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NARDI JUNIOR, G. Perfil sorologico anti-Brucella abortus em bezerras
bubalinas vacinadas com a B19, pelas provas do antigeno acidificado
tamponado (corado com rosa bengala), 2-mercaptoetanol e fixacdo de
complemento. Botucatu, 2009. 70p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

RESUMO

O perfil soroldgico de 21 fémeas bubalinas vacinadas entre trés a oito meses
de idade, com amostra-padrdo da vacina B19 (Brucella abortus), foi avaliado
pelas provas do antigeno acidificado tamponado corado com rosa bengala
(AAT), 2-mercaptoetanol (2-ME) e fixagcdo de complemento (FC). As colheitas
foram realizadas no dia zero (vacinacao), 15, 30, 45,60 e, subsequentemente,
a cada 30 dias até o 720° dia pds-vacinal. Nenhum animal foi reagente no dia
zero. No 152 dia pds-vacinal, acima de 95% dos animais reagiram em todas as
provas. Os titulos maximos na soroaglutinacdo lenta em tubos e 2-
mercaptoetanol foram obtidos entre 15° e 45° dia ap6s a vacinagéo. Entre 120
e 150 dias foi observado o declinio das rea¢des nos animais em todas as
provas. Na FC, AAT e 2-ME todos os animais resultaram ndo reagentes,
respectivamente, aos 270, 300 e 360 dias da vacinacdo. Nenhum dos animais
apresentou oscilacdo de titulos ou reacdes nas trés provas apds 360 dias de

acompanhamento.

Palavras-chave: brucelose, bubalinos, vacinacao, B19, perfil sorologico



NARDI JUNIOR, G. Serological profile of buffaloes female calves against
Brucella abortus, vaccinated with B19, by rose bengal plate, 2-
mercaptoethanol and complement fixation tests. Botucatu, 2009. 70p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The serological profiles of 21 female buffaloes, vaccinatedd at three to eight
months of age using the B19 standard strain of Brucella abortus were evaluated
by rose bengal plate, 2-mercaptoethanol and complement fixation tests. The
serum samples were collected in day zero (vaccination), 15, 30, 45, 60™ and,
subsequently to each 30 months, until 720" day after vaccination. No animal
showed reaction in day zero. In 15™ day, more tham 95% of animals showed
reaction in all tests. The maximum levels of antibodies detected by the tube
agglutination and 2-mercaptoethanol tests were found between the 15 and 45"
days after vaccination. Between 120 and 150 days after vaccination was
observed decreased of reactions in all the tests. All the animals showed
absence of reactions in complement fixation, rose bengal plate and 2-
mercaptoethanol tests at 270, 300 and 360 days respectively after vaccination.
None of animals presented oscillation of titers on reactions in any test after 360

day of study.

Keywords: brucellosis, buffaloes, vaccination, B19, serological profile



1. INTRODUCAO

A brucelose em bubalinos e bovinos é reconhecida como doenca infecto-
contagiosa causada pela Brucella abortus (B. abortus), caracterizada por
manifestacbes clinicas da esfera reprodutiva e severos prejuizos aos
produtores (ACHA e SZYFRES, 2003).

O sistema de manejo extensivo, as dificuldades do sucesso de
programas de controle sanitario em paises com grandes rebanhos e com
extensa dimensao territorial, e o conceito equivocado de que os bubalinos séo
altamente resistentes as doencas que acometem o0s bovinos, sao fatores que
dificultam o controle da brucelose em bubalinos (GUARINO et al., 2001).
Fosgate et al. (2002) apontaram evidéncias de caracteristicas distintas na
cadeia epidemiolégica da brucelose em bovinos e bubalinos, que reforcam a
necessidade de investigacfes especificas com a doenca em bubalinos, visto
que a maioria dos estudos enfoca a doencga na espécie bovina.

A espécie bubalina apresenta como caracteristicas peculiares a sua
grande rusticidade e adaptabilidade a fatores climaticos, topograficos e solos
pobres, somadas a dupla aptidao para produgdo de carne e leite, o que a torna
boa alternativa para a producdo de proteina animal, principalmente em paises
tropicais como o Brasil (MARQUES e CARDOSO, 1997; NARDI JUNIOR,
2005). O estreito contato com a espécie bovina, o padréao extensivo de criacdo
dos bubalinos, o acesso continuo desses animais a diversos tipos de
ecossistemas, 0 habito da espécie bubalina em banhar-se visando a
termorregulacdo corpérea, bem como o pastoreio em aguadas e tanques
tornam esta espécie francamente exposta as infec¢des, incluindo a brucelose
(MARQUES e CARDOSO, 1997; NARDI JUNIOR et al., 2007).

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose - PNCEBT (BRASIL, 2009), deflagrado em 2001, preconiza que o
sorodiagnostico da brucelose em fémeas bubalinas seja realizado a partir dos
24 meses de idade, nas bezerras vacinadas com a B19 entre 3 a 8 meses de
idade, utilizando as provas do antigeno acidificado tamponado (corado com
rosa bengala) [AAT], 2-mercaptoetanol (2-ME) e/ou fixacdo de complemento
(FC). Tal recomendacao faz-se necessaria no intuito de evitar dificuldades na

interpretacdo das provas sorologicas, decorrentes da presenca de



imunoglobulinas (Ig) residuais de origem vacinal, que poderiam dificultar a
diferenciagéo entre animais infectados e doentes.

As investigacbes soroldgicas voltadas a brucelose bubalina no Brasil
praticamente estdo restritas a comparacdo de animais reagentes frente as
diferentes técnicas diagndsticas. Com efeito, sdo escassos 0s estudos no pais
conduzidos no acompanhamento sorologico de bezerras bubalinas vacinadas,
conforme as recomendac6es do PNCEBT, particularmente no que tange ao
uso das provas confirmatérias do 2-mercaptoetanol e fixagcdo de complemento.

O presente estudo avaliou o perfil sorolégico anti-Brucella abortus em
bezerras bubalinas, vacinadas entre 3 a 8 meses com a B19, utilizando os
meétodos soroldgicos recomendados pelo PNCEBT, com vistas a contribuir para

o diagndstico e controle da brucelose em bubalinos no Brasil.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Generalidades sobre a criacdo de bubalinos

A populacdo mundial de bubalinos € da ordem de 170 milhdes de
cabecas. O rebanho bubalino da América do Sul é estimado em cerca de 4
milhdes de cabecas, das quais 3,5 milhdes encontram-se no Brasil, 150 mil na
Venezuela, 50 mil na Argentina, 30 mil na Coldémbia e o restante distribuido
pelos demais paises (FAO, 2003; PAULIN, 2006).

Os bubalinos sdo pouco seletivos em relacdo as forrageiras e
transformam alimentos, usualmente ndo consumidos por outros animais do
mesmo porte, em proteinas nobres (MARQUES e CARDOSO, 1997).
Apresentam resultados satisfatorios quanto ao rendimento de cortes primarios
da carcaca e podem até mesmo superar 0s bovinos em determinados cortes, 0
qgue contribui muito para desmistificar a espécie e esclarecer a cadeia produtiva
guanto ao seu real potencial de producéao (JORGE, 1999; JORGE, 2001).

O leite bubalino apresenta menor teor de colesterol, maior teor de
gordura e de proteinas quando comparado ao leite bovino, além de maior
rendimento na producdo de queijo (particularmente a mozzarella) e manteiga
(JORGE et al., 2002; ANDRIGUETO, 2004). A producéo de leite dos bubalinos
€ uma atividade que tem crescido nos ultimos anos no Brasil, particularmente
nos estados da regido Sudeste, nos quais o leite é destinado, quase na sua
totalidade, a producéo de queijo mozzarella, que possui mercado assegurado e
precos compensatorios, em virtude da qualidade nutricional e palatabilidade do
produto (MADELLA-OLIVEIRA et al., 2005).

No Brasil, os bufalos foram introduzidos em 1895 pela ilha de Marajo,
importados da Australia, Egito, india, Itdlia e paises do sudoeste asiatico. Na
ilha de Maraj6, os bubalinos encontraram condicdes Otimas para sua
adaptacdo. Nas décadas seguintes foram introduzidos nas demais regiées do
pais, particularmente que apresentam clima quente e Umido (MARQUES e
CARDOSO, 1997).

O rebanho bubalino brasileiro concentra-se, atualmente, na regido norte
do pais (65,9%) e o restante localiza-se nas regibes Nordeste (7,1%), Sudeste
(7,5%), Sul (13,3%) e Centro-Oeste (6,2%), distribuido entre as racas Carabao,
Murrah, Jafarabadi e Mediterraneo (MARQUES e CARDOSO, 1997; JORGE,



2005). A despeito da escassez de estatisticas oficiais, a criagdo de bubalinos
no mundo todo e, em particular no Brasil, tem apresentado crescimento
substancial, rompendo fronteiras, produzindo e se adaptando aos locais nos
quais outras espécies de ruminantes ndo tem apresentado indices zootécnicos
satisfatorios (JORGE, 2005).

Baruselli (1993) referiu que os bubalinos podem ser criados no Brasil em
regides topograficas improprias para bovinos, tais como varzeas inundaveis do
rio Amazonas, baixadas litorAneas como o Vale do Ribeira, SP, Pantanal do
Mato-Grosso e banhados da regido Sul.

As caracteristicas peculiares da criacdo de bubalinos tem despertado o
interesse dos pecuaristas no Brasil, fazendo com que, na ultima década, a
bubalinocultura aumentasse 12,7% ao ano, ganhando crescente importancia
econdmica na pecuaria nacional, tanto na producdo de carne quanto de leite,
colocando o Brasil no cenario dos maiores rebanhos comerciais do mundo
(MARQUES e CARDOSO, 1997).

2.2. Impacto econdmico da brucelose em bubalinos

A brucelose em animais de producdo possui distribuicdo mundial e
determina severos prejuizos de ordem econdmica (FERRAZ, 1999).

Na América Latina, as perdas econémicas devido a brucelose sdo da
ordem de 600 milhdes de dolares/ano. No Brasil, estima-se que 0s prejuizos
com a brucelose em bovinos e bubalinos sejam ao redor de 100 milhdes
dolares/ano (FOLHA DE SAO PAULO, 2000).

Os prejuizos para a bubalinocultura com a brucelose sdo determinados
principalmente por problemas da esfera reprodutiva (TIMONEY et al., 1988).
Marques e Cardoso (1997) referiram que a doenca é a principal causa de
abortamentos em rebanhos bubalinos na india, na Italia e no Brasil.

As fémesa das espécies bubalina e bovina provenientes de rebanhos
livres de brucelose apresentam altas taxas de abortamentos (5-30%) na primo-
infeccdo, e nascimentos de bezerros fracos ou doentes (15%). Com a
cronificacdo da doenca, as vacas apresentam reducao na producéao de leite (10
a 25%), diminuicdo na vida atil, aumento nas taxas de reposicédo (30%) e no

namero de repeticbes de cio. Destaca-se também, que uma em cada cinco



vacas acometidas desenvolve sub ou infertilidade, aumento no intervalo entre
partos (8,5 meses) e reducdo no numero de concep¢bes. Em suma, a doenca
determina alteracbes em todos os parametros reprodutivos do plantel.
Ademais, os paises nos quais a doenca cursa de forma endémica possuem
sérias restricbes a exportacdo de animais, produtos e derivados (FARIA, 1984;
JOINT, 1986; CAMPOS et al., 1993; LAU, 1999; PAULIN e FERREIRA NETO,
2003).

2.3. ImplicacBes em saude publica

A brucelose é considerada doenca ocupacional em humanos. O advento
da pasteurizacdo do leite representou reducao significativa no impacto da
doenca em saude publica. Porém, nos paises emergentes (em
desenvolvimento), a brucelose permanece como doencga preocupante (ACHA e
SZYFRES, 2003).

As infecgBes pelo género Brucella em humanos possuem forte carater
ocupacional, afetando profissionais que desenvolvem atividades com certo
risco de exposicdo aos animais, tais como médicos veterinarios, magarefes,
produtores e laboratoristas (USDA, 2009). A Brucella melitensis (B. melitensis)
€ reconhecida como a espécie mais patogénica para humanos, seguida por
Brucella suis (B. suis), Brucella abortus e Brucella canis (B. canis). No entanto,
a maioria das infecgcdes em humanos € causada por B. abortus, visto que esta
€ a brucela mais difundida em animais de producédo (ACHA e SZYFRES, 2003).

A doenca em humanos por B. abortus se manifesta geralmente por
sinais de febre intermitente, cefaléia, dor muscular e nas articulagbes. Em
geral, as manifestacdes clinicas por B. abortus sdo mais brandas que as
observadas nas infec¢cbes por B. melitensis ou B. suis (ACHA e SZYFRES,
2003; PAULIN, 2006).

No Brasil, ha poucas descricbes de isolamento do microrganismo em
humanos, embora os registros disponiveis em investigacbes sorologicas
sugerem altos niveis de exposicdo para 0s grupos de risco ou de
vulnerabilidade, relacionados a ocupacao profissional (HOMEM et al., 2000).

Nos humanos, a infeccao pelo género Brucella pode ser provocada pelo

contato direto com secrecdes de animais domeésticos, fetos, placentas,



secundinas, sangue e carcacas de animais infectados, bem como pelo
consumo de produtos e subprodutos de origem animal (RADOSTITS et al.,
2007).

O alto risco de infeccdo em humanos a partir dos bovinos e bubalinos
tem sido frequentemente referido na literatura especializada, principalmente em
individuos que possuem contato estreito com animais (TAYLOR e PERDUE,
1989; ACHA e SZYFRES, 2003). Lacerda et al. (1997) encontraram 11,8% de
individuos sororreagentes em 59 trabalhadores de abatedouro, reforcando o
comportamento ocupacional da doenca.

O leite ingerido “in natura” ou sob a forma de derivados, sem
pasteurizacao prévia, pode veicular o microrganismo para os humanos (USDA,
2009). Botelho et al. (1990) assinalaram alta ocorréncia da infeccdo em
humanos pela ingestdo de leite e subprodutos “in natura” de vacas. Miyashiro
(2004) utilizando técnicas moleculares detectou a presenca de DNA do género
Brucella em derivados de leite bovino comercializados de forma clandestina.
Neste estudo o microrganismo foi identificado em 29 dentre 141 (20,56%)
gueijos tipo minas frescal e 8 dentre 51 (15,68%) queijos minas meia cura.

As caracteristicas fisico-quimicas peculiares do leite da espécie
bubalina, que incluem maiores teores de proteina, gordura e caseina,
propiciam a producdo de derivados nobres como o0s queijos mozzarella,
provolone e ricota (JORGE et al.,, 2002; ANDRIGUETO, 2004). No entanto
estes derivados podem ser elaborados sem prévia pasteurizacdo ou outro
tratamento térmico do leite, representando risco de contagio pelos humanos

mediante o consumo destes derivados (USDA, 2009).

2.4. Brucelose em bubalinos

2.4.1. Propriedades gerais do género Brucella

A brucelose € causada por bactérias pertencentes ao género Brucella,
gue se apresentam microbiologicamente como cocobacilos Gram-negativos,
aerobios ou microaerdfilos, imoveis, desprovidos de capsulas e ndo formadores
de esporos (NIELSEN et al., 2004). Possuem metabolismo oxidativo baseado

na utilizacdo de nitratos. Nos testes bioquimicos, sdo classificados como



microrganismos catalase e oxidase positivos, ndo fermentadores da lactose
(PAULIN, 2003), urease positivos (reacdo em poucos minutos) e indol
negativos (QUINN et al., 2005).

Microrganismos do género Brucella sdo intracelulares. A patogenia e a
natureza da resposta imune estdo intimamente relacionadas a presenca da
bactéria no interior de fagocitos (GONZALEZ et al., 2006).

B. abortus é isolada entre 3 a 5 dias no &agar-Brucella ou no meio
convencional de &gar enriqguecido com sangue ovino ou bovino a 5%
(desfibrinado), em condicdes de microaerofilia, a 37°C. A partir de trés dias de
incubacéo, as col6nias apresentam 2 a 3 mm de diametro, sdo opacas, lisas e
nao hemoliticas (NIELSEN e DUNCAN, 1990). No cultivo microbiano de
materiais suspeitos sujeitos a contaminacdo bacteriana secundaria, sao
recomendados meios seletivos como o Farrel, constituido de varios
antimicrobianos e antifUngicos impedientes para outros microrganismos
(NIELSEN e DUNCAN, 1990).

As brucelas sao divididas em dois grandes grupos antigenicamente
distintas, denominadas lisas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) e rugosas (B.
ovis e B. suis) [METCALF et al., 1994], diferenciadas com base nas
caracteristicas de primo-isolamento em meios de cultura e na estrutura da
parede bacteriana (NIELSEN et al., 2001).

As brucelas ndo apresentam espécie-especificidade. No entanto,
mostram certa predilecdo por determinados hospedeiros. Dentre as brucelas
lisas, B. abortus acomete preferencialmente bovideos, enquanto B. suis e B.
melitensis infectam, respectivamente, suinos e caprinos. Nas brucelas rugosas,
B. canis é o principal agente causal da brucelose em canideos e B. ovis em
ovinos (NIELSEN et al., 2001).

O género Brucella possui varios biotipos ou biovares. A diferenciacéo
dos biotipos é fundamentada no requerimento de CO,, na producdo de H,S, na
multiplicacéo na presenca de tionina e fucsina basica, na aglutinagcdo com anti-
soros monoespecificos (A, M, R) e na lise por bacteriofagos (NIELSEN e
DUNCAN, 1990; QUINN et al., 2005). Considera-se que B. abortus possua sete
biotipos, embora maior nimero tenham sido descritos até o momento, mas nao
reconhecidos na rotina de caracterizacdo atual da espécie. Assume-se,

também, que B. suis possua cinco biotipos e B. melitensis trés, enquanto B.



ovis, B. canis e B. neotomae ndo apresentariam biovariantes (QUINN et al.,
2005). Nielsen e Duncan (1990) postularam que todas as espécies do género
Brucella reconhecidas atualmente teriam derivado de B. abortus biotipo 2.

As biovariantes apresentam certas diferencas quanto a predilecéo pela
infeccdo em determinadas espécies animais (NIELSEN, 1990).

Em todo o mundo, a brucelose em bubalinos e bovinos é causada
predominantemente pelo biotipo 1 (BISHOP et al., 1994). Estudo realizado em
37 paises visando o isolamento de B. abortus das principais espécies
domésticas constatou que, dentre 266 linhagens isoladas, 241 (90,6%) foram
de vacas pertencentes predominantemente aos biotipos 1, 2 e 3, reforcando a
espécie bovina como o principal reservatério de B. abortus (NIELSEN e
DUNCAN, 1990).

No Brasil, até 1985, foram descritos os biotipos 1, 2 e 3 de B. abortus, e
o biotipo 1 em isolados de B. suis, B. ovis e B. canis (GARCIA-CARRILLO,
1990).

Megid et al. (2005) investigaram no pais a caracterizacao de biotipos em
quatro fetos bovinos e um bubalino. Foram identificados o biotipo 1 (um feto
bovino e um feto bubalino), biotipo 2 (um feto bovino) e biotipo 3 (dois fetos
bovinos), representando o primeiro registro nacional da caracterizacdo de
biotipo em linhagem de B. abortus isolada de feto bubalino, além de ressaltar o

predominio dos biotipos 1, 2 e 3 nos abortamentos nestas espécies animais.

2.4.2. Epidemiologia

A bactéria é transmitida principalmente por alimentos contaminados,
agua, leite ou pelo contato direto com animais infectados, que a eliminam por
todas as vias, sobretudo pelo feto, descargas uterinas e leite (ACHA e
SZYFRES, 2003). E encontrada em concentracdes elevadas no material
abortado e na placenta. Os bubalinos e bovinos geralmente contraem a doenca
ingerindo  alimentos e agua contaminados por fetos abortados
(VASCONCELLOS et al., 1987).

A brucelose possui distribuicdo mundial (FERRAZ, 1999; RADOSTITS et

al., 2007), exceto nos paises que a erradicaram utilizando acdes sistematicas



de controle, como paises da Europa, EUA, Japéo e Franca (MOLNAR et al.,
1997).

A brucelose tem sido descrita em bubalinos, bovinos, suinos, pequenos
ruminantes, equinos e cdes (GARCIA-CARRILO, 1990), assim como em
roedores, lobos, cervideos, gambas e outras espécies selvagens, embora nao
haja evidéncias de que estas espécies contribuam significativamente na
ocorréncia da doenca nos rebanhos de animais de producdo (RADOSTITS et
al., 2007).

Os microrganismos do género Brucella resistem as condi¢cdes adversas
do ambiente (GONZALEZ et al., 2006), incluindo extremos de pH, temperatura
e luz solar direta (NIELSEN, 1995). Podem resistir por seis meses ou mais na
agua, nos fetos abortados, em restos de placenta, nas fezes, na I&, no feno ou
no solo (BRASIL, 2006; LUCERO et al., 2008). No leite e derivados, mantém-se
vidveis por varios meses (OMER et al., 2000). A fervura e temperaturas usuais
de pasteurizacdo destroem o microrganismo (PAULIN, 2003). Desinfetantes
clorados (2,5% de cloro ativo), solucbes de formaldeido (2%) e compostos
fendlicos (2,5%) inativam o microrganismo a partir de 15 minutos de exposi¢ao
(CASTRO et al.,, 2005). O alcool (70%) destr6i prontamente a bactéria
(PAULIN, 2003). Ja sob acao do carbonato de calcio (1:10), o microrganismo €

inativado apés 30 minutos de exposicdo (OMER et al., 2000).

2.4.3. Patogenia

O ingresso da Brucella sp em rebanhos livres determina, inicialmente,
elevado numero de abortamentos (ACHA e SZYFRES, 2003). Nas gestacdes
subsequentes ainda ocorre invasdo do Uutero, mas a proporcdo de
abortamentos decresce em 20 a 25%. Raramente os abortamentos reincidem
na terceira prenhez. Apos a fase aguda sobrevém a crénica, quando abortam
somente 0s animais recém introduzidos no rebanho ou novilhas de primeira
cria (BISHOP et al., 1994; RADOSTITS et al., 2007).

Dentre os ruminantes domesticos, a maioria das infec¢cdes ocorre pela
ingestdo de alimentos e agua contaminados, embora também possa ocorrer
pelo contato direto com animais infectados ou pelo sémen (ACHA e SZYFRES,
2003; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003). A transmissao vertical pode



desencadear o estado de “portador latente”, fendbmeno relatado entre 1 a 9%
das novilhas nascidas de fémeas infectadas. Estes animais apresentam-se
sorologicamente negativos ou com titulos oscilantes (NIELSEN e DUNCAN,
1990). As fémeas latentes geram grandes dificuldades nas acdes de controle
da doenca (BISHOP et al., 1994).

As brucelas penetram no organismo dos mamiferos pelas mucosas do
trato digestorio, genital, nasal, conjuntiva ocular ou por solucbes de
continuidade da pele. Em bubalinos e bovinos, a principal porta de entrada é a
mucosa orofaringeana. A partir do trato digestorio a bactéria € carreada aos
linfonodos mesentéricos e fagocitada principalmente por macrofagos. Nos
fagdcitos podem permanecer quiescentes por varios meses. A bacteremia
ocorre por cerca de duas semanas nos bovinos e bubalinos, com o
microrganismo livre no plasma ou no interior dos macrofagos (NIELSEN e
DUNCAN, 1990).

O microrganismo possui tropismo por células do sistema mononuclear
fagocitario, como baco, figado e linfonodos (BATHKE, 1988; ACHA e
SZYFRES, 2003). A multiplicacdo da bactéria é estimulada pelo produto da
degradacdo do eritritol, reconhecido como um agucar presente nos tecidos
osteoarticulares, mamarios e 6rgaos reprodutores femininos e masculinos. O
eritritol atinge grandes concentracdes no utero gravidico, principalmente nos
liguidos fetais, nos placentomas e no tecido cérion-alantoideano (PAULIN e
FERREIRA NETO, 2008). A presenca do eritritol no utero gravidico justificaria,
em parte, a brucelose como doenca da esfera reprodutiva em certas espécies,
incluindo os bubalinos (KINDAHL, 2004).

A producdo do eritritol cresce na razdo direta da evolucdo da gestacao,
porém apresenta alta concentracdo até o0s cinco meses da prenhez
(SAMARTINO et al.,, 1996). Tal fato sugere que outras substancias possam
estimular a multiplicacdo das brucelas, potencializando a acédo do
microrganismo na placenta e/ou feto (KINDAHL, 2004).

A multiplicacdo de B. abortus nos placentomas determina necrose, lise
das vilosidades e subsequente descolamento do cotilédone e da caruncula.
Somente a lesdo placentaria € suficiente para desencadear o sofrimento fetal
por ma absorcédo e oxigenacao, culminando com o abortamento. No entanto, o

microrganismo frequentemente invade o feto, determinando infec¢cdes em



orgdos como pulméo, figado e bacgo. Paralelamente, certas fémeas podem
levar a gestagdo a termo, gerando o nascimento de bezerros doentes e
debilitados, que podem vir a 6bito em poucos dias. O processo cicatricial e o
depdsito de fibrina nos placentomas resultam em aderéncias da placenta nas
gestacoes subsequentes, que determinam altas taxas de retencéo de placenta
em rebanhos nos quais a doenca cursa de forma cronica (ACHA e SZYFRES,
2003). Ademais, as bubalinas acometidas podem apresentar quadros de
metrite, sub-fertilidade e/ou infertilidade (BATHKE, 1988; ACHA e SZYFRES,
2003).

ApOs o0 abortamento a bactéria migra para outros 6Orgdos, como a
glandula mamaria e os linfonodos supramamarios, podendo determinar mastite
cronica ou manter-se quiescente nos linfonodos até a gestacado subsequente
(GRASSO-PAULIN, 2000). Os animais infectados eliminam a bactéria em
grandes quantidades pelos produtos do abortamento, no parto ou pela
secrecdo vaginal durante todo o puerpério, contaminando o ambiente e
propiciando a infeccado de novos suscetiveis. A eliminacdo do agente pelo leite
é intermitente e pode persistir por varios meses (ACHA e SZYFRES, 2003).

Nos touros, a brucela se instala principalmente nos 6rgaos acessorios do
sistema reprodutivo, particularmente na vesicula seminal, podendo ser
eliminada pelo sémen. No entanto, a transmissédo do microrganismo pela monta
natural € epidemiologicamente menos frequiente se comparada a via oral
(SHUTHERLAND, 1980).

2.4.4. Manifestacdes Clinicas

Na espécie bubalina, as manifestacfes clinicas da brucelose estédo
relacionadas principalmente a esfera reprodutiva, causadas
predominantemente pela infeccdo por B. abortus. Esta espécie de brucela
determina placentite necrotica, morte fetal e abortamentos geralmente no tergo
final do periodo gestacional. A gestacdo podera também vir a termo, gerando
produtos fracos, que poderdo morrer nas primeiras semanas (GRASSO e
CARDOSO, 1998). Metrites, retencdes placentarias e higroma articular ocorrem
como seqiiela da infeccdo por B. abortus (VASCONCELLOS et al., 1987; LAU,
1999).



Nos touros, a patogenicidade da bactéria esta relacionada a leséo
testicular e das glandulas acessérias, manifestadas por quadros de orquite,
epididimite e vesiculite (RADOSTITS et al.,, 2007), levando comumente os
animais infectados a subfertilidade e/ou infertilidade, somados aos baixos
indicadores reprodutivos do rebanho (NICOLETTI, 1986).

2.4.5. Controle

A capacidade de sobrevivéncia das brucelas em condi¢bes naturais €
elevada se comparada a outras bactérias patogénicas ndo esporuladas,
sobretudo em ambientes umidos, ao abrigo da luz solar direta, pH préoximo ao
neutro e na presenca de matéria organica. A bactéria pode permanecer viavel
por até seis meses em pastos nos quais ocorreram casos de abortamento
(USDA, 2009). Em geral, a remocao dos animais e produtos infectados, a
eliminacdo da matéria organica, a desinfeccdo do local do abortamento e a
adocao do vazio das instalagbes (no minimo seis meses), sdo recomendados
para evitar a transmissdo para animais suscetiveis nas propriedades que a
doenca cursa de forma endémica (BRASIL, 2009; USDA, 2009).

Embora os mecanismos de transmisséo da brucelose bovina e bubalina
sejam semelhantes, certas particularidades do comportamento da criacdo de
bubalinos devem ser consideradas previamente ao estabelecimento de
programas de controle. A criacdo bubalina € quase que exclusivamente
extensiva, com a utilizacdo de grandes areas, proporcionando acesso continuo
a diversos tipos de ecossistemas. Ademais, sdo animais fortes, possuem
habitos migratorios e gregarios. Movimentam-se principalmente a noite pelos
pastos, rios e aguadas. Na procura de alimento ou agua, podem invadir outros
pastos e entrar em contato com outros grupos de animais, aumentando a
possibilidade de difusdo da doenca. O habito dos bubalinos de banharem-se
visando a termorregulacdo corpOrea, bem como o pastoreio em aguadas e
acudes, contribuem para a exposicdo da espécie a determinados
microrganismos, entre 0s quais as brucelas, visto que esses ambientes
permitem a sobrevida da bactéria (MARQUES e CARDOSO, 1997; GUARINO

et al., 2001; FOSGATE et al., 2002).



Em todo o mundo, os paises que alcancaram “status” de controle ou
erradicacdo da brucelose, fundamentaram seus programas na adocdo de
medidas semelhantes as preconizadas pelo Brasil no PNCEBT, particularmente
pela vacinacdo sistematica das bezerras, adocdo de quarentena e medidas
higiénico sanitdrias nos rebanhos, realizagdo de diagndstico sorolégico
continuado nos plantéis, aliado ao abate sanitdrio dos animais reagentes
(GRASSO e CARDOSO, 1998; BRASIL, 2009).

2.4.6. Diagnostico

O isolamento de B. abortus dos fetos abortados, da placenta e do leite é
considerado o método mais fidedigno no diagndstico individual da brucelose
(SANDOVAL et al., 1979). No entanto, a dificuldade de isolamento do
microrganismo e a restricdo no diagndéstico dos rebanhos dificultam o uso do
diagnéstico microbiologico como meétodo de controle massal da doenca
(VASCONCELLOS et al., 1987). Neste contexto, devido as limitacbes dos
procedimentos laboratoriais que se apdéiam no cultivo do género Brucella, o
diagnostico da brucelose bubalina tem sido fundamentado na investigacdo de
Ig anti-B. abortus no soro sangtineo e no leite (CASAS-OLASCOAGA, 1976;
NIELSEN e DUNCAN, 1990).

A persisténcia de Ig séricas pds-vacinais e a ocorréncia de reacdes
inespecificas nos métodos sorolégicos convencionais tém-se constituido no
principal entrave no sorodiagndstico da doenca em bubalinos. Dentre estas
reacoes inespecificas incluem-se as reacfes cruzadas entre as linhagens lisas
(B. abortus, B. melitensis e B. suis) ou com outros microrganismos Gram-
negativos, quais sejam dos géneros Pasteurella, Francisella, Proteus,
Campylobacter, Pseudomonas, Salmonella, Escherichia e Yersinia (0:9)
[LAZARO e HOFER, 1996; MOLNAR et al., 1997].

Tanto nos humanos como nos animais, a infecgcao natural por Brucella
sp estimula o aparecimento quase simultaneo de Ig das classes IgM e IgG.
Durante a evolugéo da doenca ocorre declinio e tendéncia do desaparecimento
dos niveis de IgM, enquanto IgG persiste em niveis elevados. O
desaparecimento de IgG significa, geralmente, a eliminacdo da infeccdo
(OLASCOAGA, 1976).



Em contraste, bubalinos e bovinos vacinados com a cepa padrdo B19
apresentam predominio da classe IgM, que mostram concentra¢cdes méaximas
por volta do 132 dia ap6s a vacinagdo, enquanto a classe IgG - particularmente
a subclasse IgGl - é observada em pequenas quantidades, com picos
maximos entre o 28° e 0 42° dia pds-vacinais (SHUTHERLAND, 1980). Ribeiro
et al. (1997), no Brasil, acompanharam o perfil de aglutininas anti-B. abortus
em bezerras bovinas entre trés a oito meses, vacinadas com a dose padrédo da
B19, e observaram titulos sorolégicos maximos na prova de soroaglutinacao
rapida em placa (SAR) - que detecta ambas IgM e IgG -, entre o0 142 e o0 42°
dias pds-vacinais e, no 2-ME - que prioriza rea¢ées com IgG -, entre 0 28° e
42° dia, com auséncia de animais reagentes aos 308 dias apds a vacinagao.

O diagnostico sorolégico da brucelose em bubalinos e bovinos no Brasil
foi modificado pela Instrugcdo normativa n® 2, de 10 de janeiro de 2001, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, no Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (BRASIL,
2009). O PNCEBT preconiza as provas do AAT, 2-ME e FC para o diagndstico
sorologico da brucelose bubalina e bovina. O AAT é recomendado como
método de rotina (triagem), enquanto o 2-ME e FC como provas confirmatorias,
embora somente a FC seja preconizada para 0 transito e comércio
internacional de animais (BRASIL, 2009).

Apbs a deflagracdo do PNCEBT no Brasil, em 2001, a prova do AAT tem
sido utilizada como método de rotina, em substituicdo a prova classica de
soroaglutinacdo rapida em placa, em virtude da boa sensibilidade e
especificidade do AAT, apesar da deteccdo preferencialmente da classe 1gG
nesta prova, fato que limita a identificacdo de animais no inicio de infeccdo
(BRASIL, 2009).

Na prova do AAT, a presenca de qualquer reacdo de aglutinacao
classifica o animal como reagente. A critério do médico veterinario, os animais
reagentes no AAT poderdo ser submetidos as provas confirmatorias do 2-ME
ou FC. A prova do AAT é constituida do antigeno a 8%, realizada em placa de
vidro, com leitura em quatro minutos de reacdo. A acidificagcdo do antigeno a
pH 3,65 limita a aglutinacdo da classe IgM, ao contrario da IgG que mantém a
capacidade aglutinante neste pH acido (SHUTHERLAND, 1980; WRIGHT e
NIELSEN,1990).



A prova de 2-ME possui boa sensibilidade e alta especificidade, e se
caracteriza pela deteccéo de 1gG, considerada a principal classe de Ig presente
em animais infectados por B. abortus. A reacdo de 2-ME é realizada em tubos
mantidos em estufa, com antigeno em concentracdo de 0,045% e leitura com
48 horas. O composto 2-ME rompe as pontes dissulfidicas (enxofre) dos
pentameros de IgM, resultando em mondémeros de IgM que perdem a
capacidade aglutinante, priorizando assim as reacfes com IgG, que mantém-se
inalterada na presenca do radical 2-ME (SHUTHERLAND, 1980; WRIGHT e
NIELSEN,1990).

A prova de fixacdo de complemento fundamenta-se na habilidade do
complexo antigeno-anticorpo em ativar o sistema complemento. Esta prova
apresenta boa sensibilidade, alta especificidade e detecta preferancialmente
IgG, principalmente da sub-classe IgG;, que predomina em animais infectados
(WRIGHT e NIELSEN,1990; GRASSO e CARDOSO, 1998). A prova de FC é
realizada em placas em “U” com 96 pocos, com leitura em uma hora. O método
€ mais laborioso se comparado a AAT e 2-ME. Desta forma, é realizado em
namero restrito de laboratérios, visto que exige controle rigido de todos os
reagentes (antigeno, sistema hemolitico) [PAULIN, 2003]. A técnica detecta
precocemente IgG; no soro em torno do 14° dia e também é capaz de revelar
casos cronicos nos quais os niveis de IgM praticamente desapareceram e 0s
niveis de IgG; sdo baixos, devido ao baixo limiar de deteccdo da prova
(KRUZE, 1975; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003).

Os estudos realizados no Brasil com a brucelose em bubalinos
praticamente estdo restritos a comparacdo de reacdes dos animais em
diferentes métodos soroldgicos (RIBEIRO et al., 2001).

Inquérito sorolégico da brucelose em bubalinos no estado de Goias
revelou 17,31% de animais positivos e 15,82 de suspeitos, em 199 amostras de
soros examinadas pela prova de soroaglutinacdo em placa (COSTA et al.,
1973). Sandoval et al. (1979) investigaram 992 soros provenientes de rebanhos
bubalinos do estado de S&o Paulo, e encontraram prevaléncia de 4,33% e
5,69% para brucelose, respectivamente, nas provas de soroaglutinacao rapida
em placa e “card test”.

Feitosa et al. (1991) relataram 21,92% de animais reagentes em 8.845

bubalinos do estado de S&o Paulo, utilizando a prova do AAT, e salientaram



gue a frequéncia de bubalinos reagentes foi superior a estudos similares em
bovinos.

Na regido do Vale do Ribeira, SP, Mathias et al. (1998) assinalaram
10,39% de bubalinos reagentes para brucelose em 462 animais, utilizando a
prova de FC.

No estado do Pard, Lopes et al. (1999) e Molnar et al. (2002)
encontraram, respectivamente, ocorréncias de 17,52% e 3,44% de bubalinos
reagentes utilizando a prova do AAT.

Alternativamente, tem-se investigado também o uso de vacinas com
dose reduzida de B. abortus, no intuito de minimizar a interferéncia dos titulos
residuais poés-vacinais no diagnoéstico sorolégico. No Brasil, Kuchembuck
(1983) vacinou bubalinas adultas, experimentalmente, utilizando dose reduzida
da vacina B19 (2 x 10° bactérias/dose, por instilacdo conjuntival). O autor
concluiu que esta pratica evitou a disseminagdo da doencga, limitou a ocorréncia
de manifestacéo clinica nas fémeas e reduziu o numero de animais reagentes
ao longo de seis meses apos a vacinagao. Porém, salientou a necessidade de
estudos visando avaliar o declinio dos titulos residuais em bubalinas vacinadas,
qgue poderiam interferir com as provas soroldgicas convencionais preconizadas
no diagndstico no pais.

S&ao praticamente incipientes as investigacdes de acompanhamento do
perfil sorolégico de bubalinas vacinadas com a B19 no Brasil. Estudos desta
natureza podem determinar a interferéncia provocada por Ig de origem vacinal
nos testes sorologicos recomendados no PNCEBT (RIBEIRO et al., 2001),
fornecendo subsidios a avaliagdo continuada das acBes de controle e
profilaxia, necessarias para o sucesso do programa.

A vacinagcdo com a cepa atenuada B19 é recomendada para bezerras
entre 3 a 8 meses de idade visto que estes animais ainda ndo sao sexualmente
maturos, impedindo a patogenicidade da cepa vacinal nas fémeas vacinadas.
Ademais, as bezerras vacinadas tornam-se negativas ao atingirem a idade de
cobertura (NIELSEN, 2002). King e Frank (1961) afirmaram que 90% das
fémeas vacinadas entre 3 e 8 meses resultaram negativas em testes
sorologicos convencionais ap0s nove meses da vacinacdo. Portanto, a idade
das fémeas na época da vacinacdo € um fator limitante no uso da vacina B19,

visto que em animais vacinados apds oito meses de idade, os anticorpos



oriundos da vacinacgéo ndo sao diferenciados dos produzidos por linhagens de
campo nas provas soroldgicas de rotina (NIELSEN, 2002).

Domingues et al. (1992), no Brasil, acompanharam por 240 dias o perfil
de aglutininas anti-B. abortus em bezerras bubalinas, entre 3 a 8 meses de
idade, vacinadas com a dose padréo da B19, utilizando dose reduzida (750 x
10° bactérias/dose, via subcutanea). Os autores observaram que 7,7% dos
animais vacinados com a dose padrdo ainda apresentavam titulo 100 na
soroaglutinacao rapida em placa aos 240 dias pos-vacinais, enquanto 45% dos
animais possuiram titulo 25 no mesmo periodo, vacinados com dose reduzida.

Ribeiro et al. (2001) investigaram o perfil de aglutininas anti-B. abortus
em bezerras bubalinas entre 3 a 8 meses, vacinadas com a dose padrao da
B19. Foi observado que os titulos sorolégicos maximos nas provas
convencionais de soroaglutinacdo rapida em placa e 2-ME ocorreram entre o
15° e 0 45° dia apo6s a vacinacdo e, na média, as fémeas ndo apresentaram
titulos apds dez meses pos-vacinais na prova de 2-ME.

Considerando o impacto econdémico da brucelose na criacdo de
ruminantes domesticos, os reflexos da doenca enquanto zoonose, do reduzido
namero de estudos em bubalinos no Brasil, particularmente relacionados ao
acompanhamento sorolégico da doenca em animais vacinados de acordo com
o PNCEBT,; foi realizado o presente estudo com o intuito de investigar o perfil
sorolégico de fémeas bubalinas entre 3 a 8 meses de idade, vacinadas com a
dose padrdo da vacina B19, utilizando as provas sorolégicas recomendadas
pelo PNCEBT, com vistas a fornecer subsidios para o diagndstico e controle da

brucelose bubalina.



3. OBJETIVOS

e Geral
Investigar o perfil sorolégico de bezerras bubalinas vacinadas com a
B19, entre 3 a 8 meses de idade, utilizando as provas do AAT, 2-ME e FC,

recomendadas para o diagnéstico soroldgico pelo PNCEBT.

e Especificos
- Avaliar o perfil sorolégico dos animais frente a prova de triagem do
AAT,

- Verificar o perfil sorologico dos animais nas provas confirmatorias do 2-
ME e FC;



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizadas no estudo 21 bezerras bubalinas (Bubalus bubalis),
entre 3 a 8 meses de idade, da raga Murrah e mesticas, clinicamente sadias,
criadas em sistema semi-extensivo, pertencentes a Area de Producido de
Bubalinos do Departamento de Producdo Animal da Fazenda Experimental
Lageado, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP/Botucatu, SP.

4.2. Vacinacao

A vacina utilizada constituiu-se de produto comercial, preparado com a
cepa padrao B19 (B. abortus), atenuada, liofilizada, com teste de unidades
bacterianas viaveis dentro do padréo preconizado pela (WHO, 1985), verificado
pelo método de contagem viavel, conforme Bier (1985) e com resultado
negativo no teste de esterilidade para outros microrganismos.

Todos os 21 animais foram vacinados via subcutanea, atrds da
escapula, na regido das costelas, com dose de 2 mL. Antes da vacinacao foi
realizada anti-sepsia local utilizando alcool (70%) iodado (1%). No momento da
vacinacdo, a vacina foi acondicionada entre 4°C a 8°C, utilizando isopor e gelo
reciclavel, conforme orientagéo do fabricante.

N&o foi estabelecido grupo controle ndo vacinado, em virtude da

obrigatoriedade da vacinacao do rebanho da FMVZ.



4.3. Colheita das amostras de sangue

As amostras de sangue de todos os animais ao longo do estudo foram
colhidas da veia jugular, em volume de 10 mL, apds anti-sepsia local (alcool a
70%, iodado a 1%), com vistas a obtencdo de soro para as provas
diagnésticas. As amostras de sangue foram mantidas em temperatura
ambiente, “overnight”. Em seguida, o soro sanguineo foi cuidadosamente
separado do coagulo, evitando hemdlise. Os soros obtidos foram aliquotados
em duplicata em ependorfes de 2 mL e estocados a temperatura de
congelamento (-20°C), até o momento da realizacéo dos testes

Antes da vacinacao, foi realizada a colheita de sangue dos 21 animais,
constituindo-se no dia zero do estudo.

As quatro colheitas subsequentes ao dia zero foram realizadas em
intervalos de 15 dias (15° 30% 45° e 60° dias p6s-vacinacéo) e, em seguida,
em intervalos de 30 dias, perfazendo assim 909, 120°, 150% 1809, 210°, 240°
270°, 300°, 330° 360°% 390°% 420° 450° 480° 510° 540° 570°% 600°% 630°
6602, 690° e 720° dias poés-vacinais. Desta forma, foram realizadas 27
colheitas, resultando no acompanhamento dos animais por mais de dois anos
de idade, conforme preconiza o PNCEBT (BRASIL, 2006).



4.4. Provas soroldgicas

O diagnostico sorolégico foi realizado utilizando as provas do antigeno
acidificado tamponado (AAT) corado com rosa bengala, 2-mercaptoetanol (2-
ME) e a prova de fixacdo de complemento (FC).

A prova de fixacdo de complemento foi realizada no Laboratério de
Doencas Bacterianas da Reproducdo, do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sanidade Animal do Instituto Biolégico de Sdo Paulo, SP.

As demais provas foram realizadas no Laboratorio de Imunodiagndstico
do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, da FMVZ-
UNESP/Botucatu, SP.

4.4.1. Prova do antigeno acidificado tamponado (AAT)

A técnica do AAT foi realizada conforme recomendagdo do PNCEBT do
MAPA (BRASIL, 2009).

O antigeno consistiu de suspensédo celular inativada de B. abortus (cepa
1119-3), na concentracdo de 8%, com pH 3,65, corado com rosa bengala,
produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana — TECPAR, Curitiba, PR.

O soro e 0 antigeno permaneceram em temperatura ambiente por 30
minutos antes da realizacdo da prova. Em seguida, foi depositado em placa
quadriculada padrao, 0,03 mL do soro a ser testado e 0,03 mL do antigeno. A
homogeneizacdo do soro e antigeno foi realizada utilizando bastdo de vidro,
formando circulos de aproximadamente 2 cm de diametro. Durante quatro
minutos foram realizados movimentos circulares na placa, na razdo de 10-12
movimentos por minuto, e a leitura realizada apés o término deste periodo, com

0 auxilio da caixa de luz indireta de fundo escuro.

Os resultados foram interpretados a partir da presenca de reacdo de
aglutinacéo, indicado pela formacdo de grumos nos animais reagentes e

auséncia dos mesmos nos animais nao reagentes.



4.4.2. Prova do 2-mercaptoetanol (SAL+2-ME)

A prova do 2-ME constitui na realizacdo e interpretagdo em paralelo dos
testes de soroaglutinacdo lenta em tubos (SAL) e 2-mercaptoetanol (2-ME)
(anexo 1), conforme recomendacédo do PNCEBT do MAPA (BRASIL, 2009).

4.4.2.1. Teste de soroaglutinacéo lenta em tubos (SAL)

O teste de SAL foi realizado conforme recomendacdo do PNCEBT do MAPA
(BRASIL, 2009).

O antigeno utilizado consistiu de suspenséao inativada de B. abortus (cepa
1119-3), na concentragcédo de 4,5%, produzido pelo Instituto de Tecnologia do
Paranad — TECPAR, Curitiba, PR.

O soro e 0 antigeno permaneceram em temperatura ambiente por 30
minutos antes da realizacdo da prova. Em seguida, o antigeno para a
soroaglutinacdo lenta em tubos foi diluido 100 vezes em solucdo salina a
0,85%, contendo 0,5% de fenol, resultando na contracéo final de 0,045% do

antigeno.

Com a pipeta regulavel os soros foram dispostos em tubos previamente
identificados, nos quais foram depositados 0,08 mL, 0,04 mL, 0,02 mL e 0,01
mL. Em seguida, foi adicionado em cada tubo 2 mL do antigeno na
concentracdo de 0,045% em salina fenicada (0,5% de fenol), perfazendo,
respectivamente, as diluicbes 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200. Os soros que
apresentaram titulo 200 foram desdobrados nas diluicbes subseqientes (ao
dobro), até a extingdo dos titulos. Os tubos foram tampados com rolhas de
cortica e incubados em estufa a 37°C e, ap6s 48 horas (+/- 3 horas), foi
realizada a leitura.

Foram considerados reagentes 0s soros que apresentaram sobrenadante
claro e sedimento no fundo do tubo que, apos leve agitacdo do mesmo,
mostraram a formacdo de grumos destacados. Foram considerados
incompletos os soros com sobrenadante turvo e presenca de sedimento no
fundo do tubo, enquanto os soros nao reagentes apresentaram sobrenadante

turvo sem a presenca de sedimento no fundo do tubo (BRASIL, 2009).



4.4.2.2. Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)

O teste do 2-ME foi realizado conforme recomendacédo do PNCEBT do
MAPA (BRASIL, 2009).

O antigeno utilizado foi o mesmo da SAL, constituido de suspenséo
inativada de B. abortus (cepa 1119-3), na concentracdo de 4,5%, produzido

pelo Instituto de Tecnologia do Parana — TECPAR, Curitiba, PR.

O antigeno para o teste de 2-ME foi diluido 50 vezes em solucao salina
a 0,85% sem a adicao de fenol, resultando na concentracdo final de 0,09% do
antigeno.

A solucéo de 2-ME a 0,1M recomendada para o teste foi obtida pela
adicao de 7,8mL de 2-ME a 992,2mL de solucao salina (0,085%) nao fenolada.

Com a pipeta regulavel os soros foram dispostos em tubos previamente
identificados, nos quais foram depositados 0,08 mL, 0,04 mL, 0,02 mL e 0,01
mL, aos quais se adicionou 1mL de solugédo de 2-ME a 0,1M (preparada
conforme descrito acima).

Os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso por 30
minutos. Em seguida, foi adicionado em cada tubo 1 mL do antigeno de B.
abortus (0,09%) a solucdo de 2-ME, resultando na concentracao final do
antigeno de 0,045%, perfazendo, respectivamente, as diluicdes 1:25, 1:50,
1:100 e 1:200. Os soros que apresentaram titulo 200 foram desdobrados nas
diluicbes subsequentes (ao dobro), até a extincéo dos titulos.

Os tubos foram tampados com rolhas de cortica e incubados em estufa a
37°C. Apds 48 horas (+/- 3 horas) foi realizada a leitura.

Foram considerados reagentes 0S Soros que apresentaram
sobrenadante claro e sedimento no fundo do tubo que, apés leve agitacédo do
tubo, mostraram a formagdo de grumos destacados. Foram considerados
incompletos os soros com sobrenadante turvo e presenca de sedimento no
fundo do tubo, enquanto os soros ndo reagentes apresentaram sobrenadante

turvo sem a presenca de sedimento no fundo do tubo (BRASIL, 2009).



4.4.3. Prova de fixagcdo de complemento (FC)

A prova de fixacdo de complemento em microplaca, bem como a
titulacdo da hemolisina, complemento e antigeno foram realizados de acordo
com Alton, (1988) e Paulin et al. (2002). Foram utilizados soro de cobaio como
complemento e antisoro de coelho para o sistema hemolitico.

As reacdes foram realizadas em microplacas de fundo em “U”. Foram
utilizados 25uL de soro (diluicdo inicial de dois), com igual volume de antigeno
e soro de cobaio, contendo cinco unidades de complemento capazes de
hemolisar 50% das hemécias de carneiro sensibilizadas pela hemolisina. As
microplacas foram incubadas por 30 minutos em estufa bacteriolégica a 37°C.
Em seguida, o mesmo volume de sistema hemolitico foi utilizado, incubando
novamente a placa por mais 30 minutos.

O titulo do soro foi obtido determinando a reciproca da diluicdo na qual
ocorreu fixacdo de 50% de complemento. O resultado foi convertido em
Unidades Internacionais (Ul) considerando positivos soros com titulos iguais ou
acima de 20 Ul (ALTON, 1988; PAULIN et al., 2002).



5. RESULTADOS

Os Quadros 1 a 5 e Figuras 1 a 6 apresentam os resultados do perfil
sorologico das bezerras vacinadas entre 3 a 8 meses com a B19, ao longo do
acompanhamento por 720 dias pés-vacinais.

No dia zero de estudo - que coincide com a vacinagao -, todos 0s
animais foram negativos em todas as provas (Quadros 1 a 5).

Na prova do AAT, aos 15 dias pés-vacinais, 20 (95,2%) dos 21 animais
vacinados apresentaram-se reagentes. Nesta prova um (4,8%) animal mostrou-
se reagente somente no 60° dia pdés-vacinal (animal 20). Entre o 60% e 120°
dias pds-vacinais todos os animais foram reagentes. Aos 150 dias de
acompanhamento, dois (9,5%) animais ndo se apresentaram reagentes
(Quadro 1). Entre o 180°% e 240° dias pds-vacinais foi observado declinio
acentuado do nimero de animais reagentes (Quadro 1; Figura 1). No 2702 dia
pds-vacinal, somente um (4,8%) animal mostrou-se reagente e, aos 300 dias
de acompanhamento, nenhum animal foi encontrado reagente na prova de
AAT, permanecendo ndo reagentes até os 720 dias de acompanhamento
(Quadro 1; Figura 1).

Na prova do 2-ME (SAL+2-ME), todos as bezerras acusaram reacao
negativa no dia zero nos testes de SAL e 2-ME (Quadros 2 e 3).

No teste de SAL, aos 15 dias pés-vacinais foi observado o maior titulo
nos animais (800) [Figura 2], embora uma (4,8%) bezerra (n® 20) ndo tenha
mostrado reacdo e tenha permanecido nio reagente até o 45° dia pés-vacinal
(Quadro 2). No 60° dia ap6s a vacinacdo todas as bezerras mostraram-se
reagentes. Entre 0 90° e 270° dias de acompanhamento, os animais acusaram
declinio gradativo dos titulos (Quadro 2; Figura 2). Aos 300 dias pos-vacinais
somente seis (28,6%) animais apresentaram titulos 25 e, aos 420 dias de
acompanhamento, todas as bufalas acusaram auséncia de reacdo no teste de
SAL, permanecendo nao reativas até os 720 dias de acompanhamento
(Quadro 2; Figura 2).

No teste de 2-ME, entre o 15° e 45° dias p6s-vacinais foi encontrado o
maior titulo (400) nos animais, embora duas (9,5%) bezerras (animais 11 e 20)
ndo tenham mostrado reacdo. Destas, uma permaneceu ndo reagente até o
45° dia pds-vacinal (animal 20) [Quadro 3]. No 60° dia apds a vacinacao todas

as bezerras mostraram-se reagentes. Entre o 90° e 180° dias de



acompanhamento, os animais acusaram declinio gradativo dos titulos (Quadro
3; Figura 3). Aos 210 dias pés-vacinais somente dois (9,5%) animais
apresentaram titulo 25 e, no 360° dia ap6s a vacinacdo, todas as bufalas
acusaram auséncia de reacao no teste de 2-ME, permanecendo n&o reagentes
até os 720 dias de acompanhamento (Quadro 3; Figura 3).

Na interpretacdo da prova de 2-ME (SAL+2-ME) - na qual segundo a
normativa do PNCEBT séo avaliados em conjunto os resultados dos testes de
SAL e 2-ME (Anexo 1), aos 15 dias pos-vacinais 19 (90,5%) animais
apresentaram-se reagentes. Entre o 30° e 45° dias de acompanhamento,
somente uma (4,8%) bezerra (n® 20) ndo acusou reagdo na prova e, aos 60°
dias pos-vacinais, todos os animais foram reagentes (Quadro 4; Figura 4).
Entre o 1502 e 240° dias pds-vacinais foi observado o declinio do nimero de
bufalas reagentes, particularmente acentuado entre o 180° e 210° dias de
acompanhamento. Do 240° ao 330° dias pds-vacinais, somente um (4,8%)
animal mostrou-se reagente na prova de 2-ME (SAL+2-ME). No 3602 dia,
nenhum animal apresentou reacdo permanecendo nao reagente até os 720
dias de acompanhamento (Quadro 4; Figura 4).

Na prova de FC, aos 15 dias pés-vacinais apenas um (4,8%) animal nao
acusou reacao (n® 20) [Quadro 5]. Entre o 30° e 90° dias de acompanhamento,
todas as bufalas mostraram-se reagentes na FC (Quadro 5; Figura 5). Apés 90
dias pés-vacinais foi observado declinio acentuado do numero de animais
reagentes e, no 240° dia de acompanhamento, somente uma (4,8%) bezerra
(n® 9) foi reagente (Quadro 5). A partir do 270° dia nenhum animal foi reagente
na FC, permanecendo ndo reagentes até o 720° dia de acompanhamento
(Quadro 5; Figura 5).

A Figura 6 sumaria o perfil soroldgico das bufalas vacinadas com a B19
nas provas soroldgicas de AAT, 2-ME (SAL+2-ME) e FC ao longo dos 720 dias
de acompanhamento dos animais. Foi observado que, de maneira geral, todos
0S animais mostraram-se nao reagentes mais precocemente na prova de FC,
aos 270 dias pos-vacinais, enquanto nas provas de AAT e 2-ME (SAL+2-ME)
as bufalas acusaram auséncia de reacao, respectivamente, aos 300 e 360 dias
apos a vacinacao.

Ao longo do estudo nédo foram observados animais com oscilagbes de

titulos e/ou reagBes nas provas utilizadas (Quadros 1 a 5), tampouco nenhum



animal mostrou-se reagente ou com titulos residuais aos 720 dias de

acompanhamento.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, varios fatores dificultam o estabelecimento de um programa
eficiente de controle da brucelose em bubalinos. Dentre estes fatores podem
ser destacados o grande numero de fazendas distribuidas num amplo territério,
extensas areas de fronteiras com diversos paises, o nivel desigual de
informacdo e comprometimento dos proprietarios com 0s programas sanitarios,
a elevada contagiosidade da doenca entre os animais, a proximidade de
criacdo ou co-habitacdo dos bubalinos com outros animais de producéo, o
acesso e adaptacdo desta espécie a diversos tipos de ecossistemas e o
crescente aumento do plantel bubalino (PINTO et al., 2005). Faz-se necessario
mencionar, também, a caréncia de estudos voltados ao sorodiagnostico da
brucelose em bubalinos, a despeito de volume consideravel de investigactes
desta natureza envolvendo bovinos. Fosgate et al. (2002) destacaram certas
peculiaridades da cadeia epidemiolégica da brucelose em bubalinos, que
justificam a necessidade de estudos especificos na espécie.

Apesar da escassez de estudos referentes a brucelose em bubalinos, as
evidéncias da relevancia dessa espécie na epidemiologia da doenca podem ser
aferidas pelas taxas de soroprevaléncia descritas no Brasil (MATHIAS et al.,
1998, MOTTA et al., 2002) e no exterior (FOSGATE et al., 2002), que variam
de 4 a 56,4%. A alta prevaléncia encontrada em certas regides do Brasil indica
a dimensao da brucelose como problema de salude para a bubalinocultura e
refor¢a a inclusao desta doenca no PNCEBT do Brasil.

O PNCEBT possui como objetivos reduzir a prevaléncia da doenca e
criar numero significativo de propriedades certificadas como livres ou
monitoradas para brucelose, que oferecam ao consumidor produtos de baixo
risco sanitario. O éxito do programa exige que nenhum elo da cadeia
epidemiologica da doenca seja negligenciado, sob o risco de ndo atingir os
objetivos almejados (BRASIL, 2006).

Em todos os paises, os programas de controle e erradicacdo da
brucelose em bubalinos e bovinos apéiam-se fundamentalmente na vacinacao
em massa de bezerras com a cepa B19, no sorodiagndstico sistematico do
rebanho e no abate sanitario de animais soropositivos (SCHURIG et al., 2002).

Até o momento, para o diagnostico da brucelose em rebanhos somente

0s testes soroldgicos sao convenientes. O sorodiagndstico se constitui em uma



das principais bases dos programas de controle da brucelose. Assim, a
disponibilidade de métodos confiaveis, de uso massal, com custo acessivel e
que possam ser padronizados, sdo essenciais nos programas de combate a
brucelose bubalina e bovina (MOLNAR et al., 2002).

O PNCEBT do Brasil recomenda como provas oficiais o antigeno
acidificado tamponado, 2-mercaptoetanol e a fixagdo do complemento
(BRASIL, 2006). Ademais, preconiza a vacinacao sistematica das bezerras
bdfalas entre 3 a 8 meses, com a B19. A vacina atenuada B19 € um dos
imundégenos mais utilizados em todo o mundo (RADOSTITS et al., 2007) e, até
0 momento, somente as vacinas atenuadas tém conferido imunidade
satisfatoria na profilaxia e controle da brucelose em bubalinos e bovinos. No
entanto, B19 apresenta como inconveniente o risco de persisténcia de titulos
pés-vacinais no sorodiagndstico de bezerras vacinadas, que podem dificultar a
diferenciacdo entre animais sadios e infectados, utilizando provas soroldgicas
convencionais (NIELSEN e DUNCAN, 1990; PAULIN e FERREIRA NETO,
2008).

No presente estudo, no dia da vacinagao (dia zero) todos os animais
acusaram auséncia de reagbes nas trés provas sorologicas, indicando
auséncia de contato com o microrganismo. Ademais, durante os 720 dias de
acompanhamento nenhum animal demonstrou reacdo local ou sistémica,
mostrando a inocuidade da vacina.

Acima de 95% dos animais foram reagentes a AAT no 15° dia poés-
vacinal, com declinio a partir do 150° dia e auséncia de animais reagentes no
3002 dia de acompanhamento. Apesar da acidificacdo do antigeno no AAT
limitar as reacfes de IgM que persistem em animais vacinados — priorizando
reacoes com IgG que predominam em animais doentes —, maioria dos animais
mostrou-se reagente na AAT nas primeiras semanas pdés-vacinais. Esta prova
mostrou também a auséncia de animais com reacfes aglutinantes aos 300 dias
pos-vacinais. Em contraste, Mac Millan (1990) referiu a persisténcia de animais
reagentes na AAT em bezerras vacinadas com a B19.

No Brasil, Ribeiro et al. (2001) também observaram precocidade de
reacdo na AAT nas primeiras duas semanas poOs-vacinais em bezerras
bubalinas vacinadas com a B19, bem como encontraram auséncia de reacao

nesta prova aos 300 dias de acompanhamento, a semelhancga do encontrado



no presente estudo. De maneira similar, Ribeiro et al. (1997) observaram em
bezerras bovinas vacinadas com B19 entre 3 a 8 meses de idade reagdes em
todos os animais aos 14 dias pds-vacinais e auséncia de animais reagentes
aos 308 dias, enquanto Koloda (2005) assinalou que 45 (100%) bezerras
bovinas, tornaram-se néo reagentes ao AAT aos 360 dias pds-vacinais.

No teste de SAL foram observados os maiores titulos nos animais aos
15 e 30 dias pos-vacinais, em consonancia com os achados de Ribeiro et al.
(2001) em bezerras bubalinas e Casas Olascoaga (1976), Sutherland (1980) e
Ribeiro et al. (1997) em bezerras bovinas, que também encontraram titulos
maximos nesta prova na segunda semana apds a vacinagdo com a B19. Tal
resultado provavelmente encontra justificativa na habilidade da SAL em
detectar IgM, que atinge concentragdes maximas no 13° dia em bezerras
vacinadas com a B19. Em estudo similar, Domingues et al. (1992) detectaram
0s maiores titulos em bezerras bubalinas vacinadas com a B19 entre 3 a 8
meses aos 30 dias pods-vacinais, embora tenham utilizado a prova de
soroaglutinacao rapida em placa, que também detecta IgM.

Ao avaliarmos individualmente o teste do 2-ME observamos que o0s
titulos maximos se situaram entre o 15° e 45° dias pds-vacinais. Este achado
concorda com Ribeiro et al. (2001) que conduziram estudo similar em bubalinos
e com Casas Olascoaga (1976) e Ribeiro et al. (1997) em bezerras bovinas.
Todos estes autores também identificaram titulos méaximos no teste do 2-ME
entre a segunda e sexta semanas apos a vacinagcdo com a B19. Este achado
provavelmente encontra reflexo na capacidade do teste do 2-ME em priorizar
as aglutinacdes com IgG, que atinge o pico em bezerras vacinadas com a B19
entre o 282 e 422 dias pds-vacinais (BUTLER et al., 1981; PAULIN, 2003).

Na interpretacdo da prova do 2-ME - que segundo as normas do
PNCEBT para bezerras vacinadas com a B19, preconiza a avaliacdo em
paralelo dos testes de SAL e 2-ME - foi verificado que as bezerras bufalas
acusaram declinio gradual das reacbes entre o 90° e 180° dias apds a
vacinagdo e, aos 360 dias de acompanhamento, nenhum animal apresentou
reacdo na prova. Ribeiro et al. (2001) encontraram resultados equivalentes,
constatando auséncia de reacdo na prova do 2-ME aos 360 dias de
acompanhamento em bezerras bubalinas vacinadas com a B19. Em contraste,

Koloda (2005) observou maior precocidade na auséncia de animais reagentes



frente ao 2-ME, aos 300 dias de acompanhamento, em bezerras bovinas
vacinadas com a B19.

A FC tem sido utilizada como prova confirmatéria em varios paises que
alcancaram o “status” de erradicacdo da doenca (GRASSO-PAULIN, 2000).
Esta prova se caracteriza por baixa influéncia de reacbes anticomplementares
e menor reatividade de IgM, detectando predominantemente IgG, notadamente
da subclasse 1gG; (HILL, 1963; CHAPPEL, 1989). Nas 21 bezerras bubalinas
vacinadas com a B19 no presente estudo, 95% foram reagentes na FC aos 15
dias pds-vacinais, com declinio acentuado do nimero de reagentes no 120° dia
pos-vacinal, e auséncia de reagentes no 270° dia de acompanhamento. Kruze
(1975) referiu que a FC detecta precocemente IgG em torno do 142 dia, fato
também observado no presente estudo, que revelou elevado numero de
animais reagentes, nesta prova, no 15° dia pds-vacinal.

Alton et al. (1978) referiram que a FC apresenta menor influéncia de Ig
de origem vacinal, comparativamente as provas classicas de soroaglutinacéo,
fato que explicaria a maior precocidade de animais nao reagentes (270 dias),
entre as trés provas utilizadas no estudo, apés a vacinagdo com a B19. Achado
similar foi descrito por Mathias et al. (2001) em bovinos vacinados com a B19,
que observaram menor numero de animais reagentes na FC, aos seis meses
pos-vacinais, comparativamente a AAT no mesmo periodo.

Nas bezerras bubalinas a FC e AAT apresentaram maior precocidade na
auséncia de reacdes ap0s a vacinacdo, comparativamente ao 2-ME. Apesar da
prova do 2-ME priorizar reacfes com IgG, a realizacdo do método preconiza o
uso em paralelo da técnica de 2-ME e SAL, cuja ultima detecta IgM e 1gG. A
deteccdo de IgM na técnica de SAL - que compde a prova de 2-ME - poderia
justificar a menor precocidade da prova do 2-ME frente a FC e AAT nas
bubalinas vacinadas, visto que a IgM tende a persistir em animais vacinados
com a B19.

De forma geral, ndo foram observados animais reagentes apos 330 dias
de acompanhamento, tanto na prova de rotina ou triagem (AAT), quanto nas
confirmatorias (2-ME e FC), ou seja, no maximo aos19 meses de idade. Este
resultado atende as normas do PNCEBT, que exige que fémeas bubalinas
vacinadas entre 3 a 8 meses de idade com a B19 sejam submetidas as provas

sorodiagndsticas, de rotina ou confirmatorias, somente apés 24 meses de



idade, no intuito de evitar o diagnéstico de Ig de origem vacinal, que dificultaria
a diferenciagao de reacgdes provenientes de animais infectados.

Desta forma, os achados do presente estudo evidenciam que a
influéncia da vacinacéo na interpretacéo das provas soroldgicas para brucelose
recomendadas pelo PNCEBT foi de aproximadamente 11 meses pds-vacinais,
fato que possibilita 0 uso destas provas com seguranca apos 24 meses de

idade, sem a interferéncia de Ig de origem vacinal.



7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos segundo a metodologia empregada possibilitaram

as seguintes conclusoes:

e Os maiores titulos ou numeros de animais reagentes nas trés provas
foram observados entre o 15° e 60° dias pds-vacinais, que coincidem
com os picos de IgM e IgG, respectivamente, em bezerras vacinadas
com a B19.

e Os animais apresentaram maior precocidade na auséncia de reacoes
frente a FC e AAT provavelmente decorrente da priorizacdo de
deteccdo de IgG por estas provas, que tende a declinar

precocemente em animais vacinados com a B19.

e A menor precocidade na auséncia de reagcbes dos animais na prova
do 2-ME (SAL+2-ME) decorreu provavelmente da influéncia da
deteccdo de IgM no teste da SAL, visto que esta Ig persiste em

animais vacinados com a B19.

e Tanto na prova de rotina (AAT) quanto nas confirmatorias (2-ME e
FC) os animais apresentaram auséncia de reacdes poés-vacinais no
maximo aos 19 meses de idade, o que possibilita o uso destas
provas apos os 24 meses de idade, segundo as normas do PNCEBT,
sem a interferéncia de Ig de origem vacinal com o uso da B19.
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