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International researchers presented results indicating frequent involvement
of Mycoplasma spp. as a causative agent of mastitis in cattle, associating its pres-
ence with significant economic losses to farmers. Mycoplasma bovis is the species
most reported and relevant, because it causes more severe disease. The level
of antibodies against M. bovis remains high for several months and can be de-
tected by ELISA. The aim of this work was to develop an indirect ELISA with
whole cell antigen of M. bovis (strain Donetta PG 45) with subsequent applica-
tion in bovine blood serum samples for detection of antibodies against M. bovis.
The immunization of cows A and B by inoculating an immunogen against M.
bovis to obtain hyperimmune blood serum was the first stage of this work, then
the stage of standardization of ELISA was proceeded. The concentration of 2 pug
of antigen/mL for coating the microtiter plates was decided by statistical anal-
yses. The optical density value 0,2 was determined as the limit of reactivity
discrimination of samples (the cut-off point). The hyperimmune blood serum
sample of the cow A (collected 30 days after immunization) was chosen as the
positive control and, the fetal calf serum was chosen as negative control of the
assay. In addition, the ideal optimal dilutions found for blood serum samples
was 1:400 and for conjugate was 1:10.000 and the substrate used was the or-
tho-phenylenediamine. The amount of 321 samples of cow blood serum from
15 farms was obtained for the application of the standardized indirect ELISA. It
was diagnosed animals that have been exposed to M. bovis and the prevalence
rate found in blood serum samples was 3,1% (10/321) and 46,7% (7/15) was
the prevalence rate found between the corresponding farms studied.
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RESUMO. Pesquisadores internacionais apresen-
taram resultados indicativos do envolvimento fre-
quente de Mycoplasma spp. como agente causador
de mastite em bovinos, associando sua presenca
com perdas econdmicas significativas para os cria-
dores. Mycoplasma bovis é a espécie mais relatada e
relevante, pois causa doenga mais grave. Os niveis
de anticorpos contra M. bovis permanecem eleva-
dos por muitos meses e podem ser detectados pelo
ELISA. O objetivo do presente trabalho foi a pa-
dronizacdo de ELISA indireto com antigeno celular
total de M. bovis (cepa Donetta PG 45) com subse-
quente aplicacdo em amostras de soro sanguineo
de vacas para detecgao de anticorpos anti- M. bovis.
A imunizacdo das vacas A e B, para obtencdo de
soro sanguineo com imunégeno contra M. bovis foi
a primeira etapa do trabalho. Em seguida, proce-
deu-se a etapa de padronizacao do ELISA indireto
e ap0s serem realizadas andlises estatisticas, optou-
-se por utilizar a concentragdo de 2 pg de antigeno/
mL para sensibilizagdo das placas de microtitula-
cdo. O valor de densidade 6tica 0,2 foi estabelecido
como limite de discriminac¢do de reatividade das
amostras (ponto de corte). Foi escolhido como con-
trole positivo dos ensaios a amostra de soro sangui-
neo da vaca A (coletado 30 dias apds a imunizagdo)
e, como controle negativo dos ensaios foi escolhido
o soro fetal bovino estéril. Além disso, as diluicbes
consideradas ideais para as amostras de soro san-
guineo e para o conjugado utilizado foram respec-
tivamente 1:400 e 1:10.000 e o substrato utilizado
foi o Orto- fenilenodiamina. Para a aplicagdo do
ELISA indireto foram obtidas 321 amostras de soro
sanguineo de vacas de 15 fazendas. Na aplicagdo
do ELISA indireto padronizado, foram diagnosti-
cados animais que ja foram expostos a M. bovis e as
prevaléncias encontradas foram 3,1% (10/321) nas
amostras de soro sanguineo e 46,7% (7/15) entre as
respectivas fazendas estudadas.

PALAVRAS-CHAVE. Mycoplasma bovis, imunégeno,
ELISA, soro sanguineo.

INTRODUCAO

A bovinocultura é um dos destaques do agro-
negocio brasileiro no cendrio mundial e o desem-
penho produtivo de um rebanho depende, dentre
outros fatores, da eficicia de diversas medidas pro-
filaticas. Entretanto, ainda existem criatérios que
nao dispdem de um controle sanitario eficaz de seu
rebanho, refletindo em gastos com medicamentos e
assisténcia veterindria, reducdo da cadeia produti-
va e alta morbidade e mortalidade de animais.

A mastite é a inflamacao da glandula mamaria

e estd entre as enfermidades de maior importancia
para o rebanho bovino leiteiro no Brasil. Pesquisa-
dores internacionais apresentaram resultados indi-
cativos do envolvimento frequente de Mycoplasma
spp. como agente causador de mastite em bovinos,
associando sua presenca com perdas economicas
significativas para os criadores.

A mastite causada por micoplasmas é agressiva
e muitas vezes refratdria ao tratamento. Além da
queda de produgdo do leite, pode ocorrer também
um espessamento deste com perda de fluidez, pre-
senca de secrecao aquosa que pode progredir para
um exsudato purulento. As espécies mais relatadas
sao Mycoplasma californicum, Mycoplasma canaden-
se, Mycoplasma alkalescens, Mycoplasma bovigenita-
lium, porém a espécie Mycoplasma bovis se destaca
pela alta casuistica e gravidade da doenca (Walker
2003). A detecgao sorolégica de anticorpos contra
M. bovis é considerada um método de diagndstico
confidvel ja que os niveis de anticorpos permane-
cem elevados por muitos meses e podem ser detec-
tados por ELISA indireto.

No Brasil, existem poucos estudos sobre mastite
bovina causada por Mycoplasma spp. e a pesquisa
dessa enfermidade estd restrita a levantamentos e
identificagdo de surtos esporddicos, sendo possivel
sugerir que estas infecgdes estejam subnotificadas.
Portanto, diante das perspectivas do Brasil manter
a sua posicdo de destaque no agronegoécio do leite,
os estudos de identificacdo de importantes patoge-
nos responsaveis por ocasionar a mastite, como M.
bovis, é de alta relevancia para o pais e para a co-
munidade cientifica, contribuindo para o controle
e tratamento dessa grave enfermidade.

O objetivo do presente estudo foi a padroniza-
cdo de ELISA indireto com antigeno celular total
de M. bovis (cepa Donetta PG45) com subsequente
aplicacdo em ensaios utilizando amostras de soro
sanguineo de vacas para deteccdo de anticorpos
anti-M. bovis.

MATERIAL E METODOS

A execucao deste trabalho foi autorizada pelo Comi-
té de Ftica no Uso de Animais da Universidade Federal
Fluminense, registrado como projeto ntimero 216.

A primeira etapa da padronizacdo do ELISA indireto
consistiu na imunizagdo de 2 vacas (sem histoérico clinico
de enfermidades causadas por micoplasmas), que foram
nomeadas de vaca A e vaca B, através da inoculagdo por
via subcutanea do imunégeno (inativado com formal-
deido P.A.) contra M. bovis emulsionado com adjuvante
incompleto de Freund, para obtengdo do soro sanguineo
hiperimune que seria utilizado como controle positivo
do ensaio. O protocolo utilizado para imunizagdo dos
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animais foi baseado em relatos de Chima et al. (1981),
Howard et al. (1982) e Aratjo et al. (2003). As coletas
de sangue dos animais para obtencao do soro sanguineo
hiperimune foram realizadas antes da imunizagdo (para
verificagdo prévia da condicdo imunolégica de cada ani-
mal) e nos intervalos de 21 dias, 30 dias e 60 dias ap6s
a imunizagdo. Amostras de soro sanguineo resultantes
de cada coleta foram submetidas ao teste de inibicdo de
crescimento (Goll 1994, Liberal 1994) e ao ELISA para
avaliagdo da producdo de anticorpos contra M. bovis.

Os procedimentos adotados para a padronizacgdo
do ELISA indireto sdo baseados em relatos de elabo-
ragdo de ELISA para deteccdo indireta de micoplasmas
causadores de enfermidades em animais, descritos por
Cassell & Brown (1983), Liberal & Boughton (1992), Ni-
colet & Martel (1996) e Campos et al. (2000). O ELISA
indireto foi padronizado para deteccdo de anticorpos
anti-M. bovis, utilizando-se placas de microtitulagdo
(Kartell S.P.A.®), soros sanguineos hiperimunes pro-
duzidos nas vacas A e B como controles positivos do
ensaio, soro fetal bovino estéril comercial e soro san-
guineo das vacas A e B antes da imuniza¢do com o
imunégeno inativado contra M. bovis como controle
negativo do ensaio, Imunoglobulina G de coelho anti-
-Imunoglobulina G de bovino conjugada a peroxidase
(Sigma-Aldrich®) e substrato cromogénico Orto-fenile-
nodiamina (OFD). Em todos os ensaios também foram
incluidos controle do substrato (pogo da placa de mi-
crotitulacdo em que foi colocado somente o antigeno
e o substrato), controle do conjugado (pogo da placa
de microtitulagdo em que foi colocado somente o anti-
geno, conjugado e substrato) e todos os valores foram
obtidos em duplicata, para avaliagdo da repetibilidade
do ensaio.

A cepa de referéncia M. bovis Donetta PG 45 foi
cultivada em meio A, para obtencdo do antigeno a ser
utilizado na etapa de sensibilizacdo das placas de mi-
crotitulagdo. A concentracdo protéica do antigeno M.
bovis foi mensurada pelo método de Lowry et al. (1951).
As placas de microtitulagao foram sensibilizadas com
50 pL por pogo de antigeno celular total de M. bovis
contendo as concentragdes proteicas de 2 pg antigeno/
mL e 16 pg antigeno/mL. As diferentes concentracdes
proteicas foram obtidas através da diluigdo do antige-
no celular total em solucdao tampao carbonato-bicarbo-
nato 0,05 M (pH 9,6). Essas placas de microtitulagao
foram incubadas a 4°C “overnight”. Ap6s este periodo,
as referidas placas foram lavadas por trés vezes com
solucdo salina tamponada com fosfato, adicionada de
0,05% de Tween® 20.

As amostras de soro sanguineo das vacas A e B an-
tes da imunizagdo (para verificagdo prévia da condicao
imunolégica de cada animal), as amostras de soro san-
guineo das vacas A e B coletadas 21 dias, 30 dias e 60
dias apds a imunizagao (controles positivos) e a amostra
de soro fetal bovino estéril comercial (controle negati-
vo) foram diluidos na base 2, com dilui¢des de 1:100 a
1:3.200, em solucao salina tamponada com fosfato. Apés
a incubacdo das placas em estufa a temperatura de 37°C
pelo periodo de duas horas, estas foram lavadas trés ve-

zes com solucdo salina tamponada com fosfato adiciona-
do de 0,05% de Tween® 20, para a realiza¢do da proxima
etapa seguinte.

A diluicdo da Imunoglobulina G de coelho anti-
-Imunoglobulina G de bovino conjugada a peroxida-
se (conjugado) utilizada foi 1:10.000 em solugdo salina
tamponada com fosfato. Essa etapa foi realizada com a
adigdo de 50 pL do conjugado diluido em cada pogo da
placa para microtitulacdo. Em seguida, as placas de mi-
crotitulagdo foram incubadas em estufa a temperatura
de 37°C por uma hora e, foram lavadas como ja descrito
anteriormente.

O substrato cromogénico OFD foi diluido numa so-
lugdo tampao preparada imediatamente antes do uso,
utilizando-se os seguintes reagentes: dgua destilada, so-
lucéo de acido citrico 0,1 M, solucao de fosfato de sédio
0,2 M e perdxido de hidrogénio. O volume de 50 puL do
substrato diluido foi adicionado em cada poco das pla-
cas de microtitulagdo, as quais foram incubadas a tem-
peratura ambiente, na auséncia de luz, por 30 minutos.
A reacgdo foi interrompida pela adigdo de 50 pL de acido
sulfarico 3 N, por pogo, e as absorbancias foram verifi-
cadas em espectrofotdometro (DNM-9602 microplate rea-
der®) com filtro de 492 nm.

Para a determinacgdo do limite de discriminagéo de
reatividade das amostras (ponto de corte) foi considera-
da como base a média do valor de absorbancia dos soros
sanguineos negativos (amostra de soro fetal bovino esté-
ril comercial e amostras de soro sanguineo das vacas A
e B ndo imunizadas com o imunégeno contra M. bovis),
a qual foi multiplicada por 2,5 para estabelecimento do
ponto de corte (Onoviran & Robinson 1979, Cassell et
al. 1996).

Para a aplicagdo do ELISA indireto, 321 amostras de
soro sanguineo de vacas com idade superior a 24 meses
e oriundas de 15 propriedades do municipio de Carmo,
Estado do Rio de Janeiro, foram submetidas ao ensaio.
Essas amostras pertenciam ao banco de soro do Cen-
tro Estadual de Pesquisa em Sanidade Animal Geraldo
Manhaes Carneiro pertencente a Empresa de Pesquisa
Agropecudria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-
-RIO) e foram gentilmente cedidas para este trabalho.
As referidas amostras foram coletadas nos anos de 2010
e 2011 para serem submetidas ao diagnéstico de bruce-
lose, no qual se obteve resultado negativo.

No presente trabalho foram utilizadas as seguintes
andlises estatisticas para avaliar os resultados obtidos
(Sampaio 2002): O teste t de Student foi utilizado duran-
te a padronizacdo do ELISA para avaliar a significancia
estatistica dos valores de Densidade Otica (D.O.) obtidos
da amostra que seria considerada como controle negati-
vo, das amostras coletadas das vacas A e B assim como
para determinar a concentragdo de antigeno que seria
usada para sensibilizar as placas para microtitulagao;
Calculos de média e coeficiente de variagdo para estimar
variacdes das D.O. obtidas das amostras testadas e, o
teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis foi usado para
analisar a frequéncia de amostras positivas e a frequén-
cia de amostras negativas entre as fazendas estudadas.

Rev. Bras. Med. Vet., 37(2):101-107, abr/jun 2015

103



Samira Moraes Cunha de Mesquita et al.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de soro fetal bovino estéril comer-
cial e as amostras de soro sanguineo coletadas antes
da imunizacdo das vacas A e B foram submetidas
ao teste de inibi¢do de crescimento e foi constatada
auséncia de zona de inibicao de crescimento de co-
I6nias de M. bovis, indicando a auséncia de anticor-
pos anti- M. bovis nessas amostras. As amostras de
soro sanguineo coletadas 21 dias, 30 dias e 60 dias
ap0s a imunizacao das vacas A e B, também foram
submetidas a teste de inibi¢do de crescimento e foi
constatada a presenca de zona de inibicdo de cres-
cimento de coldnias de M. bovis, indicando a pre-
senga de anticorpos anti-M. bovis nessas amostras,
confirmando o sucesso da imunizacio realizada. A
proxima etapa foi a submissdo de todas as amos-
tras mencionadas, aos testes de padronizagéo do
ELISA indireto.

Apbs a execugdo do ELISA foram observadas
diferengas entre as D.O. das diferentes amostras
de soro sanguineo demonstrando que ocorreu uma
progressao da producdo de anticorpos nas vacas
imunizadas até 30 dias ap6s a imunizacdo e uma
queda da producao de anticorpos aos 60 dias ap6s
a imunizacdo (Figuras 1, 2, 3 e 4). Embora tenha
sido evidenciado através dos testes de inibicdo de
crescimento e do ELISA que as 2 vacas tiveram res-
posta imunoldgica frente ao imunégeno inoculado,
foi constatado através do teste t de Student que ha-
via diferenga estatistica (p<0,05) entre os valores de
D.O. das amostras de soro sanguineo das vacas A
e B, encontrados durante a etapa de padronizagao
dos ensaios. Portanto, optou-se pela utilizacdo da
amostra de soro sanguineo da vaca A coletadas 30
dias apds a imunizacdo porque esta apresentou a
maior D.O. dentre todas as amostras testadas e se-
riam ideais para serem usadas como controles po-
sitivos dos ensaios que seriam executados, confor-
me relatos de Howard (1982).

Apo6s a submissao da amostra de soro fetal bo-
vino estéril comercial ao ELISA, foi verificado que

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15 o
0,1
0,05 o

0 =

Antes da
imunizagdo

Soro fetal
bovino

21 diasapés a
imunizagdo

esta apresentava baixa D.O. (préxima ao valor
zero), em concordancia com a boa relacao entre os
testes executados descrita por Liberal & Boughton
(1994), e indicando que essa amostra seria o contro-
le negativo ideal para os ensaios que seriam exe-
cutados. A constatagdo da auséncia de anticorpos
anti-M. bovis verificada nas amostras de soros san-
guineos obtidos das vacas antes da imunizacédo e a
baixa D.O. quando essas amostras foram submeti-
das ao ELISA, demonstra que os animais escolhi-
dos realmente ndo tinham sido infectados por M.
bovis, garantindo o sucesso da hiperimunizagao e,
é também um resultado compativel com relatos de
Howard et al. (1982). Se fossem obtidos, antes da
imunizagdo, resultados compativeis com infecgao
por M. bovis nos animais escolhidos, estes seriam
substituidos.

Para sensibilizagdo das placas de microtitula-
cao, observou-se que o aumento da concentracao
de antigeno ndo implicou em aumento da reagao
antigeno-anticorpo com consequente aumento da
D.O. Foi constatado através do teste t de Student
que nao havia diferenca estatistica (p>0,05) entre os
valores de D.O. das amostras de soro sanguineo tes-
tadas nas concentragdes de antigeno testadas, por-
tanto optou-se por utilizar a menor concentragao
de antigeno (2 ng/mL). A diferenca de D.O. dentre
as amostras de soro sanguineo foi observada ape-
nas entre as diferentes dilui¢des utilizadas, 1/100
a1/3.200, (Figuras 1, 2, 3 e 4). Nas placas sensibili-
zadas com 2 ug de antigeno/mL, a amostra de soro
fetal bovino estéril comercial apresentou a menor
D.O. observada e a amostra de soro sanguineo da
vaca A obtida 30 dias ap6s a inoculagdo do imuné-
geno contra M. bovis apresentou a maior D.O. ob-
servada dentre as dilui¢des das amostras testadas.
(Figura 1).

A diluicdo considerada ideal para as amos-
tras de soro sanguineo foi a dilui¢do de 1:400 as-
sim como descrito por Campos et al. (2000) que
também utilizaram antigeno celular total para a

H1:100
H1:200
N 1:400
N 1:800
N 1:1.600
1:3.200

30 dias apos a
imunizagao

60 dias apos a
imunizagao

Figura 1. Densidades 6ticas das amostras de soro fetal bovino estéril comercial e soro sanguineo da vaca A diluidos 1:100 a 1:3.200
em solugdo salina tamponada com fosfato em placas sensibilizadas com 2 pg de antigeno/mL.
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Figura 2. Densidades 6ticas das amostras de soro fetal bovino estéril comercial e soro sanguineo da vaca A diluidos 1:100 a 1:3.200
em solugdo salina tamponada com fosfato em placas sensibilizadas com 16 mg de antigeno/mL.
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Figura 3. Densidades 6ticas das amostras de soro fetal bovino estéril comercial e soro sanguineo da vaca B diluidos 1:100 a 1:3.200
em solugdo salina tamponada com fosfato em placas sensibilizadas com 2 pg de antigeno/mL.
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Figura 4. Densidades 6ticas das amostras de soro fetal bovino estéril comercial e soro sanguineo da vaca B diluidos 1:100 a 1:3.200
em solugdo salina tamponada com fosfato em placas sensibilizadas com 16 pg de antigeno/mL.

sensibilizagdo das placas de microtitulacdo. Esta
foi a maior diluicdo em que foi observado que a
amostra de soro sanguineo da vaca A obtida 30
dias ap6s a inoculagdo do imunégeno contra M.
bovis apresentava valor acima de 0,2 (Howard et
al. 1982). O valor 0,2 foi determinado como ponto
de corte por ser 2,5 vezes a média das D.O. das
amostras de soro sanguineo consideradas como
negativas. Esse ponto de corte indica que as amos-
tras testadas na etapa de aplicagdo do ensaio que
apresentassem D.O. com valor acima de 0,2 se-
riam consideradas resultado positivo/presenca
de anticorpos anti-M. bovis, enquanto as amostras
de soros sanguineos testadas que apresentassem
D.O. com valor abaixo de 0,2 seriam consideradas
resultado negativo/auséncia de anticorpos anti-
-M. bovis.

A diluicdo do conjugado (1:10.000) e o substrato
utilizado demonstraram ser adequados para os en-
saios e ndo foram observadas reagdes inespecificas,
0 que estd em concordancia com resultados obtidos
por Campos et al. (2000). Os controles do substrato
e do conjugado foram utilizados em todos os en-
saios e ndo apresentaram reacao tanto visualmente
quanto na verificacdo da D.O. ap6s ser realizada a
leitura das placas do ELISA em espectrofotometro,
de acordo com recomendacdes de Cassell & Brown
(1983). O valor de D.O. encontrado foi aproximada-
mente 0,06 em ambos, durante a execugdo de todos
0s ensaios.

Com o objetivo de monitorar os valores de D.O.
do controle positivo (Amostra de soro sanguineo
da vaca A, coletadas 30 dias ap6s a imunizacao) e
do controle negativo utilizados durante a aplicacao
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Figura 5. Valores das médias de D.O. das amostras de soro sanguineo, divididas por fazenda.
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Figura 6. Valores de coeficiente de variacdo de D.O. das amostras de soro sanguineo, divididos por fazenda.

do ELISA indireto (amostra de soro fetal bovino
estéril comercial), foi calculado o coeficiente de va-
riagdo apods o término da execugdo destes. O valor
obtido do coeficiente de variacdo para o controle
positivo foi 7% e, o valor obtido do coeficiente de
variacdo para o controle negativo foi 4,5%, o que
significa que os valores de D.O. obtidos foram si-
milares, demonstrando a boa escolha dos controles
assim como mencionado por Liberal & Boughton
(1992).

Para avaliar a variacdo da resposta imunolégica
dentre os animais de cada fazenda, foram calcula-
das a média e o coeficiente de variacao. Nas Figuras
5 e 6 estdo expostos os resultados obtidos. Dentre o
total de animais testados, o coeficiente de variacao
foi de 25,8%.

De acordo com o teste de Kruskal-Wallis, nao
foi evidenciada diferenca estatistica (p>0,05) na
analise da frequéncia de amostras positivas entre
as fazendas estudadas, entretanto foi evidenciada
uma diferenca estatistica (p<0,05) na andlise da fre-
quéncia de amostras negativas entre as fazendas
estudadas.

O resultado total (Tabela 1) da aplicagdo do ELI-
SA indireto com as 321 amostras de soro sanguineo
de vacas demonstra baixa prevaléncia (3,1%) de M.
bovis entre os individuos estudados, assim como
relatado por Pretto et al. (2001), entretanto nota-se
que em 46,7% das fazendas foram diagnosticados
animais que ja foram expostos ao microrganismo

em questdo. O alto indice de prevaléncia entre as
fazendas estudadas merecem atengao, pois as vias
de transmissao de M. bovis sdo principalmente por
contato direto e possivelmente, transmissao por via
congeénita (Pfuitzner & Sachse 1996).

Os resultados positivos obtidos das amostras
de soro sanguineo indicam animais que ja foram
infectados por M. bovis, mas como ndo ha informa-
¢Oes sobre o histérico clinico, ndo é possivel afirmar
se 0 microrganismo em questdo esteve envolvido
em casos de mastite ou outra enfermidade causada
por M. bovis.

Tabela 1. Resultados das amostras de soro sanguineo subme-
tidas ao ELISA indireto para detecgdo de anticorpos anti-M.
bovis.

Amostras positivas ~ Amostras negativas  Total
Fazenda 1 1 15 16
Fazenda 2 0 35 35
Fazenda 3 0 22 22
Fazenda 4 0 13 13
Fazenda 5 1 19 20
Fazenda 6 0 20 20
Fazenda 7 0 14 14
Fazenda 8 0 15 15
Fazenda 9 1 25 26
Fazenda 10 3 14 17
Fazenda 11 0 10 10
Fazenda 12 1 27 28
Fazenda 13 2 24 26
Fazenda 14 1 25 26
Fazenda 15 0 33 33
Total 10 311 321
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CONCLUSAO

A padronizacdo do ELISA indireto para detec-
cdo de anticorpos anti- M. bovis em amostras de
soros sanguineos apresentou pardmetros satisfa-
torios e houve boa relacdo dos resultados obtidos
no ensaio com os resultados do teste de inibicdo de
crescimento consequentemente, foi possivel reali-
zar a submissdo de 321 amostras de soro sanguineo
de vacas ao ensaio. Na aplicacdo do ELISA indireto
padronizado, foram diagnosticados animais que ja
foram expostos a M. bovis. A prevaléncia dentre os
animais estudados foi baixa, porém a prevaléncia
entre as fazendas foi consideravel.
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