AVALIACAO PRELIMINAR DE UM TESTE ELISA PARA DETECCAO DE
ANTICORPOS CONTRA TOXINAS CE D DO CLOSTRIDIUM BOTULINUM DE
BOVINOS.
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O botulismo foi associado a mortalidade de fémeas adultas de bovinos que ocorreu nos ultimos anos
na regido Centro-Oeste do Brasil. Deficiéncias das vacinas na prote¢ao contra as toxinas C e D do
Clostridium botulinum tem sido associado aos surtos de botulismo. No Brasil ndo ha
disponibilidade de um teste sorologico simples para detectar anticorpos contra toxinas C ¢ D. Um
teste com essas caracteristicas seria muito importante para determinar o grau de imunidade humoral
dos bovinos contra essas toxinas, bem como avaliar a qualidade das vacinas existentes no pais.
Entre as provas soroldgicas desenvolvidas a imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) ¢ a mais
investigada devido a alta sensibilidade e simplicidade, quando comparada com a microfixacao de
complemento e a soroneutralizagdo. Os antigenos para o teste ELISA indireto foram produzidos por
meio de cultivo "in vitro" de C. botulinum. O sobrenadante dessa cultura foi precipitado com
solugdo hipersaturada de sulfato de amodnia e resuspenso com Tris HCl1 0,1 M, pH 7,5. No
desenvolvimento do ELISA indireto, ap6s uma série de experimentos de padronizacao, o teste foi
realizado adsorvendo antigeno com tampdo carbonato/bicarbonato pH, 9,2 . O substrato para
deteccao de anticorpos contra toxina C foi o 2-2’-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline -6-acido sulfonico
(ABTS) e para a toxina D o ortofenil diamina (OPD). A anélise do desempenho do teste ELISA
indireto foi realizado com soros de animais ndo expostos a toxina, vacinados com toxodide e
sobreviventes apds desafio com toxina C ou D. Todos os animais ndo expostos a toxina
apresentaram  densidade oOtica abaixo do cut-off (densidade otica de 248). A média da densidade
Otica dos animais vacinados também ficou abaixo do cut-off. Apenas os animais sobreviventes apds
o desafio apresentaram densidades 6ticas acima do cut-off. Os resultados preliminares do ELISA
indireto demonstraram que esse pode ser utilizado para avaliagdo da eficiéncia da resposta imune as
vacinas contra as toxinas C e D do C. botulinum.
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