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RESUMO

Q perfil sorol6gico de 33 fémeas bovinas vacinadas entre trés e oito meses de idade, com
amostra-padrio da vacina B19 (Brucella abortus), foi avaliado pelas provas de
soroaglutinagfio rdpida em placa (SAR), soroaglutinagdo lenta em tubos (SAT), antigeno
acidificado (ATA) e 2-mercaptoetanol (2-ME), durante 728 dias pos-vacinais. Os titulos
maximos na SAR e SAT foram obtidos entre o 14° e 42° dia apds a vacinacdo, e no 2-ME,
entre o 28° e 42° dia, verificando-se declinio do titulo nestas provas apds este periodo.
Aos 182 dias da vacinagdo, a prova de SAR apresentou cinco animais suspeitos € um
positivo, enquanto na SAT, verificou-se um animal suspeito e um positivo, segundo as
normas do Ministéric da Agricultura (1979) para animais vacinados. No mesmo perfodo,
observou-se reagdes positivas em seis animais no 2-ME e em cinco no ATA. Nas provas
de SAT e SAR, os animais resultaram negativos respectivamente aos 245 e 273 dias da
vacinacfo, segundo as referidas normas para a interpretagdo de animais vacinados. No 2-
ME e no ATA todos os animais apresentaram-se nfo reagentes as provas, no 308° dia
apds a vacinag@o.

Palavras-chave: Brucelose, soroaglutinagdo, B19, bovino

Recebido para publicagio em 07 de agosto de 1996.



138

ABSTRACT

The serological profiles of 33 female bovines, vaccinated at three to eight months of age
with the B19 standard strain of Brucella abortus, were studied over a period of 728 days,
using the following agglutination procedures: plate agglutination, tube agglutination, rose
bengal plate and mercaptoethanol test. Maximum levels of antibodies detected reached by
the plate agglutination and tube agglutination tests were found between the 14™ and 42™
day, and with mercaptoethanol test, between the 28" and 42™ day. Anti-Brucella
antibodies decreased thereafter. At 182 days after vaccination, five suspected animals and
one positive were detected by the plate agglutination test, while by the tube agglutination
test, only one animal was suspected and another one was positive. During the same
period, positive reactions were found in six animals by means of the mercaptoethanol test,
and five positives by the rose bengal test. By means of tube agglutination and plate
agglutination tests, the animals became serologically negative at 245 and 273 days,
respectively, after the vaccination, based on the rules adopted for the vaccinated animals.
Using the mercaptoethanol and rose bengal plate tests, all the animals were found to be
negative at 308 days after vaccination. '
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INTRODUCAO

A brucelose bovina € uma doenga causada principalmente pela Brucella abortus
de ocorréncia cosmopolita, que acarreta prejuizos de ordem sanitdria e
econdmica (Comite..., 1972).

A infecgiio com Brucella spp induz nos animais susceptiveis uma resposta imune
de natureza humoral e celular (Sutherland, 1980). Em bovinos, a resposta imune
humoral € geralmente similar & que ocorre em outras espécies animais (Butler &
Maxwell, 1971). Caracteriza-se pela formacdo de imunoglobulinas (Ig), que
exercem suas atividades no soro e secrecdes dos animais (Mac Millan, 1990).
Entre estas Ig, destacam-se as classes IgM e IgG, presentes em quantidades
significantes ¢ detectdveis nos testes soroldgicos (Allan et al., 1976; Joint..
1986).

Tanto no homem como nos animais, a infec¢fio natural estimula o aparecimento
simultineo ou ligeiramente diferenciado de IgM e IgG. Durante a evolugio da
doenca ha declinio e tendéncia do desaparecimento dos niveis de IgM, enquanto
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IgG persiste em niveis elevados. O desaparecimento de IgG significa,
geralmente, eliminaciio da infecgio (Casas Olascoaga, 1976).

Em bovinos imunizados com a amostra-padrio da vacina B19, a classe IgM
apresenta concentragdes mdximas por volta do 13° dia apds a vacinagio,
enquanto IgG1 € registrada em pequenas quantidades, com picos maximos entre
0 28° e 42° dia pés-vacinal (Sutherland, 1980).

Devido as limitagbes dos procedimentos laboratorials que se apéiam no cultivo
dos microrganismos, os métodos soroldgicos tém sido os mais utilizados para o
diagnéstico da brucelose (Alton et al., 1976; Pietz & Cowart, 1980; Sutherland,
1980).

Os testes de soroaglutinagio rdpida em placa (SAR), a soroaglutinagio lenta em
tubos (SAT), o teste de aglutinago rdpida com antigeno acidificado tamponado
(ATA), o teste do 2-mercaptoetanol (2-ME), do rivanol, da fixagio de
complemento € o “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) tém sido
largamente empregados (Joint..., 1986). No entanto, Mathias & Pinto (1983)
referiram que a soroagiutinacdo rdpida em placa, a soroaglutinacdo lenta em
tubos € o antigeno acificado tamponado (rosa bengala) sdo as provas mais
comumente utilizadas para o diagnéstico da brucelose bovina no Brasil.

A presenca de aglutininas séricas nfio especificas para B. abortus (Corbel, 1985;
Nielsen et al., 1981) e a persisténcia de titulos séricos induzidos por Ig pds-
vacinais s3o fatores que podem dificultar o diagndstico da doenca (Mac Millan,
1990). Plackett et al. (1980) consideram a persisténcia de titulos em animais
vacinados o maior problema no controle da brucelose, nos pafses que adotam
programas de vacinagdo com vacinas vivas aglutinogénicas.

Em fungido dos titulos pds-vacinais em animais adultos (Joint.., 1986), o
Ministério da Agricultura (1979) preconiza a vacinagdo contra brucelose bovina
com a dose padrio da vacina B19 (B. abortus), em uma tinica dose, via
subcutinea, nas fémeas com trés a oito meses de idade. O exame soroldgico
desses animais apdia-se unicamente nas provas cldssicas de soroaglutinacio
rapida em placa e soroaglutinagfo lenta em tubos, e sé deve ser realizado em
idade igual ou superior aos 30 meses, com interpretagio diferenciada para
animais vacinados e nio vacinados.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil sorolégico de fémeas bovinas
vacinadas contra brucelose, pelas provas de soroaglutinagio rdpida em placa,
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soroaglutinagao lenta em tubos, aglutinagio rdpida com antigeno acidificado
tamponado (rosa bengala) e prova do 2-mercaptoetanol.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 33 fémeas da raga Nelore, com trés a oito meses de idade,
pertencentes a Fazenda-Escola da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia-UNESP - Campus de Botucatu, localizada no municipio de Sido
Manoel-SP.

A vacina empregada constituiu-se de produto comercial, preparado com a
amostra B19 (B. abortus), atenuada, liofilizada, com teste de unidades
bacterianas vidveis dentro do padrio preconizado pela World Health
Organization (Joint... 1986), verificado pele método de contagem vidvel,
conforme BIER (1985) e com resultado negativo no teste de esterilidade para
outros agentes.

Os antigenos para as provas soroldgicas foram produzidos pelo Instituto de
Tecnologia do Parand-TECPAR e gentilmente cedidos para a realizagdo do
experimento.

Os animais foram vacinados entre trés e oito meses de idade, pela via subcutinea,
de acordo com a normatizagdo do Ministério da Agricultura Brasileiro (1979).
Foram realizadas colheitas de sangue antes da vacinagio (dia zero) e,
posteriormente, a cada 14 dias, no 14°, 28°, 42° e 56° dias pds-vacinais. As
amostras subseqiientes foram obtidas no 91°, 119°, 154°, 182°, 210°, 245°, 273°,
308°, 368°, 548° e 728° dias apds a imunizagao, totalizando 16 colheitas.

Todos os animais foram testades indistintamente nas provas de soroaglutinagio
rdpida em placa-SAR (Alton et al., 1976), soroaglutinagio lenta em tubos-SAT
(Alton et al., 1976), aglutinagfio rdpida em placa com antigeno acidificado
tamponado, corade pelo rosa bengala-ATA (Alton et al, 1975) e 2-
mercaptoetanol -2-ME (Alton et al., 1976). !

Nio foi estabelecido um grupo-controle ndo vacinado em fungio da
obrigatoriedade da vacinagio no rebanho estudado.
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RESULTADOS

No 14° dia p6s-vacinal, todos responderam com titulos de 200 na SAR (Fig. 1),
iguais ou superiores a 100 na SAT (Fig. 2), entre 25 ¢ 400 no 2-ME (Fig. 3) ¢
demonstraram, em sua totalidade, positividade no ATA (Fig. 4). Os 33 animais foram
negativos em todas as provas , na amostra obtida no dia da vacinagio (Fig. 5).

Os titulos maximos na SAR e SAT foram obtidos entre 0 14° e 42° dia apds a
vacinagiio (Fig. 1 e 2), e no 2-ME, entre o 28° e 42° dia (Fig. 3), verificando-se
declinio do titulo nessas provas apds esse periodo.

No 182° dia pés-vacinal, a prova de SAR caracierizou cinco animais suspeitos e
um positivo (Fig. 1), segundo as normas do Ministério da Agricultura do Brasil
(1979). No mesmo periodo, foram observadas reagdes positivas em seis animais
no 2-ME e em cinco no ATA (Fig. 5). Na colheita posterior, realizada aos 210
dias do infcio do experimento, verificou-se um animal positivo e um suspeito na
SAT (Fig. 2), enquanto na SAR, registraram-se um animal positivo e dois
suspeitos (Fig. 1), evidenciando respectivamente, 939% e 90,9% de
negatividade.

Nas provas de SAT e SAR, os animais passaram a ser considerados negativos
respectivamente aos 245 e 273 dias p6s-vacinais (Figs. 2 e 1), de acordo com as
normas do Ministério da Agricultura do Brasil (1979).

No 273° dia pds-vacinal verificaram-se reagSes incompletas e de baixo titulo em
dois animais, nas provas de 2-ME e ATA (Figs. 3 e 4). Na colheita postetior,
realizada aos 308° dia da vacinagdo, todos os animais caracterizaram-se pela
auséncia de reagdo aglutinante nessas provas.

Ao redor de 18 meses pés-vacinais, verificou-se em 19 animais na SAR e 11 na
SAT (Figs. 1 e 2), oscilagdo de tftulo em até duas diluigdes, atingindo no maximo
a diluigéio 1:100. '

Ao final do 728° dia pés-vacinal, observaram-se dois animais com titulos
residuais na diluigio 1:50 na SAR (Fig. 1). Neste mesmo perfode foram
observados dois animais com rea¢io na diluigio 1:25 e um na de 1:50 na SAT
(Fig. 2). '
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DISCUSSAQ E CONCLUSAO

Na brucelose bovina, os estudos tém se dirigido no aprimoramento dos recursos
diagnosticos, visando a demonstragfio qualitativa e quantitativa das Ig, presentes
nas formas aguda e cronica da doencga, em estados latentes (Sutherland, 1980},
apds episddios de aborto e na diferenciagio de reagdes oriundas de infecgio das
de origem vacinal (Mac Millan, 1990). A persisténcia de titulos pds-vacinais em
provas convencionais de soroaglutinagdo, freqiientes em bezerras vacinadas com
a BI19, tem provocado dificuldades no diagndstico da doenca e,
conseqiientemente, na comercializagio de animais (Ornellas-Santos et al., 1975).

Qs resultados apresentados revelam a presenga de titulos méximos na SAR e
SAT entre o 14° e 42° dia pGs-vacinal, bem como no 2-ME, entre o 28° e 42° dia,
semethantes aos intervalos descritos por Casas Olascoaga (1976), Sutherland
(1580) e pela WHO (1986), para animais vacinados com a B19 na idade
recomendada. Esses autores situam as altas concentragfes de 1gM no 13° diae da
IgG1 entre o 28° ¢ 42° dia da vacinagdo. Esses titulos provavelmente decorrem
da maior habilidade da SAR e SAT na deteccido de IgM (Mac Millan, 1990}, e do
2-ME, em relagiio A classe IgG (Casas Olascoaga, 1976).

A precocidade na auséncia de reagéo aglutinante obtida na prova do 2-ME
concorda com as descrigoes de Garrido-Contreras et al. (1974), nas quais a prova
do 2-ME superou a SAT e a inativacio pelo calor em termos de precocidade. Por
outro lado, o 2-ME foi mais tardio que outras provas complementares, como a
fixacfio de complemento, referida pela WHO (1986), apresentando em 90 a 95 %
das fémeas vacinadas com B19 (na idade recomendada), auséncia de titulos
séricos em perfodo inferior a seis meses da imunizagio. A presenca de animais
ndo reagentes de forma mais precoce no 2-ME pode ser justificada pela sua
especificidade na detecgdo de IgG (Casas Olascoaga, 1976), pois ela se
caracteriza pela persisténcia em animais doentes, com tendéncia ao
desaparecimento nos animais vacinados (Mac Milllan, 1990).

O teste do ATA também caracterizou-se pela precocidade na auséncia de reagio
aglutinante, contrariando Mac Millan (1990), que menciona a persisténcia de
titulos sorolégicos no ATA em alguns animais, a despeito da negatividade de
outras provas convencionais. '

As provas de SAR e SAT apresentaram persisténcia de titulos vacinais até o
728° dia da vacinagiio, provavelmente em virtude da sua maior eficiéncia em
demonstrar Ig da classe IgM (Allan et al., 1976). Em ambas as provas, porém,
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mesmo com animais apresentando tftulos residuais, eles seriam considerados
negativos para a enfermidade, a partir do 245° para a SAT e do 273° dia para a
SAR, uma vez que esses titulos persistentes ndo chegaram a superar a dilui¢do
1:50. De acordo com as normas do Ministério da Agricultura (Brasil, 1979), sdo
necessarios titulos de 100 e 200, para os animais vacinados serem considerados,
respectivamente, suspeitos € positivos. A persisténcia de animais com titulos
residuais apés 12 meses ou mais da vacinacdo, concorda com as citagSes de Saka
Nuru (1973), Joint... (1986) e Mac Millan (1990).

A negatividade em 90,9 % na SAR e 93,9% na SAT, observada nos animais aos
sete meses da vacinacio (210 dias), é semelhante aos dados de Rossini et al.
(1972), em fémeas com quatro a seis meses de idade, vacinadas com a B19. Em
contrapartida, os 100% de negatividade nas provas de SAR e SAT, relatados por
Omellas-Santos et al. (1975) aos seis meses pds-vacinais (mediante a
interpretagdo de animais vacinados), foram mais precoces que os resultados
verificados no presente experimento, descritos aos nove e oito meses,
respectivamente, para a SAR e SAT.

Verificou-se, no entanto, presenga de reagdes aglutinantes incompletas e de baixo
titulo em pequeno nimero de animais, nas provas do 2-ME e ATA ao 308° dia
p6s-vacinal. Estes resultados podem ser justificados pela interpretagdo
preconizada para o 2-ME (Alton et al.,, 1976) ¢ ATA (Alton et al., 1975), na qual
a presenga de qualquer titulo aglutinante ¢ indicativo de reagfio positiva.

Adicionalmente, ao redor dos 18 meses da vacinagdo, alguns animais
demonstraram oscilagio de titulos na SAR e SAT, resultados proximos aos
obtidos por Ornellas-Santos et al. (1975).

Baseado nos resultados do experimento conclui-se que as bezerras com trés a
oito meses de idade, vacinadas com a B19, apresentam resposta acentuada em
todos os testes soroldgicos executados, com declinio dos titulos continuo e
regular, apds os picos para cada prova, embora tenham-se verificado oscilagdes
em alguns animais na SAR ¢ SAT. Cabe ressaltar que os animais mostraram
resultados negativos nas provas do 2-ME, ATA, SAT e SAR por volta dos 10
meses pos-vacinais (Fig. 5), de acordo com a interpretagiio adotada para animais
vacinados, ou seja, com idades méximas ao redor de 18 meses, sugerindo para
animais vacinados com amostra B19, que estas provas possam ser empregadas
mais precocemene do que a recomendagio do Ministério da Agricultura (Brasil,
1979).
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