 0,552 0,330 167,3
7 0,509 0,522 0,516 0,330 156,2
8 0,463 0,453 0,458 0,330 138,8
9 0,514 0,510 0,512 0,330 155,2
10 0,629 0,646 0,638 0,330 193,2
11 0,430 0,461 0,446 0,330 135,0
12 0,562 0,560 0,561 0,330 170,0
13 0,524 0,524 0,524 0,330 158,8
14 0,502 0,501 0,502 0,330 152,0
15 0,651 0,656 0,654 0,330 198,0
16 0,290 0,306 0,298 0,330 90,3
17 0,571 0,549 0,560 0,330 169,7
18 0,599 0,619 0,609 0,330 1845
19 0,534 0,535 0,535 0,330 162,0
20 0,494 0,470 0,482 0,330 146,1
21 0,327 0,351 0,339 0,330 102,7
22 0,624 0,635 0,630 0,330 190,8
23 0,518 0,524 0,521 0,330 157,9
24 0,564 0,512 0,538 0,330 163,0
25 0,539 0,531 0,535 0,330 162,1
26 0,757 0,678 0,718 0,330 217,4
27 0,607 0,670 0,639 0,330 1935
28 0,477 0,491 0,484 0,330 146,7
29 0,455 0,472 0,464 0,330 140,5
30 0,600 0,612 0,606 0,330 183,6
31 0,476 0,448 0,462 0,330 140,0
32 0,372 0,392 0,382 0,330 1158
33 0,611 0,610 0,611 0,330 185,0
34 0,817 0,799 0,808 0,478 169,0
35 0,645 0,636 0,641 0,478 134,0
36 0,837 0,814 0,826 0,478 172,7
37 0,496 0,482 0,489 0,478 102,3
38 0,912 0,899 0,906 0,478 189,4
39 0,875 0,798 0,837 0,478 175,0
40 0,902 0,853 0,878 0,478 183,6
41 0,676 0,704 0,690 0,478 144,4
42 0,879 0,905 0,892 0,478 186,6
43 0,990 1,047 1,019 0,478 213,1
44 0,706 0,681 0,694 0,478 145,1
45 0,907 0,928 0,918 0,478 1919
46 0,619 0,597 0,608 0,478 127,2
47 0,380 0,379 0,380 0,478 79,4
48 0,811 0,804 0,808 0,478 168,9
49 0,921 0,912 0,917 0,478 191,7
50 0,733 0,815 0,774 0,478 161,9
51 0,883 0,857 0,870 0,478 182,0
52 0,895 0,875 0,885 0,478 185,1
53 0,838 0,798 0,818 0,478 171,1
54 0,900 0,927 0,914 0,478 1911
55 0,738 0,812 0,775 0,478 162,1
56 0,598 0,633 0,616 0,478 128,8
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Anexo 4. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relacdo ao “cut-off” de cada placa para Trypanosoma vivax de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n D O das amostras em duplicata Média das D.O. (MDO) Cu;gg; da MDO );flf(.J.O/ cut-
57 1,227 1,136 1,182 0,478 247,2
58 0,888 0,857 0,873 0,478 182,5
59 0,911 0,894 0,903 0,478 188,8
60 0,841 0,825 0,833 0,478 174,3
61 0,860 0,995 0,928 0,478 194,0
62 0,912 0,900 0,906 0,478 189,5
63 0,923 0,882 0,903 0,478 188,8
64 0,830 0,910 0,870 0,478 182,0
65 0,603 0,597 0,600 0,478 1255
66 0,866 0,852 0,859 0,478 179,7
67 0,782 0,858 0,820 0,478 1715
68 0,705 0,707 0,706 0,478 147,7
69 0,504 0,476 0,490 0,325 150,8
70 0,402 0,454 0,428 0,325 1317
71 0,315 0,323 0,319 0,325 98,2
72 0,635 0,657 0,646 0,325 198,8
73 0,474 0,510 0,492 0,325 151,4
74 0,550 0,493 0,522 0,325 160,5
75 0,460 0,445 0,453 0,325 139,2
76 0,529 0,568 0,549 0,325 168,8
77 0,468 0,468 0,468 0,325 1440
78 0,511 0,531 0,521 0,325 160,3
79 0,358 0,394 0,376 0,325 115,7
80 0,470 0,511 0,491 0,325 150,9
81 0,453 0,431 0,442 0,325 136,0
82 0,267 0,261 0,264 0,325 81,2
83 0,720 0,741 0,731 0,325 2248
84 0,527 0,512 0,520 0,325 159,8
85 0,776 0,782 0,779 0,325 239,7
86 0,398 0,381 0,390 0,325 1198
87 0,992 0,936 0,964 0,325 296,6
88 0,398 0,421 0,410 0,325 126,0
89 0,330 0,330 0,330 0,325 101,5
90 0,895 0,871 0,883 0,325 271,7
91 0,452 0,417 0,435 0,325 1337
92 0,503 0,473 0,488 0,325 150,2
93 0,518 0,532 0,525 0,325 161,5
94 0,254 0,263 0,259 0,325 79,5
95 0,510 0,491 0,501 0,325 154,0
96 0,409 0,406 0,408 0,325 125,4
97 0,490 0,458 0,474 0,325 1458
98 0,512 0,543 0,528 0,325 162,3
99 0,344 0,351 0,348 0,325 106,9
100 0,468 0,496 0,482 0,325 148,3
101 0,418 0,426 0,422 0,325 129,8
102 0,438 0,429 0,434 0,325 1334
103 0,480 0,455 0,468 0,325 143,8
104 0,462 0,444 0,453 0,315 143,8
105 0,457 0,485 0,471 0,315 149,5
106 0,411 0,401 0,406 0,315 128,9
107 0,474 0,423 0,449 0,315 142,4
108 0,419 0,424 0,422 0,315 133,8
109 0,384 0,355 0,370 0,315 117,3
110 0,396 0,475 0,436 0,315 138,3
111 0,355 0,374 0,365 0,315 115,7
112 0,655 0,409 0,532 0,315 168,9
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Anexo 4. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relacdo ao “cut-off” de cada placa para Trypanosoma vivax de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n D O das amostras em duplicata Média das D.O. (MDO) Cu;gg; da MDO );flf(.J.O/ cut-
113 0,466 0,477 0,472 0,315 149,7
114 0,446 0,413 0,430 0,315 136,3
115 0,362 0,313 0,338 0,315 107,1
116 0,375 0,382 0,379 0,315 120,2
117 0,388 0,394 0,391 0,315 1241
118 0,394 0,423 0,409 0,315 129,7
119 0,587 0,568 0,578 0,315 183,3
120 0,523 0,519 0,521 0,315 1654
121 0,439 0,379 0,409 0,315 129,8
122 0,389 0,432 0,411 0,315 130,3
123 0,271 0,270 0,271 0,315 85,9
124 0,607 0,567 0,587 0,315 186,3
125 0,419 0,394 0,407 0,315 129,0
126 0,460 0,502 0,481 0,315 152,7
127 0,411 0,384 0,398 0,315 126,2
128 0,482 0,521 0,502 0,315 159,2
129 0,435 0,439 0,437 0,315 138,7
130 0,430 0,476 0,453 0,315 1438
131 0,341 0,324 0,333 0,315 105,6
132 0,452 0,450 0,451 0,315 143,2
133 0,403 0,386 0,395 0,315 1252
134 0,360 0,415 0,388 0,315 123,0
135 0,369 0,354 0,362 0,315 114,8
136 0,383 0,387 0,385 0,315 122,2
137 0,437 0,381 0,409 0,315 129,8
138 0,556 0,585 0,571 0,315 181,1
139 0,618 0,619 0,619 0,312 198,2
140 0,385 0,394 0,390 0,312 124.8
141 0,390 0,351 0,371 0,312 118,8
142 0,495 0,511 0,503 0,312 161,2
143 0,435 0,415 0,425 0,312 136,2
144 0,548 0,524 0,536 0,312 1718
145 0,504 0,483 0,494 0,312 158,2
146 0,433 0,450 0,442 0,312 1415
147 0,428 0,438 0,433 0,312 138,8
148 0,549 0,557 0,553 0,312 177,2
149 0,449 0,477 0,463 0,312 148,4
150 0,485 0,450 0,468 0,312 149,8
151 0,462 0,457 0,460 0,312 147,3
152 0,535 0,559 0,547 0,312 175,3
153 0,387 0,406 0,397 0,312 127,1
154 0,439 0,462 0,451 0,312 1444
155 0,438 0,439 0,439 0,312 140,5
156 0,526 0,539 0,533 0,312 170,7
157 0,424 0,413 0,419 0,312 134,1
158 0,450 0,455 0,453 0,312 145,0
159 0,403 0,413 0,408 0,312 130,8
160 0,478 0,456 0,467 0,312 149,7
161 0,403 0,412 0,408 0,312 130,6
162 0,468 0,443 0,456 0,312 146,0
163 0,483 0,472 0,478 0,312 153,0
164 0,388 0,390 0,389 0,312 1247
165 0,476 0,480 0,478 0,312 153,2
166 0,471 0,526 0,499 0,312 159,8
167 0,425 0,425 0,425 0,312 136,2
168 0,414 0,422 0,418 0,312 134,0
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Anexo 4. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relacdo ao “cut-off” de cada placa para Trypanosoma vivax de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n D O das amostras em duplicata Média das D.O. (MDO) Cu;gg; da MDO );flf(.J.O/ cut-
169 0,416 0,420 0,418 0,312 134,0
170 0,494 0,453 0,474 0,312 151,8
171 0,421 0,452 0,437 0,356 122,6
172 0,380 0,401 0,391 0,356 109,7
173 0,446 0,434 0,440 0,356 123,6
174 0,484 0,518 0,501 0,356 140,7
175 0,680 0,697 0,689 0,356 193,4
176 0,622 0,640 0,631 0,356 177,2
177 0,539 0,554 0,547 0,356 153,5
178 0,586 0,588 0,587 0,356 164,9
179 0,748 0,732 0,740 0,356 207,9
180 0,470 0,515 0,493 0,356 138,3
181 0,796 0,825 0,811 0,356 227,7
182 0,397 0,382 0,390 0,356 109,4
183 0,407 0,392 0,400 0,356 112,2
184 0,394 0,407 0,401 0,356 1125
185 0,332 0,314 0,323 0,356 90,7
186 0,367 0,360 0,364 0,356 102,1
187 0,427 0,449 0,438 0,356 123,0
188 0,480 0,510 0,495 0,356 139,0
189 0,288 0,296 0,292 0,356 82,0
190 0,361 0,401 0,381 0,356 107,0
191 0,360 0,360 0,360 0,356 101,1
192 0,342 0,384 0,363 0,356 102,0
193 0,305 0,286 0,296 0,356 83,0
194 0,358 0,368 0,363 0,356 102,0
195 0,422 0,388 0,405 0,356 1138
196 0,396 0,454 0,425 0,356 1194
197 0,365 0,358 0,362 0,356 101,5
198 0,321 0,333 0,327 0,356 91,9
199 0,349 0,330 0,340 0,356 954
200 0,396 0,369 0,383 0,356 1074
201 0,352 0,394 0,373 0,356 104,8
202 0,402 0,416 0,409 0,356 1149
203 0,463 0,414 0,439 0,356 1232
204 0,408 0,388 0,398 0,356 1118
205 0,459 0,428 0,444 0,356 124.6
206 0,485 0,492 0,489 0,467 104,6
207 0,412 0,457 0,435 0,467 93,0
208 0,331 0,319 0,325 0,467 69,6
209 0,543 0,511 0,527 0,467 112,8
210 0,487 0,511 0,499 0,467 106,9
211 0,584 0,597 0,591 0,467 126,4
212 0,401 0,425 0,413 0,467 88,4
213 0,489 0,486 0,488 0,467 104,4
214 0,510 0,477 0,494 0,467 105,7
215 0,476 0,482 0,479 0,467 102,6
216 0,502 0,547 0,525 0,467 112,3
217 0,550 0,540 0,545 0,467 116,7
218 0,677 0,616 0,647 0,467 1384
219 0,514 0,505 0,510 0,467 109,1
220 0,462 0,475 0,469 0,467 100,3
221 0,471 0,472 0,472 0,467 101,0
222 0,489 0,487 0,488 0,467 104,5
223 0,526 0,567 0,547 0,467 117,0
224 0,490 0,487 0,489 0,467 104,6
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Anexo 4. Calculo para obtencédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relacdo ao “cut-off” de cada placa para Trypanosoma vivax de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n D O das amostras em duplicata Média das D.O. (MDO) Cu;gg; da MDO );flf(.J.O/ out-
225 0,476 0,498 0,487 0,467 104,3
226 0,552 0,539 0,546 0,467 116,8
227 0,526 0,503 0,515 0,467 110,2
228 0,440 0,501 0,471 0,467 100,7
229 0,485 0,467 0,476 0,467 101,9
230 0,522 0,485 0,504 0,467 107,8
231 0,529 0,557 0,543 0,467 116,3
232 0,588 0,538 0,563 0,467 120,6
233 0,505 0,453 0,479 0,467 102,6
234 0,300 0,379 0,340 0,467 72,7
235 0,487 0,464 0,476 0,467 101,8
236 0,511 0,488 0,500 0,467 107,0
237 0,489 0,464 0,477 0,467 102,0
238 0,488 0,493 0,491 0,467 105,0
239 0,589 0,543 0,566 0,467 121,2
240 0,503 0,545 0,524 0,467 112,2
241 0,588 0,542 0,565 0,467 121,0
242 0,573 0,532 0,553 0,467 118,3
243 0,481 0,506 0,494 0,467 105,7
244 0,179 0,184 0,182 0,308 58,9
245 0,282 0,300 0,291 0,308 94,5
246 0,333 0,335 0,334 0,308 108,4
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Anexo 5. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Borrelia burgdorferi de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) Cu;'lgzg da MDO x 100/"cut-off"
1 0,458 0,456 0,457 0,305 149,8
2 0,493 0,595 0,544 0,305 1784
3 0,396 0,400 0,398 0,305 130,5
4 0,232 0,231 0,232 0,305 75,9
5 0,310 0,295 0,303 0,305 99,2
6 0,431 0,425 0,428 0,305 140,3
7 0,374 0,382 0,378 0,305 1239
8 0,358 0,335 0,347 0,305 113,6
9 0,402 0,397 0,400 0,305 131,0
10 0,312 0,327 0,320 0,305 104,8
11 0,227 0,191 0,209 0,305 68,5
12 0,421 0,433 0,427 0,305 140,0
13 0,334 0,349 0,342 0,305 112,0
14 0,373 0,369 0,371 0,305 121,6
15 0,425 0,441 0,433 0,305 142,0
16 0,192 0,182 0,187 0,305 61,3
17 0,291 0,285 0,288 0,305 94,4
18 0,511 0,498 0,505 0,305 165,4
19 0,320 0,309 0,315 0,305 103,1
20 0,273 0,276 0,275 0,305 90,0
21 0,283 0,263 0,273 0,305 89,5
22 0,341 0,349 0,345 0,305 113,1
23 0,437 0,421 0,429 0,305 140,7
24 0,318 0,332 0,325 0,305 106,6
25 0,331 0,319 0,325 0,305 106,6
26 0,296 0,298 0,297 0,305 97,4
27 0,493 0,510 0,502 0,305 164,4
28 0,250 0,231 0,241 0,305 78,9
29 0,331 0,349 0,340 0,305 1115
30 0,291 0,277 0,284 0,305 93,1
31 0,205 0,211 0,208 0,305 68,2
32 0,278 0,288 0,283 0,305 92,8
33 0,292 0,259 0,276 0,305 90,3
34 0,581 0,607 0,594 0,305 194,8
35 0,443 0,428 0,436 0,305 142,8
36 0,317 0,292 0,305 0,305 99,8
37 0,206 0,205 0,206 0,305 67,4
38 0,219 0,217 0,218 0,305 715
39 0,624 0,638 0,631 0,305 206,9
40 0,664 0,697 0,681 0,305 223,1
41 0,505 0,469 0,487 0,305 159,7
42 0,317 0,300 0,309 0,305 101,1
43 0,254 0,247 0,251 0,305 82,1
44 0,190 0,199 0,195 0,305 63,8
45 0,681 0,679 0,680 0,305 223,0
46 0,600 0,582 0,591 0,305 193,8
47 0,535 0,540 0,538 0,305 176,2
48 0,392 0,370 0,381 0,305 1249
49 0,389 0,376 0,383 0,305 1254
50 0,251 0,225 0,238 0,305 78,0
51 0,467 0,466 0,467 0,305 153,0
52 0,597 0,627 0,612 0,305 200,7
53 0,599 0,568 0,584 0,305 191,3
54 0,314 0,334 0,324 0,305 106,2
55 0,226 0,212 0,219 0,305 71,8
56 0,231 0,222 0,227 0,305 74,3
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Anexo 5. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Borrelia burgdorferi de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
57 0,751 0,770 0,761 0,305 249,3
58 0,694 0,669 0,682 0,305 2234
59 0,415 0,391 0,403 0,305 132,1
60 0,259 0,245 0,252 0,305 82,6
61 0,280 0,280 0,280 0,305 91,8
62 0,258 0,227 0,243 0,305 79,5
63 0,375 0,354 0,365 0,305 119,5
64 0,466 0,452 0,459 0,305 150,5
65 0,279 0,257 0,268 0,305 87,9
66 0,229 0,247 0,238 0,305 78,0
67 0,268 0,236 0,252 0,305 82,6
68 0,227 0,251 0,239 0,305 78,4
69 0,595 0,558 0,577 0,516 111,7
70 0,759 0,755 0,757 0,516 146,7
71 0,451 0,423 0,437 0,516 84,7
72 0,636 0,651 0,644 0,516 1247
73 0,951 0,922 0,937 0,516 181,5
74 0,593 0,540 0,567 0,516 109,8
75 0,453 0,491 0,472 0,516 915
76 0,709 0,684 0,697 0,516 135,0
77 0,433 0,441 0,437 0,516 84,7
78 0,786 0,799 0,793 0,516 153,6
79 0,805 0,791 0,798 0,516 154,7
80 0,567 0,550 0,559 0,516 108,2
81 0,421 0,437 0,429 0,516 83,1
82 0,283 0,287 0,285 0,516 55,2
83 0,642 0,647 0,645 0,516 1249
84 0,687 0,674 0,681 0,516 131,9
85 0,808 0,782 0,795 0,516 154,1
86 0,419 0,436 0,428 0,516 82,8
87 1,289 1,244 1,267 0,516 2454
88 0,439 0,456 0,448 0,516 86,7
89 0,454 0,490 0,472 0,516 915
90 1,138 1,148 1,143 0,516 2215
91 0,821 0,795 0,808 0,516 156,6
92 0,461 0,465 0,463 0,516 89,7
93 0,355 0,319 0,337 0,516 65,3
94 0,294 0,329 0,312 0,516 60,4
95 0,633 0,682 0,658 0,516 1274
96 0,721 0,734 0,728 0,516 141,0
97 0,897 0,988 0,943 0,516 182,7
98 0,616 0,637 0,627 0,516 1214
99 0,548 0,521 0,535 0,516 103,6
100 0,498 0,494 0,496 0,516 96,1
101 0,878 0,802 0,840 0,516 162,8
102 0,661 0,698 0,680 0,516 131,7
103 0,694 0,648 0,671 0,516 130,0
104 0,535 0,510 0,523 0,438 119,3
105 0,395 0,412 0,404 0,438 92,1
106 0,478 0,476 0,477 0,438 108,9
107 0,311 0,318 0,315 0,438 71,8
108 0,319 0,330 0,325 0,438 74,1
109 0,451 0,430 0,441 0,438 100,6
110 0,470 0,459 0,465 0,438 106,1
111 0,439 0,445 0,442 0,438 100,9
112 0,428 0,452 0,440 0,438 100,5
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Anexo 5. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Borrelia burgdorferi de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
113 0,521 0,557 0,539 0,438 123,1
114 0,345 0,333 0,339 0,438 77,4
115 0,448 0,438 0,443 0,438 101,1
116 0,539 0,549 0,544 0,438 124,2
117 0,353 0,368 0,361 0,438 82,3
118 0,364 0,385 0,375 0,438 85,5
119 0,521 0,531 0,526 0,438 120,1
120 0,542 0,524 0,533 0,438 121,7
121 0,722 0,713 0,718 0,438 163,8
122 0,692 0,686 0,689 0,438 157,3
123 0,220 0,236 0,228 0,438 52,1
124 0,710 0,680 0,695 0,438 158,7
125 0,340 0,369 0,355 0,438 80,9
126 0,329 0,309 0,319 0,438 72,8
127 0,493 0,486 0,490 0,438 111,8
128 0,575 0,556 0,566 0,438 129,1
129 0,436 0,428 0,432 0,438 98,6
130 0,575 0,529 0,552 0,438 126,0
131 0,354 0,384 0,369 0,438 84,2
132 0,446 0,426 0,436 0,438 99,5
133 0,607 0,575 0,591 0,438 1349
134 0,514 0,541 0,528 0,438 120,4
135 0,545 0,548 0,547 0,438 1248
136 0,367 0,357 0,362 0,438 82,6
137 0,437 0,448 0,443 0,438 101,0
138 0,539 0,516 0,528 0,438 120,4
139 0,327 0,304 0,316 0,277 113,9
140 0,276 0,289 0,283 0,277 102,0
141 0,300 0,281 0,291 0,277 104,9
142 0,233 0,229 0,231 0,277 834
143 0,208 0,188 0,198 0,277 71,5
144 0,360 0,355 0,358 0,277 129,1
145 0,312 0,310 0,311 0,277 112,3
146 0,304 0,295 0,300 0,277 108,1
147 0,221 0,222 0,222 0,277 80,0
148 0,212 0,190 0,201 0,277 72,6
149 0,224 0,216 0,220 0,277 79,4
150 0,350 0,328 0,339 0,277 1224
151 0,223 0,228 0,226 0,277 81,4
152 0,281 0,279 0,280 0,277 101,1
153 0,288 0,269 0,279 0,277 100,5
154 0,280 0,291 0,286 0,277 103,1
155 0,234 0,228 0,231 0,277 83,4
156 0,372 0,350 0,361 0,277 130,3
157 0,289 0,270 0,280 0,277 100,9
158 0,277 0,300 0,289 0,277 104,2
159 0,224 0,210 0,217 0,277 78,3
160 0,282 0,298 0,290 0,277 104,7
161 0,218 0,214 0,216 0,277 78,0
162 0,311 0,299 0,305 0,277 110,1
163 0,311 0,288 0,300 0,277 108,1
164 0,254 0,242 0,248 0,277 89,5
165 0,245 0,234 0,240 0,277 86,5
166 0,221 0,209 0,215 0,277 77,6
167 0,206 0,200 0,203 0,277 73,3
168 0,353 0,324 0,339 0,277 122,2
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Anexo 5. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Borrelia burgdorferi de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guama (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
169 0,287 0,288 0,288 0,277 103,8
170 0,236 0,219 0,228 0,277 82,1
171 0,249 0,246 0,248 0,277 89,4
172 0,228 0,207 0,218 0,277 78,5
173 0,206 0,207 0,207 0,277 74,5
174 0,766 0,746 0,756 0,526 143,7
175 0,866 0,909 0,888 0,526 168,7
176 0,571 0,558 0,565 0,526 107,3
177 0,527 0,540 0,534 0,526 1014
178 0,538 0,549 0,544 0,526 103,3
179 0,780 0,745 0,763 0,526 145,0
180 0,575 0,585 0,580 0,526 110,3
181 0,638 0,610 0,624 0,526 118,6
182 0,599 0,549 0,574 0,526 109,1
183 0,538 0,568 0,553 0,526 105,1
184 0,473 0,488 0,481 0,526 91,3
185 0,361 0,379 0,370 0,526 70,3
186 0,413 0,410 0,412 0,526 78,2
187 0,593 0,614 0,604 0,526 1147
188 0,624 0,610 0,617 0,526 117,3
189 0,436 0,464 0,450 0,526 85,6
190 0,432 0,450 0,441 0,526 83,8
191 0,421 0,401 0,411 0,526 78,1
192 0,644 0,638 0,641 0,526 1219
193 0,377 0,369 0,373 0,526 70,9
194 0,422 0,407 0,415 0,526 78,8
195 0,200 0,177 0,189 0,526 35,8
196 0,368 0,356 0,362 0,526 68,8
197 0,400 0,369 0,385 0,526 73,1
198 0,695 0,659 0,677 0,526 128,7
199 0,356 0,337 0,347 0,526 65,9
200 0,471 0,461 0,466 0,526 88,6
201 0,448 0,478 0,463 0,526 88,0
202 0,664 0,625 0,645 0,526 1225
203 0,405 0,378 0,392 0,526 74,4
204 0,539 0,540 0,540 0,526 102,6
205 0,560 0,488 0,524 0,526 99,6
206 0,472 0,436 0,454 0,526 86,3
207 0,419 0,433 0,426 0,526 81,0
208 0,364 0,394 0,379 0,526 72,1
209 0,447 0,417 0,432 0,503 85,9
210 0,577 0,549 0,563 0,503 1119
211 0,593 0,585 0,589 0,503 1171
212 0,432 0,400 0,416 0,503 82,7
213 0,377 0,356 0,367 0,503 72,9
214 0,371 0,372 0,372 0,503 739
215 0,485 0,455 0,470 0,503 93,4
216 0,412 0,391 0,402 0,503 79,8
217 0,381 0,369 0,375 0,503 74,6
218 0,442 0,421 0,432 0,503 85,8
219 0,475 0,437 0,456 0,503 90,7
220 0,374 0,359 0,367 0,503 72,9
221 0,731 0,699 0,715 0,503 142,1
222 0,468 0,458 0,463 0,503 92,0
223 0,574 0,581 0,578 0,503 114,8
224 0,573 0,556 0,565 0,503 112,2
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Anexo 5. Calculo para obtengédo dos valores das densidades oOticas, em percentual, dos
soros teste em relagdo ao “cut-off” de cada placa para Borrelia burgdorferi de bovinos
dos municipios de Castanhal e Sdo Miguel do Guamé (n=246) - estado do Para.

n | D O das amostras em duplicata | Média das D.O. (MDO) CuFt)-Ig(f;; da MDO x 100/"cut-off"
225 0,411 0,384 0,398 0,503 79,0
226 0,359 0,345 0,352 0,503 70,0
227 0,653 0,638 0,646 0,503 128,3
228 0,635 0,648 0,642 0,503 1275
229 0,556 0,544 0,550 0,503 109,3
230 0,416 0,409 0,413 0,503 82,0
231 0,425 0,387 0,406 0,503 80,7
232 0,342 0,333 0,338 0,503 67,1
233 0,577 0,541 0,559 0,503 1111
234 0,288 0,283 0,286 0,503 56,8
235 0,475 0,479 0,477 0,503 94,8
236 0,510 0,504 0,507 0,503 100,8
237 0,411 0,385 0,398 0,503 79,1
238 0,361 0,381 0,371 0,503 73,8
239 0,548 0,566 0,557 0,503 110,7
240 0,500 0,516 0,508 0,503 101,0
241 0,505 0,524 0,515 0,503 102,3
242 0,389 0,413 0,401 0,503 79,7
243 0,505 0,515 0,510 0,503 1014
244 0,291 0,302 0,297 0,290 102,2
245 0,296 0,315 0,306 0,290 105,3
246 0,215 0,213 0,214 0,290 73,8
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Anexo 6. Valores das densidades Gticas obtidas através do ensaio ELISA indireto dos
soros teste para Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma marginale; Trypanosoma
vivax e Borrelia burgdorferi de bovinos municipio de Sdo Miguel do Guama (n=181) -
estado do Pard. Valores expressos em percentual (DO x100/“cut-off”) referente a cada

placa.
SOROS B_)abe.f,ia Babe_sia Anaplgsma Trypqnosoma Borrelia _
bigemina bovis marginale vivax burgdorferi
1 407,1 237,3 106,6 157,0 149,8
2 366,2 210,4 137,2 173,0 178,4
3 358,0 209,0 109,6 154,8 130,5
4 323,1 231,4 97,5 152,0 75,9
5 344,5 242,0 88,7 147,0 99,2
6 364,3 285,4 126,1 167,3 140,3
7 328,8 2429 91,9 156,2 123,9
8 319,0 226,2 116,5 138,8 113,6
9 366,5 224.8 146,0 155,2 131,0
10 423,4 287,9 103,7 193,2 104,8
11 359,1 170,9 88,2 135,0 68,5
12 326,9 222,4 118,0 170,0 140,0
13 350,8 2457 127,5 158,8 112,0
14 434,1 268,6 135,9 152,0 121,6
15 430,2 255,3 1441 198,0 1420
16 202,2 131,9 73,1 90,3 61,3
17 446,7 235,0 143,5 169,7 94,4
18 471,4 292,4 152,7 184,5 165,4
19 316,5 205,3 145,3 162,0 103,1
20 333,0 223,1 102,9 146,1 90,0
21 159,6 213,3 44,8 102,7 89,5
22 479,4 370,0 147,3 190,8 113,1
23 304,4 236,5 94,2 157,9 140,7
24 319,2 231,0 91,3 163,0 106,6
25 330,8 2226 151,8 162,1 106,6
26 430,5 286,5 151,6 217,4 97,4
27 493,4 266,6 1420 193,5 164,4
28 308,2 176,8 98,2 146,7 78,9
29 304,4 193,0 91,1 140,5 111,5
30 433,2 217,8 1229 183,6 93,1
31 267,3 151,4 88,2 140,0 68,2
32 271,2 145,5 129,7 115,8 92,8
33 399,2 211,9 123,4 185,0 90,3
34 439,9 222,0 96,2 169,0 194,8
35 369,3 154,9 100,4 134,0 142,8
36 464,3 215,5 172,7 172,7 99,8
37 193,4 116,4 44,9 102,3 67,4
38 463,2 249,9 132,0 189,4 71,5
39 4489 230,1 163,8 175,0 206,9
40 490,2 269,7 150,4 183,6 223,1
41 461,4 217,4 110,4 144,4 159,7
42 466,1 223,2 128,9 186,6 1011
43 500,0 259,1 195,0 213,1 82,1
44 304,2 135,9 73,4 145,1 63,8
45 500,3 247,8 112,7 191,9 223,0
46 496,3 238,4 98,2 127,2 193,8
47 346,8 237,8 69,9 79,4 176,2
48 460,6 287,3 125,2 168,9 1249
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Anexo 6. Valores das densidades Gticas obtidas através do ensaio ELISA indireto dos
soros teste para Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma marginale; Trypanosoma
vivax e Borrelia burgdorferi de bovinos municipio de Sdo Miguel do Guama (n=181) -
estado do Pard. Valores expressos em percentual (DO x100/“cut-off”) referente a cada
placa.

SOROS B_)abe.f,ia Babe_sia Anaplgsma Trypqnosoma Borrelia _
bigemina bovis marginale vivax burgdorferi
49 484,1 271,9 170,1 191,7 125,4
50 340,7 205,9 123,1 161,9 78,0
51 425,4 199,1 152,8 182,0 153,0
52 491,5 209,5 157,6 185,1 200,7
53 497,9 196,2 145,0 171,1 191,3
54 512,7 260,0 210,6 191,1 106,2
55 413,5 232,2 137,7 162,1 71,8
56 120,9 123,0 42,0 128,8 74,3
57 490,2 304,1 230,8 2472 249,3
58 487,6 227,7 139,6 182,5 2234
59 470,9 224,2 183,2 188,8 132,1
60 365,3 187,6 125,2 174,3 82,6
61 498,9 237,7 114,8 194,0 91,8
62 441,8 186,5 165,6 189,5 79,5
63 388,9 216,2 126,1 188,8 119,5
64 485,2 250,8 161,0 182,0 150,5
65 320,9 170,5 104,9 1255 87,9
66 446,3 220,4 144,0 179,7 78,0
67 432,0 238,2 143,4 171,5 82,6
68 361,9 161,1 106,8 1477 78,4
69 205,0 193,7 108,4 150,8 1117
70 180,4 179,5 115,7 131,7 146,7
71 105,3 103,9 69,4 98,2 84,7
72 124,5 121,7 85,4 198,8 124,7
73 195,5 231,0 112,3 151,4 181,5
74 241,9 221,7 131,5 160,5 109,8
75 168,0 220,4 120,5 139,2 91,5
76 2455 237,0 139,0 168,8 135,0
77 176,1 181,7 87,0 144,0 84,7
78 208,2 193,1 132,0 160,3 153,6
79 141,8 163,8 91,3 115,7 154,7
80 167,7 226,2 93,4 150,9 108,2
81 155,3 152,7 107,8 136,0 83,1
82 139,9 168,9 58,0 81,2 55,2
83 218,9 2479 149,6 224,8 1249
84 185,6 199,4 117,1 159,8 1319
85 205,7 201,0 112,8 239,7 154,1
86 138,0 148,8 81,5 119,8 82,8
87 372,7 371,0 201,6 296,6 245,4
88 173,8 188,3 93,2 126,0 86,7
89 119,1 148,7 51,8 1015 91,5
90 295,2 308,1 176,3 271,7 221,5
91 143,8 161,7 81,1 133,7 156,6
92 161,3 197,5 86,5 150,2 89,7
93 192,7 196,3 117,3 161,5 65,3
94 107,3 168,7 60,3 79,5 60,4
95 1514 176,3 117,6 154,0 127,4
96 150,6 1714 108,4 125,4 141,0
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Anexo 6. Valores das densidades Gticas obtidas através do ensaio ELISA indireto dos
soros teste para Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma marginale; Trypanosoma
vivax e Borrelia burgdorferi de bovinos municipio de Sdo Miguel do Guama (n=181) -
estado do Pard. Valores expressos em percentual (DO x100/“cut-off”) referente a cada

placa.
SOROS B_)abe.f,ia Babe_sia Anaplgsma Trypqnosoma Borrelia _
bigemina bovis marginale vivax burgdorferi
97 132,6 155,5 89,1 145,8 182,7
98 228,0 225,6 129,7 162,3 121,4
99 115,8 133,2 81,0 106,9 103,6
100 173,1 194,2 1441 148,3 96,1
101 161,5 207,5 115,8 129,8 162,8
102 167,4 174,1 114,2 133,4 131,7
103 168,0 221,0 100,9 143,8 130,0
104 184,9 178,1 109,1 143,8 119,3
105 164,1 197,1 87,5 149,5 92,1
106 190,9 218,9 103,5 128,9 108,9
107 128,0 166,1 85,2 142,4 71,8
108 179,4 229,4 86,1 133,8 74,1
109 163,3 180,0 85,7 1173 100,6
110 180,7 223,8 119,0 138,3 106,1
111 149,9 160,2 86,4 1157 100,9
112 105,4 180,0 76,8 168,9 100,5
113 175,4 215,1 111,3 149,7 123,1
114 176,1 212,3 105,9 136,3 77,4
115 132,0 173,8 76,1 107,1 101,1
116 133,3 177,5 91,6 120,2 124,2
117 115,9 179,1 82,4 124,1 82,3
118 154,1 201,2 89,4 129,7 85,5
119 177,2 223,1 118,8 183,3 120,1
120 159,7 211,7 120,7 165,4 121,7
121 156,4 219,4 104,0 129,8 163,8
122 140,3 187,3 110,6 130,3 1573
123 95,5 105,1 46,3 85,9 52,1
124 197,7 234,6 123,2 186,3 158,7
125 152,6 180,7 117,6 129,0 80,9
126 174,5 207,2 102,6 152,7 72,8
127 112,2 148,0 84,5 126,2 111,8
128 167,0 215,4 71,4 159,2 129,1
129 130,0 151,9 119,0 138,7 98,6
130 153,9 201,2 91,6 143,8 126,0
131 166,8 215,1 1111 105,6 84,2
132 169,9 179,4 1145 143,2 99,5
133 166,1 228,8 74,4 125,2 134,9
134 141,9 195,3 70,2 123,0 120,4
135 150,1 198,1 85,2 1148 124,8
136 127,2 137,9 73,9 1222 82,6
137 142,5 2427 88,2 129,8 101,0
138 229,7 262,1 163,8 181,1 120,4
139 240,1 277,3 135,9 198,2 113,9
140 129,1 164,7 119,3 124,8 102,0
141 153,4 165,6 1117 118,8 104,9
142 126,4 223,7 115,7 161,2 83,4
143 138,7 204,8 109,7 136,2 71,5
144 157,5 196,2 103,2 1718 129,1
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Anexo 6. Valores das densidades Gticas obtidas através do ensaio ELISA indireto dos
soros teste para Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma marginale; Trypanosoma
vivax e Borrelia burgdorferi de bovinos municipio de Sdo Miguel do Guama (n=181) -
estado do Pard. Valores expressos em percentual (DO x100/“cut-off”) referente a cada
placa.

Babesia Babesia Anaplasma | Trypanosoma Borrelia

SOROS bi . bovi inal : buradorferi

gemina ovis marginale vivax urgdorferi
145 181,1 257,1 126,0 158,2 112,3
146 165,6 198,4 102,8 1415 108,1
147 1219 199,5 101,0 138,8 80,0
148 156,4 178,7 147,5 177,2 72,6
149 135,7 234,7 113,5 148,4 79,4
150 137,0 234,7 103,5 149,8 122,4
151 220,2 191,8 125,0 147,3 81,4
152 202,0 289,3 118,7 175,3 101,1
153 122,6 267,5 111,2 127,1 100,5
154 203,7 231,0 129,2 144,4 103,1
155 192,3 209,8 145,6 140,5 83,4
156 210,2 229,7 102,8 170,7 130,3
157 164,2 184,4 105,8 134,1 100,9
158 159,1 229,7 138,9 145,0 104,2
159 199,8 251,7 107,9 130,8 78,3
160 130,5 214,5 100,3 149,7 104,7
161 136,8 216,4 82,9 130,6 78,0
162 156,3 227,1 119,5 146,0 110,1
163 250,2 221,0 136,8 153,0 108,1
164 135,1 205,3 99,7 124,7 89,5
165 148,8 216,1 115,7 153,2 86,5
166 1411 195,2 76,7 159,8 77,6
167 123,9 156,9 85,5 136,2 73,3
168 142,7 215,0 112,6 134,0 122,2
169 167,3 257,3 115,5 134,0 103,8
170 118,0 203,9 92,3 151,8 82,1
171 146,6 212,1 115,7 122,6 89,4
172 126,3 253,7 100,8 109,7 78,5
173 127,3 197,2 104,1 123,6 74,5
174 155,5 193,7 92,2 140,7 143,7
175 219,3 262,7 112,8 193,4 168,7
176 176,3 205,8 156,1 1772 107,3
177 217,6 253,3 135,9 153,5 1014
178 165,7 197,1 154,4 164,9 103,3
179 216,4 249,0 178,3 207,9 145,0
180 169,6 204,7 120,5 138,3 110,3
181 297,8 301,6 180,6 2277 118,6
Média 251,4 211,6 1145 153,3 114,3
Desv Pad 126,6 43,2 31,5 32,9 38,3
Total 181 181 181 181 181
% Negativos 0,6 0,0 30,9 3,3 38,7
% Positivos 99,4 100,0 69,1 96,7 61,3
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Anexo 7. Valores das densidades dticas obtidas através do ensaio ELISA indireto dos
soros teste para Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma marginale; Trypanosoma
vivax e Borrelia burgdorferi de bovinos do municipio de Castanhal (n=65) - estado do
Para. Valores expressos em percentual (DO x100/“cut-off”) referente a cada placa.

Babesia Babesia Anaplasma | Trypanosoma Borrelia
SOROS : . ; ; ; .

bigemina bovis marginale vivax burgdorferi
182 88,3 73,1 29,2 69,6 35,8
183 1123 91,7 75,1 82,0 65,9
184 113,4 106,7 76,2 83,0 68,8
185 128,8 107,1 76,4 88,4 70,3
186 145,6 108,1 79,9 90,7 70,9
187 147,2 109,6 83,6 91,9 72,1
188 147,4 112,6 84,6 93,0 72,9
189 149,9 1143 84,8 95,4 73,1
190 151,8 118,1 85,2 101,1 73,9
191 153,6 119,9 88,2 1015 74,4
192 154,4 119,9 88,9 102,0 74,6
193 158,7 122,3 91,5 102,0 78,1
194 162,9 125,6 92,6 102,1 78,2
195 164,3 126,4 100,6 102,6 78,8
196 1711 126,4 101,2 104,4 79,8
197 176,7 127,2 103,2 104,6 81,0
198 176,7 129,6 105,4 104,8 82,7
199 177,5 132,6 105,7 105,7 83,8
200 188,0 136,9 106,7 106,9 85,6
201 189,0 138,5 108,6 107,0 85,8
202 195,5 150,8 110,1 107,4 85,9
203 202,3 153,5 111,0 109,1 86,3
204 207,4 159,4 118,2 109,4 88,0
205 216,8 161,9 118,3 111,8 88,6
206 216,8 162,4 118,5 112,2 90,7
207 227,8 176,1 119,7 1123 91,3
208 2457 180,7 121,8 1125 93,4
209 257,9 183,7 130,0 112,8 99,6
210 263,9 184,7 1311 113,8 102,6
211 268,8 187,0 131,9 114,9 105,1
212 269,9 190,4 132,6 116,7 109,1
213 295,7 199,7 1415 119,4 111,9
214 316,2 200,8 143,9 123,0 114,7
215 331,5 202,9 146,9 123,2 117,1
216 337,3 210,7 148,8 1246 117,3
217 338,4 218,1 156,8 126,4 121,9
218 349,7 225,8 174,0 138,4 122,5
219 351,2 230,3 181,0 139,0 128,7
220 135,5 70,2 49,0 58,9 56,8
221 219,1 117,3 514 72,7 67,1
222 2246 119,1 68,7 94,5 70,0
223 228,0 119,4 80,4 100,3 72,9
224 2410 123,6 88,0 100,7 73,8
225 259,4 131,0 89,0 101,0 73,8
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Anexo 7. Valores das densidades Gticas obtidas através do ensaio ELISA indireto dos
soros teste para Babesia bigemina; B. bovis; Anaplasma marginale; Trypanosoma
vivax e Borrelia burgdorferi de bovinos do municipio de Castanhal (n=65) - estado do
Para. Valores expressos em percentual (DO x100/“cut-off”) referente a cada placa.

Babesia Babesia Anaplasma | Trypanosoma Borrelia

SOROS bi ; bovi inal : buradorferi

gemina ovis marginale vivax urgdorferi
226 267,6 145,0 92,0 101,8 79,0
227 289,6 146,8 93,3 101,9 79,1
228 292,4 149,5 94,9 102,0 79,7
229 292,8 150,1 101,3 102,6 80,7
230 293,6 150,8 102,0 104,3 82,0
231 298,8 151,8 102,3 104,5 92,0
232 298,8 153,2 104,1 104,6 94,8
233 300,0 154,0 105,0 105,0 100,8
234 302,0 159,8 106,1 105,7 101,0
235 311,8 161,6 106,3 107,0 1014
236 316,2 161,9 107,0 107,8 102,2
237 318,5 167,5 109,6 108,4 102,3
238 323,4 169,0 117,5 110,2 105,3
239 326,3 174,5 117,7 112,2 109,3
240 340,2 177,9 118,3 116,3 110,7
241 349,7 179,4 1219 116,8 1111
242 355,8 179,5 123,8 117,0 112,2
243 367,9 179,5 124,8 118,3 114,8
244 376,3 210,4 128,4 120,6 127,5
245 400,6 211,2 135,2 121,0 128,3
246 439,9 224,3 157,5 121,2 142,1
Média 248,0 153,3 107,7 106,2 91,3
Desv Pad 82,50 37,37 27,78 14,00 20,25
Total 65 65 65 65 65
% Negativos 1,5 4,6 33,8 16,9 63,1
% Positivos 98,5 95,4 66,2 83,1 36,9
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ANEXO 8. Prevaléncia dos agentes nos Municipios de Castanhal e Sdo Miguel do

Guama, segundo o teste de Pearson Qui-quadrado com correcéo de Yates.

CASTANHAL S. MIGUEL GUAMA
Agentes Positivo Positivo
Babesia bigemina 0.98 0.99
Babesia bovis 0.95* 1,0
Anaplasma marginale 0.66 0.69
Trypanosoma vivax 0.83* 0.96
Borrelia burgdorferi 0.36* 0.61

* Houve diferenca significativa entre os municipios estudados segundo o teste Qui-

quadrado.
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