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RESPOSTA SOROLOGIQA EM BOVINOS \{ACINADOS CONTRA O
CARBUNCULO SINTOMATICO

RESUMO - O Clostridium chauvoei € o agente causador do carbanculo
sintoméatico, doenca que acomete bovinos e ovinos. E um dos principais
problemas sanitarios que ocorre nos rebanhos pecuarios em todo o mundo. A
vacinacdo dos animais jovens € a medida profilatica indicada, visto que esta
medida preventiva nos sistemas de producdo é de extrema importancia econémica
e reconhecida pelos produtores, mesmo sendo de aplicagdo voluntaria. Trés
grupos de bovinos, contendo 20 animais em cada grupo, foram vacinados com
trés vacinas comerciais contra o carbunculo sintomatico para a avaliacdo
sorolégica dos mesmos por meio do teste de aglutinacao rapida em placa. Os
animais foram vacinados no dia 0, e o refor¢o vacinal foi realizado 30 dias apés a
primeira dose. Apés 21 dias do refor¢o, o sangue foi coletado da veia jugular, e 0
soro foi obtido a temperatura ambiente quando ocorreu a coagulacdo sanguinea e
separagdo do soro. Foi comparada a resposta de inducdo de anticorpos nos
grupos de animais reagentes a esse teste com antigenos obtidos de duas cepas,
uma de referéncia (MT) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e outra cepa de campo. Os resultados demonstraram que a resposta dos
animais imunizados frente a cepa de referéncia foi satisfatoria, ndo existindo
diferenca entre as trés vacinas testadas. No entanto, quando este mesmo teste foi
realizado com antigenos produzidos com a cepa de campo identificada por PCR,
verificou-se a auséncia de anticorpos aglutinantes na maioria dos bovinos
avaliados. Na analise estatistica ficou comprovado que existem diferencas
significativas nos resultados dos testes de aglutinacdo rapida em placa quando se
utilizam cepas distintas de Clostridium chauvoei, provavelmente em decorréncia

de diferencas antigénicas existentes entre as cepas.

Palavras-Chave: Bovinos, carblnculo sintomatico, Clostridium chauvoei,

imunidade, soroaglutinagdo, vacinas.



SEROLOGICAL RESPONSE IN BOVINE VACCINATED AGAINST BLACK LEG

ABSTRACT — The Clostridium chauvoei is the agent which causes black leg, a
disease that attacks the bovine and ovine. It is one of the main sanitary problems
that occur with cattle-raising flocks in the world. The vaccination of young animals
is the best prevention measure in production systems and is of extreme economic
importance and is recognized by producers even if the application is voluntary.
Three bovine groups, containing 20 animals each group, were vaccinated using
three commercial vaccines against the black leg, for evaluation of bovine
serological by tests of plate agglutination. The cattle were treated on day 0 and
another dose was given on day 30. After 21 days, the blood was colleted of jugular
vein and serum was obtained at 25°C, by blood coagulation. The comparison was
made by detection of antibodies response between the animals that react to the
test with antigens obtained from two strains which were used, one referred (MT) as
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) and another strain
isolated from the field cases. The results determined that the response of the
immunized animals faced by the referred strain was satisfactory with non-existing
differences between the three tested vaccines. However, when the same test was
conducted with antigens obtained from the field strain identified by PCR, it was
verified the absence of agglutinating antibodies agglutinants in the majority of the
bovines evaluated. In the statistics analysis were confirmed that significant
differences were obtained in the agglutination plate test when different strains of
Clostridium chauvoei were used, maybe because of the occurrence of antigenic

difference, between the two strains tested.

KEY WORDS: Agglutination, black leg, bovine, Clostridium chauvoei, immunity,

vaccines.



1 INTRODUCAO

O Clostridium chauvoei € uma bactéria anaerobia, formadora de esporos,
que possui um antigeno somatico O termoestavel e um antigeno flagelar H
termolabil (BLOOD, 1983). Produz cinco toxinas sollveis, sendo uma necrética,
conhecida como alfa. Esses antigenos sollveis aumentam a patogenicidade deste
microrganismo causando a doenca conhecida como carbunculo sintomatico.
Trata-se de uma doenca infecciosa conhecida vulgarmente em nosso pais por
"peste da manqueira" ou "mal de ano", e nos paises de lingua Inglesa por "black
leg", sendo seu nome cientifico carbdnculo sintomatico.

A descoberta do agente etiolégico do carbunculo sintomético foi efetuada
em 1875, por Bollinger, que publicou as diferengcas entre os agentes causais do
carbunculo verdadeiro e do carbulnculo sintomatico. Mais tarde, o pesquisador
Fesser, publicando o resultado de suas investigacdes, confirmou os trabalhos de
Ballinger. A evidéncia definitiva de que se tratava de duas doencas distintas foi
dada por Arloig, Cornevin e Thomas, no ano de 1887.

As evidéncias demonstram que a enfermidade se desenvolve a partir da
germinacdo de esporos latentes da bactéria e multiplicacdo em areas musculares
com baixo potencial de oxi-reducdo ap6s terem sofrido algum processo
traumatico. Nessas condigbes, 0s esporos passam para a forma vegetativa e
fermentam o glicogénio muscular, produzindo exotoxinas proteoliticas e resultando
na formacao de gases no local da lesédo (STEPHEN & PIETROWISKI, 1986). A
absorcdo dessas exotoxinas e dos metabdlitos produzidos pelo Clostridium
chauvoei leva o animal a um quadro de toxemia e morte (REBHUN et al., 1985).

A ocorréncia de infec¢des causadas pelo Clostridium chauvoei foi descrita
em diversos paises. As espécies acometidas sao principalmente os bovinos e 0s
ovinos, podendo também afetar caprinos, suinos e equinos. A distribuicdo dos
casos ocorre com mais freqliiéncia na época das chuvas.

No Brasil, os surtos da doenga acontecem em varias regides do pais e sao
diagnosticados clinicamente, porém existem poucos relatos publicados. Segundo

dados fornecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento



(MAPA), sado comercializadas cerca de 100 milhdes de doses de vacinas por ano
(BRASIL, 2003). Essa medida preventiva nos sistemas de producao de bovinos de
corte e leite e ovinos € de extrema importancia e reconhecida pelos produtores,
mesmo sendo de aplicacéo voluntaria.

SANTOS (2003) observou que as cobaias vacinadas contra o carbunculo
sintomatico e desafiadas com uma cepa utilizada no controle oficial ficaram
protegidas de maneira satisfatoria, visto que 95,46% delas foram consideradas
aprovadas. Por outro lado, quando foi utilizada a cepa de campo para o desafio,
apenas 36,36% das vacinas foram aprovadas. Nessa condicdo, a maioria das
vacinas comercializadas no pais (63,6%) ndo protegeu as cobaias quando
desafiadas com a cepa de campo. A portaria n°® 49 normatiza e avalia todas as
vacinas contra a manqueira produzidas para o mercado interno, verificando sua
poténcia e inocuidade.

Esses resultados mais a inexisténcia no nosso meio de estudos
sistematicos relacionados a eficacia das vacinas comerciais em bovinos e a
importancia econémica e sanitaria desta enfermidade na producao rural motivaram

o desenvolvimento desse projeto de pesquisa.

2 REVISAO DE LITERATURA

O Clostridium chauvoei € o agente etiologico do carbunculo sintomatico,
uma enfermidade com alto coeficiente de letalidade, e que afeta varias espécies
animais, especialmente bovinos e ovinos. E uma bactéria gram-positiva, anaerébia
estrita, formadora de esporos que produz pelo menos cinco toxinas sollveis, entre
elas uma hemolisina oxigénio-estavel (alfa), uma Dnase (beta), uma hialuronidase
(gama), hemolisina oxigénio-labil (delta) e uma neuraminidase (RADOSTITS et al.,
2002).

Os esporos séo altamente resistentes as mudancas ambientais persistindo
no solo por muitos anos (RADOSTITS et al.,, 2002). Eles duram anos quando

dessecados, sao destruidos por fervura em 2 a 5 minutos e resistem a fenais,



alcool e desinfetantes a base de amoénio quaternario. Lixivia e formalina sao
razoavelmente esporicidas (BIBERSTEIN, 1999).

O C. chauvoei requer um meio rico em cisteina e vitaminas hidrossoluveis
para seu crescimento. As colbnias sdo redondas e com contornos suaves,
assemelhando-se as do Clostridium septicum, e fermenta a sacarose. A hemolise
é variavel (BIBERSTEIN, 1999).

As colbnias apresentam formas regulares de botdo de madrepérola
representando o tipo IV de crescimento de Zeissler sendo as colonias como
caracteristica da espécie. Também foram observadas colbnias irregulares com
bordas denticuladas e superficie rugosa em &gar sangue glicosado. O Clostridium
chauvoei, independentemente da idade das culturas e da uniformizacdo dos meios
de cultivo sdlidos, apresenta as mais diferentes formas de crescimento e que a
fermentacg&o de carboidratos ndo € um critério preciso de diferenciagdo com outras
espécies de clostridios existentes no mesmo meio, sendo necessarias outras
provas complementares (LIMA, 1992).

Os diversos antigenos e exsudatos celulares do C. chauvoei, incluindo
toxinas, possuem propriedades imunogénicas e s&o téxicos para cobaias.
(STEVENSON & STONGER 1980). Muitas vacinas sao produzidas com esses
antigenos e ainda com culturas formolizadas.

Em meio 4gar gema de ovo, o C. chauvoei promove hidrélise da gelatina e
produz &cido a partir de glicose, sacarose, maltose e lactose (QUINN et al., 1994).

A estrutura antigénica do Clostridium chauvoei é composta de dois grupos
principais: antigenos soluveis (obtidos por meio de culturas filtradas) e antigenos
celulares, que podem ser subdivididos em somaticos termo-estaveis (O) e
aglutinogénicos e os flagelares termo-labeis (H) n&o-aglutinogénicos (MOUSSA
1959 e CRICHTON et al., 1990).

Nos bovinos a maioria dos casos ocorre em animais de seis meses a dois
anos de idade, com lesdes que se desenvolvem sem qualquer histérico de
ferimentos embora traumatismos possam preceder alguns casos. Comumente 0s

animais que contraem o carbunculo sintomatico se encontram em 6timo estado de



saude, ganham peso e geralmente sao os melhores animais do rebanho
(CARBUNCULO SINTOMATICO, 1991).

Acredita-se que a porta de entrada seja a mucosa digestiva apds a ingestao
de esporos presentes no solo, provavelmente na época da erupcao dentaria. O
Clostridium chauvoei habita o intestino, o figado, a musculatura lisa e esquelética
e ainda outros tecidos de espécies susceptiveis e resistentes. Suspeita-se que o
esforco, ferimentos e indigestdo aguda sejam eventos que desencadeiam a
doenca (RADOSTITS et al.,, 2002). Acredita-se que as toxinas necrosantes e
neuraminidases sejam responsaveis pelas lesbes iniciais. O metabolismo
bacteriano que produz gas a partir de fermentacdo pode contribuir para o
processo. Nessas condi¢cbes de crescimento microbiano e producéo de toxinas, a
bactéria provoca formacao de lesdes locais caracterizadas por edema, hemorragia
e necrose miofibrilar. Os centros das lesfes tornam-se ressecados, escuros,
enfisematosos em razdo da fermentagcdo microbiana, enquanto a periferia fica
edematosa e hemorragica com odor rancoso (BIBERSTEIN, 1999).

Clinicamente os animais acometidos do carblnculo sintomatico apresentam
claudicacdo, geralmente com pronunciada tumefacdo na regido do membro
afetado, com aumento de temperatura local inicialmente, tornando-se fria e
indolor, apresentando também crepitacdo. Podem ser observadas depressao
grave, anorexia, estase ruminal, temperatura em torno de 41°C e frequéncia de
pulso elevada de 100 a 120 batimentos por minuto. A doenca desenvolve-se
rapidamente e o animal morre entre 12 a 36 horas ap0s o aparecimento dos
sinais. Muitos animais morrem sem ocorréncia de sinais. E importante, para
limitar a contaminacdo do solo, que as carcacas dos animais mortos sejam
destruidas por combustéo e enterradas profundamente (RADOSTITS et al., 2002).

O diagndstico inicialmente é baseado nos sinais clinicos e na anamnese. A
necropsia, quando da incisdo da massa muscular acometida, revela tecido
vermelho-escuro a negro, tumefato, com odor de ranco, contendo liquido sero-
sanguinolento com presenca de bolhas de gas. Histologicamente, podem ser
observados mionecrose, edema, enfisema e uma celulite neutrofilica néo

significativa evidenciando-se 0s microrganismos nos cortes dos tecidos



(RADOSTITS et al., 2002). A confirmacédo do diagnéstico de campo pode ser feita
por exame laboratorial de amostras teciduais. Estas devem ser enviadas tédo logo
quanto possivel apds a morte do animal (CARBUNCULO SINTOMATICO, 1991).

A identificacdo deste microrganismo pode ser realizada também por alguns
métodos laboratoriais. O meétodo mais comumente utilizado é o de
imunofluorescéncia direta, por ser rapido e relativamente barato. Possui baixa
reacdo cruzada com outras espécies de Clostridium (BISPING E AMTSBERG,
1988; QUINN et al., 1994).

KUHNERT et al. (1997) utilizaram a técnica de PCR para identificacdo de
material avaliado durante um surto de carbdnculo sintomético, que se mostrou
mais eficaz quando comparada com a técnica de imunofluorescéncia direta.

UZAL et al. (2003) citaram uma miocardite aguda com extensas areas
multifocais de necrose coagulativa em bezerros devido a infeccéo pelo Clostridium
chauvoei, confirmada pelas técnicas de imunoflourescéncia direta e PCR.

A doencga é enzodtica em areas especificas, principalmente quando sujeitas
a inundacao. Ocorre no mundo todo em taxas que diferem de regido para regido, o
qgue sugere uma fonte de infeccdo no solo ou fatores climaticos e sazonais
(BIBERSTEIN, 1999).

CLAUS & MACHEAK (1972) relataram varios problemas envolvendo o
desenvolvimento de um teste de poténcia de bacterinas contendo C. chauvoei.
Dentre eles destaca-se a diferenca entre testes utilizando cobaias e bovinos, pois
o nivel de poténcia das vacinas & superior quando cobaias sdo utilizadas nos
testes, e € menor quando bovinos sdo utilizados nos mesmos. Esse trabalho
indica que a técnica de soroaglutinacdo em placa pode ser muito Gtil para medir os
anticorpos circulantes, assim como para medir a habilidade relativa de animais
vacinados de resistirem a infeccdo quando inoculados com diluicbes de um
preparo de esporos padronizados de C. chauvoei para desafio. Constataram
também que vacinas produzidas com culturas de cepas completas de Clostridium
chauvoei produzem melhor imunidade em cobaias do que vacinas preparadas

com lavado de células bacterianas.



MACHEAK et al. (1972) demonstraram que existe uma relacdo entre os
titulos de aglutinacdo e a resposta imunolégica de bovinos vacinados com
bacterinas experimentais e comerciais de C. chauvoei. A imunidade dos bovinos
vacinados e dos controles foi comprovada por meio do desafio com esporos deste
mesmo microrganismo. Na maioria das vezes os surtos de carbunculo sintomético
sdo prevenidos pela vacinagéo, sendo o problema mais freqiente em rebanhos
onde a vacinagao foi negligenciada (BLOOD et al., 1983).

A vacina é utilizada como medida profilatica em locais onde ocorre a
enfermidade e o perigo de infeccdo persiste continuamente. As vacinas utilizadas
sdo produzidas com bacterinas e séo inativadas pelo formol. Leclainche & Vallée,
1925, elaboraram um procedimento de inoculacdo muito simples: fizeram um
cultivo de trés semanas com o Clostridium chauvoei em caldo de Tarozzi,
inativaram-no com formalina 0,2 a 0,4% e aguardaram 24 h, considerado o prazo
para que ocorresse a morte bacteriana. A vacina contém, portanto, antigenos
(toxinas e produtos metabdlicos das bactérias), bacilos e esporos mortos do
Clostridium chauvoei e se conserva, sem perder a eficacia por dois anos
(HUTYRA et al.,, 1959). A constituicdo da vacina € importante. A bacterina
preparada de uma cepa local de C. chauvoei é preferida (BLOOD et al., 1983).

KERRY (1967) relatou a modificacdo laboratorial de cepas de Clostridium
chauvoei quando submetidas a repetidas culturas. Animais desafiados com
suspensfes de esporos de cepas homologas a vacina apresentam uma maior
imunidade que quando comparados com os desafiados com cepas heterologas.

SCHIPPER et al. (1978) demonstraram que, entre todos os fatores
relevantes na inducéo de imunidade contra o C. chauvoei, 0 mais importante é a
diferenca de protecdo que € dada por vacinas com cepas homoélogas as do
ambiente e vacinas com cepas heterdlogas as encontradas no campo. Nesse
mesmo trabalho, os autores constataram que bezerros filhos de vacas vacinadas
possuem imunidade passiva colostral, que dura aproximadamente trés meses e

pode interferir com a imunizagéo ativa.



Quando as vacas gestantes sdo vacinadas contra o carblnculo sintomatico
por volta do quarto més de gestacdo, a imunidade passiva conferida aos bezerros
confere titulos elevados até de 50 a 53 dias de vida (TROXEL et al., 1997).

Na Australia REED E REYNOLDS (1977) relataram a ocorréncia de mortes
de bovinos com diagndstico de carbldnculo sintomético sabidamente vacinados
contra essa doenca. A partir desses relatos, trés possibilidades foram analisadas:
vacina com eficiéncia reduzida, desafio anormal e o principal: cepa de campo
ausente nas vacinas comerciais.

KNOTT et al. (1995) demonstraram que a vacinacdo contra doencas
clostridiais foi responsavel por uma significante reducdo das mortes e
consequentemente aumento nos lucros dos criadores.

SANTOS (2003) realizou testes de eficacia com vacinas comerciais contra o
carbunculo sintomatico utilizando duas cepas para desafiar cobaias, uma oficial e
uma cepa de campo, isolada de surto natural da doenca. Apds o desafio observou
gue 95,46% das partidas de vacinas foram aprovadas, mas quando desafiadas
com a cepa de campo, somente 36,40 % foram aprovadas. Nessa condicdo, a
maioria das vacinas comercializadas (63,6%) nao protegeu as cobaias quando
desafiadas com a cepa de campo. Concluiu, portanto, que a grande maioria das
partidas das vacinas comerciais contra o0 carbunculo sintomatico testada foi
considerada reprovada quando as cobaias vacinadas foram desafiadas com uma
cepa de campo de C. chauvoei.

Nos EUA a vacinacao contra o carbunculo sintomatico tem sido praticada
por varias décadas, sendo considerada um manejo sanitario basico em bovinos
(ROGERS & SWECKER JUNIOR, 1997).



3 OBJETIVO

Avaliar a resposta sorolégica em bovinos vacinados com trés vacinas
comerciais polivalentes em uso no Brasil contra o carbdnculo sintomatico, por

meio do teste de aglutinacdo rapida.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Organizagéo experimental de campo

Foram utilizados 70 bezerros da raca Nelore, filhos de vacas vacinadas
contra o carblanculo sintomatico, machos, com 3 meses de idade, pertencentes a
Fazenda Modelo, municipio de Agua Clara, MS, cerrado brasileiro. Previamente a
vacinacao, o sangue de todos os animais foi colhido por pungéo da veia jugular. A
obtenc&o do soro ocorreu por coagulagao natural, com os tubos em repouso e em
temperatura ambiente.

Foram organizados trés lotes com 20 animais cada e 10 animais ficaram
como controle e ndo foram vacinados, sendo: 20 bovinos foram vacinados com a
vacina 1, 20 bovinos com a vacina 2 e 20 bovinos com a vacina 3. Para
imunizacdo dos animais foram utilizadas trés vacinas comercias polivalentes
contra o carbunculo sintomatico e adquiridas em lojas de vendas de produtos
agropecuarios, sendo observados os prazos de validade e conservacao. Apos a
aquisi¢ao, os produtos foram identificados por numeragédo de 1 a 3, garantindo a
ética experimental como condig&o de pesquisa.

A vacinacédo foi feita por via subcutidnea com a dose recomendada pelo
fabricante, sendo, a vacina 1 com 3 mL por bovino e as vacinas 2 e 3 com 5 mL
por bovino, em dois momentos: foi aplicada uma dose no dia 0 e o refor¢co vacinal
foi feito 30 dias ap0s a primeira dose.

Apos 21 dias da aplicacéo do reforco, foi colhido o sangue dos bovinos para

obtencéo do soro, que foi utilizado no teste de aglutinacdo rapida em placa.



4.2 Atividades laboratoriais

A parte laboratorial do experimento foi realizada no laboratério de
enfermidades infecciosas dos animais, no departamento de apoio, producédo e
saude animal, Unesp, cAmpus de Aracatuba, SP.

Para o teste de soroaglutinagéo rapida em placa foram utilizados antigenos
produzidos com uma cepa de campo de C. chauvoei, isolada de surto natural
distinto, devidamente identificada pelo método de PCR (rea¢cdo em cadeia de
polimerase) e mantida na bacterioteca do laboratério de pesquisa em
enfermidades infecciosas causadas por anaerobios, Unesp, campus de Aracatuba,

€ uma outra cepa, de referéncia (MT), fornecida pelo MAPA.

4.2.1 Produgao de antigeno

As cepas de C. chauvoei de referéncia (MT) e de campo foram cultivadas
em meio de cultura descrito por CLAUS & MACHEAK (1972) e mantidas por 18h
em condicbes de anaerobiose, a uma temperatura de 37°C. Apoés esse periodo, as
culturas foram inativadas com formalina a 1% e mantidas sob refrigeracdo por
24h.

Para verificar a inocuidade, foram adicionados 2 mL de cada cultura ao
meio thioglycolato e as culturas foram incubadas por 48h, a temperatura de 37°C,
observando-se a auséncia de crescimento bacteriano.

As culturas foram centrifugadas para concentragao bacteriana, a 4000 rpm,
durante 20 minutos, e ressuspendidas em solucéo de salina tamponada (CLAUS &
MACHEAK, 1972). Foram padronizadas pela turbidez segundo a escala de Mac
Farland, considerando o grau 3 dessa escala, com uma concentracao bacteriana
de 3 x 10° bactérias/ mL (BIER, 1980).



4.2.2 Teste de soroaglutinacao rapida em placa

O teste de soroaglutinagdo rapida foi conduzido em placa de
Huddleson (CLAUS & MACHEAK, 1972). Foram adicionados 50uL do antigeno de
cada cepa as quantidades de 5, 10, 20 e 40uL dos soros bovinos a serem
avaliados (tabela 1). A mistura foi realizada manualmente, com o auxilio de
espatulas descartaveis, com movimentos circulares durante 10 minutos. As
reacoes foram consideradas positivas quando houve completa aglutinagdo, ou
seja, periférica e central da mistura soro e antigeno. A aglutinacdo apenas
periférica da mistura foi considerada como reacdo negativa.
A leitura das reacdes foi efetuada com iluminagcédo indireta da caixa de

Huddleson, utilizada da mesma maneira para leitura dos testes de brucelose.



TABELA 1. Quantidade da mistura de antigeno e soro para o teste de
soroaglutinagéo.

Antigeno 50uL 50uL 50uL 50uL
+ + + +
Soro 40uL 20pL 10pL SuL

Apés a constatacdo das reacdes de aglutinacdo para os volumes de soro
empregados (40, 20, 10 e 5 pL), seguiram-se as diluicdes sequenciais para cada
soro. Os soros puros foram diluidos na ordem de 1:10, 1:100 e 1:1.000, para titular

0s anticorpos presentes.

TABELA 2. Procedimento de diluicdo do soro, por quantidade de soro na
mistura com 50 pL de antigeno.

Diluicdo do soro Volume (ul) de soro

N&o diluido 40 20 10 5
1/10 4 2 1 0,5
1/100 0,4 0,2 0,1 0,05

1/1000 0,04 0,02 0,01 0,005




4.3 Andlise estatistica

Foram utilizados dois métodos estatisticos para analise dos dados: teste
exato de Fisher e teste de McNemar. O teste de Fisher € estruturado para avaliar
a variacdo media de uma determinada fonte em relacdo a variacdo individual, e o
teste de McNemar, para comparar a propor¢do dos animais positivos as duas
cepas, antes e apds a vacinacdo, e pela Variante Kappa, a qual indica o
coeficiente de concordancia entre as duas situagfes. Quando o valor dessa
variante se aproxima de um (1) significa um maior indice de concordancia. Nesse
teste a analise estatistica ndo foi realizada quando ndo existiu resposta imune

detectada sorologicamente nos animais.



5 RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados em tabelas de forma a comparar a
resposta sorolégica entre os grupos experimentais dos bovinos vacinados e do
controle.

A tabela 3 mostra o perfil soroldégico dos animais do grupo de controle nos
dois momentos do experimento. Esses bovinos do grupo de controle
apresentaram, ao longo do experimento, uma condicdo sorolégica baixa em

relacdo a cepa de referéncia e nula em relagdo a de campo.



TABELA 3. Numero de animais reagentes no teste de aglutinacdo rdpida em placa
das amostras de soro dos bovinos do grupo de controle ndo vacinados (n=10)
avaliados em periodos distintos (dia O e dia 51), utilizando cepas de referéncia

(MT) e de campo de C. chauvoei

Diluicao
Cepas de volume de
C. 1/1 1/10 1/100 1/1000
_ soro (uL)
chauvoei
O 51 0 51 0 51 0 51
40 3 3 3 3 3 3 0 0
Referéncia
(MT) 20 3 3 3 3 3 3 0 o0
10 2 2 2 2 2 2 0 0
5 1 1 1 1 1 1 0 O
40 O 0 0 0O O O o o
Cepa de 20 O 0 0 0 0O O o0 O
campo 10 0O 0 0 0O OO 0 O
5 O 0 0o 0 O O o0 o

*Avaliacdo soroldgica em momentos distintos, correspondentes aos periodos dos grupos
vacinados, onde 0 é o periodo que antecede a vacinagao e 51 o periodo apos a vacinagéo.



As figuras 1 e 2 representam o numero de bovinos reagentes ao teste de
soroaglutinacdo em placa antes da vacinacdo (dia 0), quando analisados com a
cepa de referéncia e com a cepa de campo, respectivamente, em relagcdo ao

grupo de controle e aos trés grupos dos bovinos vacinados e revacinados.

N° de animais positivos

Controle H Vacina 1 B Vacina 2 [0 Vacina 3

Figura 1. Representacdo grafica do nUumero de bovinos reagentes ao teste de
soroaglutinacdo em placa antes da vacinacdo, quando analisados com a cepa de

referéncia (MT), para todos os grupos avaliados.
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Figura 2. Representacdo grafica do numero de bovinos reagentes ao teste de
soroaglutinacdo em placa antes da vacinagéo, quando analisados com a cepa de campo,

para todos os grupos avaliados.



As figuras 3 e 4 representam o numero de bovinos reagentes ao teste de
soroaglutinacdo em placa apos a vacinacao e reforgco vacinal, quando analisados

frente as mesmas cepas.
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Figura 3. Representacdo grafica do numero de bovinos reagentes ao teste de
soroaglutinacdo em placa apés a vacinacdo e refor¢o vacinal, quando analisados com a

cepa de referéncia (MT), para todos 0s grupos avaliados.
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Figura 4. Representagdo grafica do ndmero de bovinos reagentes ao teste de
soroaglutinacdo em placa apds a vacinagdo, quando analisados com a cepa de campo,

para todos os grupos avaliados.

As tabelas de 4 a 6 apresentam o numero de bovinos que responderam
positivamente a vacinacdo realizada com as trés vacinas comerciais utilizadas
nesse estudo. Conforme essas tabelas, o numero de animais reagentes
imunizados com as trés vacinas testadas demonstrou que estes apresentaram
uma expressiva resposta imunologica frente a cepa de referéncia (MT), presente
nas vacinas, e uma baixa resposta em relacdo a cepa de campo. Contudo,
observou-se uma resposta sorolégica mais eficaz da vacina de nimero 3 em

relacdo a cepa de campo.



TABELA 4. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinagdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 1, antes
(dia 0) e apds a vacinacéo e reforgo vacinal (dia 51)

Diluicao

Cepa  volumede .. 440 1100 1/1000
soro (uL)

0 51 0 51 0 51 0 51

40 3 18 3 18 3 17 0 12

Referéncia 20 3 18 3 18 3 17 0 12

(MT) 10 3 13 3 13 2 9 0 5

5 2 13 2 12 0 7 0 4

40 1 6 1 6 1 5 0 1

Cepa de 20 1 6 1 6 1 5 0 1

campo 10 1 3 1 3 0 3 0 0

5 1 1 1 1 0 1 0 0

*Avaliagdo soroldgica em momentos distintos, correspondentes aos periodos dos grupos vacinados,

onde 0 é o periodo que antecede a vacinagéo e 51 é o periodo apds a vacinacao.



TABELA 5. Nimero de animais reagentes ao teste de aglutinagdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 2, antes
(dia 0) e apds a vacinacéo e reforgo vacinal (dia 51)

Diluic&o

Cepa  volumede ., 440 1100 1/1000
soro (uL)

0 51 0 51 0 51 O 51

40 3 19 3 19 3 19 0 17

Referéncia 20 3 19 3 19 3 19 0 16

(MT) 10 3 17 3 17 2 17 0 12

5 3 14 3 14 2 14 0 12

40 O 6 0 6 05 0 0

Cepa de 20 O 6 0 6 05 0 0

campo 10 0 3 0 3 0 2 0 0

5 0 3 0 2 0 2 0 0

*Avaliacdo sorolégica em momentos distintos, correspondentes aos periodos dos grupos vacinados,
onde 0 é o periodo que antecede a vacinagdo e 51 é o periodo apés a vacinagao.



TABELA 6. Niumero de animais reagentes ao teste de aglutinagdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 3, antes
(dia 0) e apds a vacinacéo e reforgo vacinal (dia 51)

Diluicao

Cepa  volumede ., 440 1100 1/1000
soro (uL)

0 51 0 51 0 51 0 51
40 2 17 2 17 1 15 0 6
Referancia 20 2 17 2 17 1 15 0 5
(MT) 10 2 17 2 17 1 15 0 3
5 2 16 2 15 1 9 0 2
40 0 12 0 12 0 11 0 3
Cepa de 20 0 12 0 12 0 10 0 1
campo 10 0 11 0 10 0 8 0 O
5 O 8 0 8 0 4 0 0

*Avaliagdo soroldgica em momentos distintos, correspondentes aos periodos dos grupos vacinados,

onde 0 é o periodo que antecede a vacinacéo e 51 € o periodo apds a vacinagao.

As tabelas 7 e 8 apresentam a analise estatistica utilizando o teste exato de
Fisher (P< 0,05), com o objetivo de comparar 0 nimero de animais reagentes para
as cepas de referéncia (MT) (tab. 7) e de campo (tab. 8), dos grupos de controle,
vacinas 1, 2 e 3 nas diferentes quantidades de soro e suas respectivas diluicdes.
A comparacéo das tabelas 7 e 8 por meio do teste exato de Fisher demonstra que
os trés grupos dos bovinos avaliados na situacdo pré-vacinagdo nao tiveram
diferencas significativas entre eles e em relacdo ao grupo de controle.

Na andlise da etapa apds a revacinacao (tab. 7) houve diferenca estatistica
significativa (P< 0,05) entre os grupos dos animais vacinados, que responderam
positivamente ao teste de soroaglutinacdo rdpida em placa com o antigeno (cepa

de referéncia — MT), e o grupo de controle. Nessa mesma analise estatistica



referente a cepa de campo (tab. 8) na situacao prévia a vacinacédo, a comparagao
entre 0s quatro grupos de animais ndo demonstrou variacdo estatistica
significativa (P< 0,05). Quando comparou-se na etapa pos-vacinagado 0s grupos de
bovinos vacinados em relacdo ao grupo de controle, verificou-se uma baixa
resposta dos grupos dos animais vacinados com as vacinas 1 e 2 e uma melhor
resposta imune do grupo que recebeu a vacina 3. O teste exato de Fisher
demonstrou uma diferenga significativa na maioria das diluicbes realizadas no

teste de soroaglutinacao rapida em placa.



TABELA 7. Nimero de animais reagentes ao teste de aglutinagdo em placa das
amostras de soro (n=70) de bovinos do grupo de controle e dos grupos vacinados
com as vacinas 1, 2 e 3, reagentes para a cepa de referéncia (MT), antes (dia 0) e
apos a vacinacao e reforco vacinal (dia 51) por volume de soro e diluicdo

Volume de Diluicdo Controle Vacinal Vacina?2 Vacina 3 p**
soro (uL) (n=10) (M=20) (n=20) (n=20)
0o 51 0 51 0 51 0 51 0 51

11 3 3 3 18 3 19 2 17 0,5960 0,0003

40 1/10 3 3 3 18 3 19 2 17 0,5960 0,0003
1/100 3 3 3 17 3 19 1 15 0,2844 10,0014

1/1000 0 0 0 12 0 17 0 6 ----  <0,0001

11 3 3 3 18 3 19 2 17 0,5960 0,0003

20 1/10 3 3 3 18 3 19 2 17 0,5960 0,0003
1/100 3 3 3 17 3 19 1 15 0,2844 0,0014

1/1000 0 0 0O 12 0 16 0 5 ----  <0,0001

11 2 2 3 183 3 17 2 17 0,9627 0,0016

10 1/10 2 2 3 183 3 17 2 17 0,9627 0,0016
1/100 2 2 2 9 2 17 1 15 0,6230 0,0014

1/1000 0 0 0 5 0O 12 0 3 ---- 0,0014

11 1 1 2 13 3 14 2 16 1,0000 0,0021

1/10 1 1 2 12 3 14 2 15 1,0000 0,0051

1/100 1 1 0 7 2 14 1 9 06641 0,0137

1/1000 0 0 0 4 O 12 0 2 ---- 0,0003

*Avaliagdo sorologica em momentos distintos, correspondentes aos periodos dos grupos

vacinados, onde 0 é o periodo que antecede a vacinagéo e 51 o periodo apés a vacinagao.

** P = njvel descritivo do teste exato de Fisher.



TABELA 8. Niumero de animais reagentes ao teste de soroaglutinagdo em placa
das amostras (n=70) de bovinos do grupo de controle e dos grupos vacinados com
as vacinas 1, 2 e 3, reagentes para a cepa de campo, nos dois momentos do
experimento, antes (dia 0) e ap0s a vacinacdo e reforco vacinal (dia 51), por
volume de soro e diluicdo

Volume de Diluicdo Controle Vacinal Vacina 2 Vacina 3 p**
soro (n=10) (n=20) (n=20) (n=20)
(nt)
O 51 0 51 O 51 O 51 0 51
1/1 O 0 1 6 O 6 0 12 11,0000 0,0081
40 1/10 O 0 1 6 O 6 0 12 11,0000 0,0081
/2700 0 o0 1 5 0 5 0 11 1,0000 0,0127
/1000 0 0 0 1 0 0 0 3 0,2973
1/1 O 0 1 6 O 6 0 12 11,0000 0,0081
20 1/10 O 0 1 6 O 6 0 12 11,0000 0,0081
/2700 0 O 1 5 O 5 0 10 1,0000 0,0355
/1000 0 0 0 1 0 0 0 1 - 1,0000
1/1 o o0 1 3 O 3 0 11 11,0000 0,0025
10 1/10 o o0 1 3 O 3 0 10 11,0000 0,0089
/2700 0 o0 1 3 0 2 O 8 1,0000 0,0378
/000 0 0 O O O o0 O 0
1/1 o o0 1 1 o0 3 ©0 8 1,0000 0,0112
1/10 o o0 1 1 o0 2 O 8 1,0000 0,0069
/2700 0 O O 1 0 2 0 4 0,3768
/000 0 0 O O O o0 © 0

*Avaliacdo sorolégica em momentos distintos, correspondentes aos periodos dos grupos vacinados,

onde 0 é o periodo que antecede a vacinagdo e 51 é o periodo apés a vacinacao.

** P = njvel descritivo do teste exato de Fisher.

As tabelas de 9 a 16 comparam o0 numero de animais reagentes para a
cepa de referéncia (MT) em relagédo aos reagentes para a cepa de campo. Nesta
comparacdo foi utilizado o teste estatistico de McNemar. Essas tabelas indicam a
proporcao de bovinos positivos para a cepa de referéncia (MT) em comparacédo ao
namero de animais positivos para a cepa de campo, por meio do teste estatistico
de McNemar (P <0,05). Nas tabelas 9, 11, 13 e 15, a variante Kappa apresenta

concordancia alta, pois a comparacao entre os resultados realizados por meio dos



testes de soroaglutinacdo rapida em placa com as cepas de referéncia (MT) e de
campo foi obtida antes da vacinacdo. A variante Kappa indica o coeficiente de
concordéancia entre as duas cepas testadas. Essa concordancia € considerada alta
quando o valor do Kappa se aproxima de um (1).

Diferentemente das tabelas 10, 12, 14 e 16 que apresentam concordancia
baixa, pois a comparacao entre os bovinos testados frente as cepas de referéncia
(MT) e de campo, foi feita apds a etapa de vacinacdo, indicando uma resposta
imune eficaz. Utilizando este mesmo teste para as tabelas de 17 a 20, foi feita
uma comparacao com a cepa de referéncia (MT) das situacdes antes e apds a
vacinacao com o objetivo de avaliar o grau de concordancia entre as mesmas. As
tabelas 17 a 20 demonstram a comparagcdo entre a resposta imunolégica dos
animais testados frente a cepa de referéncia (MT) por meio do teste de
soroaglutinacdo rapida em placa, nos dois momentos do experimento no grupo de
controle e antes e depois da vacinacdo dos trés grupos de animais vacinados e
revacinados. O valor da variante Kappa no grupo dos animais de controle (tab.
17), € maximo (1). Isto demonstra que os dois momentos do experimento
concordam entre Si.

Nas tabelas 18, 19 e 20 os bovinos dos grupos vacinados com as vacinas
1, 2 e 3 desenvolveram resposta soroldgica satisfatoria quando testados frente a
cepa de referéncia (MT). Para os trés grupos de animais imunizados e avaliados
com as respectivas vacinas, o coeficiente de concordancia (Kappa) apresentou
valor baixo, demonstrando que existe pouca concordancia nos dois momentos
analisados: antes e depois da vacinacdo e do reforco vacinal (dias 0 e 51,
respectivamente).

Do mesmo modo, esse teste foi realizado novamente nas tabelas de 21 a
24 para a cepa de campo. Observou-se que nos grupos dos bovinos de controle e
nos grupos vacinados com as respectivas vacinas 1, 2 e 3, o valor da variante
Kappa se manteve nulo ou baixo, expressando alta concordancia entre as

respostas sorologicas dos grupos.



TABELA 9. Nimero de animais reagentes ao teste de aglutinagdo em placa das
amostras de soro (n=10) de bovinos do grupo de controle indicando a proporgéo
de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em comparacdo aos animais
reagentes a cepa de campo, antes da vacinacao (dia 0)

Volume c q Referéncia (MT)
de soro Diluicéo epa de N . P Kappa
campo  positivo Negativo
(nt)
Positivo 0 0
11 Negativo 3 7
1/10 ,\F;osittiyo g (7)
40 egf.i‘wo
1/100 P03|t|yo 0 0
Negativo 3 7
1/1000 Positivo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
11 Negativo 3 7
1/10 ,\F;osittiyo g (7)
20 egf.i_wo
1/100 Posmyo 0 0
Negativo 3 7
11000 Positvo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
11 Negativo 2 8
1/10 ’\FI’ositiyo C2) g
10 egr.:lt_wo
1/100  Positivo 0 0
Negativo 2 8
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
11 Negativo 1 9
1/10 Positiyo 0 0
5 Negativo 1 9
1100  Positivo 0 0
Negativo 1 9
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 10. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=10) de bovinos do grupo de controle indicando a proporgéo
de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em comparacdo com a cepa
de campo, apds a vacinacgéao e reforco vacinal (dia 51)

Volume de c q Referéncia (MT)
soro Diluicdo —-Pade P Kappa
¢ campo  positivo Negativo PP
(nt)
Positivo 0 0
11 Negativo 3 7
Positivo 0 0
1/10 _
o e
1/100 ositivo
Negativo 3 7
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 10
Positivo 0 0
11 Negativo 3 7
1/10 I\Ij’osit;yo g (7)
20 egz.;l_lvo
1/100 Posmyo 0 0
Negativo 3 7
Y1000 Posivo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
1 Negativo 2 8
1/10 Positiyo 0 0
10 Negativo 2 8
1100  Positivo 0 0
Negativo 2 8
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
11 Negativo 1 9
Positivo 0 0
1/10
5 Negativo 1 9
1100 Positivo 0 0
Negativo 1 9
Positivo 0 0
1/1000 _
Negativo 0 10

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 11. Numero de animais reagentes ao teste de soroaglutinagdo em placa
das amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 1,
indicando a propor¢cdo de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em

comparacdo com a cepa de campo, antes da vacinacao (dia 0)

Volume de q Referéncia (MT)
soro Diluicéo Cepa de N . P Kappa
campo  posijtivo Negativo
(uL)
Positivo 1 0
1/1 Negativo 2 17 0.1573 04595
110 ~ Positivo L 0 01573  0,4595
i . Negatvo 2 17
Positivo 1 0
1/100
~ Negativo 2 17 01573 04595
1/1000 POS|t|V0 0 0 L L
Negativo 0 20
Positivo 1 0
1/1 Negativo 2 17 01573 04595
iti 1 0
110  Positivo 0,1573  0,4595
Negativo 2 17
1/100 ositivo
~ Negativo 2 17 01573 0,459
1/1000 Positvo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 1 0
1/1 Negativo 2 17 01573 04595
- 1
110  Positvo 0 0,1573  0,4595
0 . Negatvo 2 17
1100  Positivo 0 0
~Negativo 2 18
11000 FPositivo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 1 0
1/1 Negativo 1 18 03173 06429
110  Positivo L O 03173 10,6429
& Negavo 1 18
Positivo 0 0
1/100 .
Negativo 0 20
Positivo 0 0
1/1000 .
Negativo 0 20

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 12. Numero de animais reagentes ao teste de soroaglutinagdo em placa
das amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 1
indicando a proporcdo de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em
comparacado com a cepa de campo, apos a vacinacao e reforco vacinal (dia 51)

Volume de q Referéncia (MT)
soro Diluicéo Cepa de N _ P Kappa
campo  positivo Negativo
(uL)
Positivo 6 0
1/1 Negativo 12 5 0,0005 0,0909
iti 6 0
1/10 Positivo 0,0005  0,0909
40 Negativo 12 2
Positivo 5 0
1/100
Negativo 12 3 0,0005 01111
11000  Positivo ! 0 0,0009 0,0678
Negativo 11 8
Positivo 6 0
1/1 Negativo 12 5 0,0005 0,0909
iti 0 6
1/10 Positivo 0,0005  0,0909
20 Negativo 12 2
Positivo 5 0
1/100
Negativo 12 3 0,0005 01111
11000  Positivo ! 0 0,0009 0,0678
Negativo 11 8
Positivo 3 0
1/1 Negativo 10 - 0,0016 0,1736
1/10 Positivo 3 0 0,0016 0,1736
10 Negativo 10 7
1100  Positivo 3 1 00339  0,1398
Negativo 7 10
11000  Positivo 0 0
Negativo 5 15
Positivo 1 0
1/1 Negativo 12 7 0,0005 0,0551
110  Positivo L 0 0,0009  0,0678
5 Negativo 11 8
1100  Positivo L 0 00143 01781
Negativo 6 13
11000  Positivo 0 0
Negativo 4 16

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 13. Numero de animais reagentes ao teste de soroaglutinacdo em placa
das amostras (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 2 indicando a
proporcéo de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em comparacao
com a cepa de campo, antes da vacinacéo (dia 0)

Volume de c q Referéncia (MT)
soro Diluicéo epa de - . P Kappa
campo  pgsitivo  Negativo
(uL)
Positivo 0 0
Y Negatvo 3 7o
1/10 l\Ii’ositiyo g 1O7
40 egg’Flvo
1/100 Posmyo 0 0
~_Negativo 3 17
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 0
Y1 Negatvo 3 7o
1/10 Positiyo 0 0
20 ~Negativo 3 17
1/100 Positiyo 0 0
~_Negativo 3 17
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 0
M Negaivo 3 7 T T
1/10 Positiyo 0 0
10 ~_Negativo 3 17
1/100 Positiyo 0 0
__Negativo 2 18
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 0
Y Negativo 3 7 T
1/10 Positiyo 0 0
5 ~_Negativo 3 17
1/100 Positiyo 0 0
~_Negativo 2 18
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 14. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 2,
indicando a proporcdo de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em
comparacado com a cepa de campo, apos a vacinacao e reforco vacinal (dia 51)

Volume de q Referéncia (MT)
soro Diluicéo Cepa de - . P Kappa
campo  pgositivo  Negativo
(uL)
Positivo 6 0
Y Negativo 13 p 00003 0044
110  Positivo 6 0 0,0003 0,0441
40 ~_Negativo 13 1
Positivo 5 0
1/100
Y Negativo 14 p 00002 00345
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 17 3
Positivo 6 0
Y1 Negativo 13 g 00008 0044
iti 6 0
110  Positivo 0,0003 0,0441
20 ~_Negativo 13 1
Positivo 5 0
1/100
Y Negativo 14 g 00002 00345
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 16 4
Positivo 3 0
W Negativo 14 g 00002 00604
iti 3 0
110  Positivo 0,0002 0,0604
10 ~_Negativo 14 3
Positivo 2 0
1/100
P Negativo 15 g 00001 0038
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 12 8
Positivo 3 0
W Negativo 11 g 00009 01406
-, . 2
110  Positivo 0 0,0005 0,0909
5 Negativo 12 6
Positivo 2 0
1/100
0 Negativo 12 g 00005 00909
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 12 8

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 15. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 3,
indicando a proporcdo de animais positivos para a cepa de referéncia (MT) em

comparacdo com a cepa de campo, antes da vacinacao (dia 0)

Volume de c q Referéncia (MT)
SO0 Diluigio  ~oPa 0¢ P Kapbpa
¢ campo  pgsitivo  Negativo PP
(uL)
Positivo 0 0
Y Negatvo 2 g
1/10 l\Ii’ositiyo (2) 108
40 egg‘Flvo
1/100 Posmyo 0 0
~_Negativo 1 19
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20
Positivo 0 0
Y Negatvo 2 g
1/10 POSlthO 0 0 L L
20 ~Negativo 2 18
1/100 POSlthO 0 0 L L
~_Negativo 1 19
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20
Positivo 0 0
M Negaivo 2 8 T
1/10 POSlthO 0 0 L L
10 ~ Negativo 2 18
Positivo 0 0
1/100
__Negativo 1 19
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20
Positivo 0 0
Y Negativo 2 8
Positivo 0 0
1/10
5 ~_Negativo 2 18
Positivo 0 0
1/100
~_Negativo 1 19
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 16. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 3,
indicando a proporcdo de animais reagentes para a cepa de referéncia (MT) em
comparacdo com a cepa de campo, apos a vacinacao e reforco vacinal (dia 51)

Volume de q Referéncia (MT)
soro Diluicéo Cepa de N _ P Kappa
campo  positivo Negativo
(uL)
Positivo 12 0 N
Y1 Negativo 5 g 00ms 0418t
110 Positvo 12 0 0,0253  0,4186*
Positivo 9 2
1/100
7 Negativo 6 g OB 0
Positivo 2 1
1/1000
Negativo 4 13 0,1797 0,3056
Positivo 12 0 N
Y1 Negatvo 5 g 008 04lse
iti 12 0
110  Positivo 00253  0,4186*
Positivo 8 2
1/100
T Negativo 7 g 0096 01000
Positivo 0 1
1/1000
Negativo 5 14 0,1025 0,0909
Positivo 11 0
M Negativo 6 g 001 0948
iti 10 0
110  Positivo 00082  0,3000
0 . Negatvo 7 3
Positivo 6 2
1/100
7 Negativo 9 g 0048 00000
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 3 17
Positivo 7 1
Y Negaivo 9 g ooua ol0m
" 5
110  Positivo 6 0,0348  0,0000
5 Negativo 9 3
Positivo 4 0
1/100 *
7 Negativo 5 11 008 0A418T
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 2 18

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 17. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=10) de bovinos do grupo de controle, comparando a resposta
sorolégica frente a cepa de referéncia (MT) antes (dia 0) e depois da vacinacgéo e
reforco vacinal (dia 51)

Referéncia Referéncia (MT) —
Volume de MT) - Depois
soro o
" Diluigéo Antes (dia 51) P Kappa
" (dia0)  positivo Negativo
Positivo 3 0
1/1 Negativo 0 7T 1,0000
Positivo 3 0
1/10
40 ~_Negativo 0 7 1,0000
Positivo 3 0
1/100
~_Negativo 0 7 1,0000
1/1000 Positivo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 3 0
1/1 Negativo 0 7 ----1,0000
Positivo 3 0
1/10
20 ~_Negativo 0 7 1,0000
Positivo 3 0
1/100
~_Negativo 0 7 1,0000
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 2 0
1/1 Negativo 0 8 ----1,0000
- > 0
1/10 Posmyo 10000
10 ~_Negativo 0 8
Positivo 2 0
1/100
~ Negativo 0 8 1,0000
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 1 0
1/1 Negativo 0 9 ---- 1,0000
1/10 Posmyo 1 0 10000
5 ~_Negativo 0 9
Positivo 1 0
1/100
~ Negativo 0 9 1,0000
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10

P = nivel descritivo de MacNemar.



TABELA 18. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 1,
comparando a resposta sorolégica frente a cepa de referéncia (MT) antes (dia 0) e
depois da vacinacéo e reforco vacinal (dia 51)

Referéncia (MT)

Referéncia i
Volume de soro Depois
Diluicio (MT) Antes . P  Kappa
(uL) . (dia 51)
(dia 0)

Positivo Negativo

Positivo 3 0
U1 Negativo 15 p 00001 0038
Yo POSIhO 3 O 00001 0,0385
Negativo 15 2
40 i 5 0
1/100 OSItlivo
Negativo 14 3 0002 0.0604
1/1000  Positivo 0 0
Negativo 12 8
Positivo 3 0
U1 Negavo 15 p 00001 00385
iti 3 0
Yo~ Positvo 0,0001 0,0385
20 Negatvo 15 2
Positivo 3 0
1/100
Negativo 14 3 0002 00604
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 12 8
Positivo 3 0
U1 Negatvo 10 7 00016 0.17%6
110  Positivo 3 0 0,0016 0,1736
10 Negativo 10 7
Positivo 1 1
1/100
Negatvo 8 10 0196 00217
1/1000 POSitiYO 0 0 L L
Negativo 5 15
Positivo 2 0
U1 Negavo 11 7 00009 01129
1/10  Positivo 2 0 0,0016 0,1379
5 Negativo 10 8
1/100 Positiyo 0 0
Negativo 7 13
1/1000  Positivo 0 0
Negativo 6 14




TABELA 19. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 2,
comparando a resposta soroldgica frente a cepa de referéncia (MT) antes (dia 0) e
depois da vacinacéo e reforco vacinal (dia 51)

aAnci Referéncia (MT) —
Volume de Referéncia (MT)

. (MT) — Depois
Soro Diluicdo  Antes (dia 51) P Kappa
L )
(Wb) (dia 0) Positivo Negativo
Positivo 3 0
Y Negativo 16 g  <00001 00184
110  Positivo 3 O 00001 00184
Negativo 16 1
1/100 ositivo
0 Negativo 16 p  <0.0001 00184
1/1000  Positivo 0 0
Negativo 17 3
Positivo 3 0
M Negativo 16 g <0001 00184
110  Positivo 3 O 00001 00184
20 ~_Negativo 16 1
Positivo 3 0
1/100
Y Negativo 16 g <0001 00184
11000 ~ Positivo 0 0
Negativo 16 4
Positivo 3 0
Y Negativo 14 g 00002 00604
1/10 Positivo 3 0 0,0002  0,0604
10 ~_Negativo 14 3
Positivo 2 0
1/100
Y Negativo 15 g 00001 00385
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 12 8
Positivo 3 0
Y Negativo 11 g 00009 01406
110  Positivo 3 0 0,0009  0,1406
5 ~_Negativo 11 6
Positivo 2 0
1/100
Y Negativo 12 g 00005 00909
11000  Positivo 0 0
Negativo 12 8




TABELA 20. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 3,
comparando a resposta soroldgica frente a cepa de referéncia (MT) antes (dia 0) e
depois da vacinacéo e reforco vacinal (dia 51)

anci Referéncia (MT) —
Volume de Referéncia (MT)

. (MT) — Depois
Soro Diluicdo  Antes (dia 51) P Kappa
L )
(Wb) (dia0)  positivo Negativo
Positivo 2 0
M Negativo 15 g 00001 0038
.-, . 2 o
110  Positivo 0,0001 0,0385
Positivo 1 0
1/100
~__Negativo 14 5 0.0002 0,0345
1/1000  Positivo 0 0
Negativo 6 14
Positivo 2 0
Y Negativo 15 g 00001 0038
-, . 2 o
110  Positivo 0,0001 0,0385
Negativo 15 3
1/100 ositivo
~_Negativo 14 5 0,000z 0,0345
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 5 15
Positivo 2 0
Y Negativo 15 g 00001 0038
-, . 2 0
1/10 Positivo 0,0001 0,0385
Negativo 15 3
1/100 ositivo
~__Negativo 14 5 0.0002 0,0345
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 3 17
Positivo 2 0
Y Negativo 14 4 00002 00541
110  Positivo 2 0 0,0003 0,0714
Negativo 13 5
1/100 osl
P Negativo g 1n 00047 01209
1/1000  Positivo 0 0
Negativo 2 18




TABELA 21. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=10) de bovinos do grupo de controle comparando a resposta
sorolégica frente a cepa de campo, antes (dia 0) e depois da vacinacao e refor¢o

vacinal (dia 51)

Cepade Cepade campo —
volume de . . . tampo - Depois (dia 51)
Soro Diluicdo  antes P Kappa
(ub) (dia 0) Positivo Negativo
Positivo 0 0
M Negativo 0 10
1/10 I\FI)OS|t|VO 8 100 L L
40 eg?_#lVO
1/100 Posmyo 0 0
~Negativo 0 10
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
M1 Negativo 0 0
1/10 Positiyo 0 0
20 ~_ Neqgativo 0 10
1/100 Positiyo 0 0
~Negativo 0 10
1/1000  Positivo 0 0
Negativo 0 10
Positivo 0 0
1/1 Negativo 0 10
1/10 POSlthO 0 0 L L
10 ~Negativo 0 10
1/100 POSlthO 0 0 L L
~Negativo 0 10
1/1000 POSlthO 0 0 L L
Negativo 0 10
Positivo 0 0
-1 Negativo 0 10
1/10 POSitiYO 0 0 . L
5 ~Negativo 0 10
1/100 Positiyo 0 0
~Negativo 0 10
1/1000 POSitiYO 0 0 . L
Negativo 0 10

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 22. Niumero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 1,
comparando a resposta soroldgica frente a cepa de campo, antes (dia 0) e depois

da vacinacéo e reforco (dia 51)

Volume de c q Cepa de campo —
soro TR €pa de campo  pepois (dia 51
Diluiggo ™4~ o (dia 0) p ( ) P Kappa
(uL) Positivo Negativo
Positivo 1 0
Y1 Negativo 5 14 00253 02187
1/10 PosItivo L 0 0,0253  0,2187
i  Negativo 5 14
Positivo 1 0
1/100
Y Negativo 4 15 004 02727
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 1 19
Positivo 1 0
M Negativo 5 14 00253 02187
iti 1 0
1/10 Positivo 0,0253  0,2187
Negativo 5 14
1/100 ositivo
77 Negativo 4 15 0045 02727
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 1 19
Positivo 1 0
V1 Negativo 2 17 01573 04595
" 1
1/10 Positivo 0 0,1573  0,4595
0 Negativo 2 17
1/100 Positiyo 0 0
Negativo 3 17
1/1000 Positiyo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 1
1/1 Negativo 1 18 1,0000  0,0526
o 1
1/10 Positivo 0 1,0000 0,0526
e Negativo 1 18
Positivo 0 0
1/100
Negativo 1 19
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 23. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados e com a vacina 2,
comparando a resposta soroldgica frente a cepa de campo, antes (dia 0) e depois

da vacinacéo e reforco vacinal (dia 51)

Cepade Cepade campo —
Volume de soro o campo — Depois (dia 51)
Diluicao Antes P Kappa
(uL) . Positivo Negativo
(dia 0)
Positivo 0 0
1 Negativo 6 14
1/10 I\IIDOSitiyo g 104
40 eg:_;rflvo
1/100 Positivo 0 0
Negativo 5 15
1/1000 Positivo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 0
11 Negativo 6 14
1/10 Positiyo 0 0
20 Negativo 6 14
1/100 Positivo 0 0
Negativo S 15
11000 ~ Positvo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 0
11 Negativo 3 17
1/10 Positiyo 0 0
10 Negativo 3 17
1/100 Positiyo 0 0
Negativo 2 18
1/1000 Positivo 0 0
Negativo 0 20
Positivo 0 0
11 Negativo 3 17
1/10 Positivo 0 0
5 Negativo 2 18
1/100 Positivo 0 0
Negativo 2 18
11000 ~ Positvo 0 0
Negativo 0 20

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



TABELA 24. Numero de animais reagentes ao teste de aglutinacdo em placa das
amostras de soro (n=20) do grupo de bovinos vacinados com a vacina 3,
comparando a resposta soroldgica frente a cepa de campo, antes (dia 0) e depois

da vacinacéo e reforco vacinal (dia 51)

Volume de c q Cepa de campo —
soro TR €pa de campo  pepois (dia 51
Diluicao ~ Antes (dia 0) p ( ) P Kappa
(uL) Positivo Negativo
Positivo 0 0
Y Negativo 12 g
1/10 l\Ij’ositiyo 102 g
40 egé.wo
1/100 POSlUYO 0 0 L L
Negativo 11 9
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 3 17
Positivo 0 0
M Negativo 12 g
1/10 POSitiYO 0 0 L L
20 Negativo 12 8
1/100 POSlUVO 0 0 L L
Negativo 10 10
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 1 19
Positivo 0 0
1/1 Negativo 11 9
1/10 POSitiYO 0 0 L L
10 Negativo 10 10
1/100 POS|t|VO 0 0 L L
Negativo 8 12
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20
Positivo 0 0
M Negativo 8 12
Positivo 0 0
1/10
5 Negativo 8 12
Positivo 0 0
1/100
Negativo 4 16
Positivo 0 0
1/1000
Negativo 0 20

P = nivel descritivo do teste de McNemar.



6 DISCUSSAO

No presente estudo foi feita a comparacéo da resposta soroldgica por meio
do teste de soroaglutinacdo rapida em placa, de bovinos vacinados com trés
vacinas comerciais e polivalentes contra o carblnculo sintomatico em uso no
Brasil, empregando duas cepas: uma de referéncia (MT) e uma cepa de campo.
MACHEAK et al. (1972) demonstraram que existe uma relacéo entre os titulos de
aglutinacdo e a resposta imunoldgica de bovinos vacinados com bacterinas
experimentais e comerciais de Clostridium chauvoei.

A técnica de soroaglutinacdo rapida em placa pode ser muito Util para medir
0s anticorpos, assim como para medir a habilidade relativa de animais vacinados
de resistirem a infeccdo quando inoculados com diluicdes de um preparo de
esporos padronizados de C. chauvoei para desafio (CLAUS & MACHEAK, 1972).

O principio do teste de soroaglutinacdo consiste na ligacdo do antigeno
com o anticorpo e que se realiza pela formacdo de multiplas ligagcdes néo
covalentes entre o antigeno e os epitopos do local de unido. Embora as forcas de
atracdo (pontes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, Van der Waals e hidrofébicas)
envolvidas nestas unides sejam individualmente fracas em comparacdo com as
ligacdes covalentes, a maior quantidade possivel de ligacbes leva a uma
consideravel forca de coesdo. As ligacbes ndo covalentes sdo criticamente
dependentes da distancia entre os grupos reagentes (TIZARD, 2002).

Frente aos resultados apresentados nas tabelas 3 e 4 (grupo de controle),
0s bovinos reagentes ao teste de soroaglutinagdo rapida podem ter ocorrido
devido as mées desses bezerros terem sido vacinadas contra o carbunculo
sintomatico.

Bezerros filhos de vacas vacinadas possuem imunidade passiva colostral,
que dura aproximadamente trés meses e pode interferir com a imunizacdo ativa
(SCHIPPER et al.,, 1978). O pico dos niveis de imunoglobulinas no soro é
normalmente alcangcado entre 12 e 24 h apdés o nascimento. Apos o término da
absorcdo, esses anticorpos adquiridos passivamente declinam por meio de

processos catabodlicos normais (TIZARD, 2002). A taxa de reducao varia entre as



diferentes classes de imunoglobulinas e o tempo necessario para o declinio a
niveis nao protetores depende de sua concentracao inicial (HEBERT, 1972).

Da totalidade dos bovinos vacinados neste estudo, alguns animais nao
reagiram ao teste de soroaglutinacdo, mesmo recebendo uma dose adequada de
uma vacina e seu reforco. Comumente, o animal pode falhar em desenvolver uma
resposta imunoldgica. Existem muitas razdes pelas quais uma vacina pode nao
conferir imunidade a um animal: se for realizada uma administracdo correta, o
animal pode responder ou ndo. No caso do animal responder podem ocorrer
alguns problemas, tais como: vacina dada muito tarde com o animal j& infectado,
cepa ou organismo errado ou antigenos ndo protetores; no caso dos animais que
ndo respondem, podem ter ocorrido os seguintes problemas: interferéncia com
imunidade passiva, animal imunossuprimido, variacdo biolégica ou vacina
inadequada. No caso de ocorrer uma administracdo incorreta, 0s possiveis
problemas seriam a via de administracdo inapropriada, morte da vacina (caso das
vacinas vivas) ou se administradas a animais passivamente protegidos (TIZARD,
2002).

Em alguns casos, a vacina pode na verdade ser ineficiente na protecéo.
Isso poderia acontecer pelas vacinas conterem cepa errada do organismo ou
antigenos errados. A resposta imune, por ser um processo biolégico, nunca
confere uma protecdo absoluta e nunca € equivalente em todos os membros de
uma populacdo vacinada. Como a resposta imune é influenciada por um grande
namero de fatores genéticos ambientais, a variagdo de respostas imunes em uma
grande populagdo de animais tende a seguir uma distribuicdo normal. Isso
significa que a maioria dos animais responde aos antigenos por meio de uma
resposta imunomediada, na qual alguns montardo uma resposta excelente, mas
uma pequena propor¢do montara uma resposta imune muito fraca. O grupo dos
maus respondedores pode ndo ser protegido contra uma infeccdo, apesar de ter
recebido doses de vacinas adequadamente. Portanto, € impossivel garantir 100%
de protecdo em uma populagdo de animais aleatoria, por meio de uma vacinacao
(TIZARD, 2002).



Os resultados expressos nas tabelas de 4 a 6 representam o ndmero de
bovinos que responderam sorologicamente a vacinacdo e ao reforco vacinal
realizadas com as trés vacinas comerciais analisadas. Os dados apresentados
nessas tabelas demonstraram que 0s animais apresentaram uma resposta
sorolégica expressiva em relacdo a cepa de referéncia (MT), presente nas
vacinas. Contudo, somente observou-se uma resposta sorolégica mais eficaz da
vacina de numero 3 em relacdo a cepa de campo. Esses resultados em maior ou
menor proporcdo frente a essa cepa podem ser devido a existéncia de diferencas
antigénicas entre as cepas (TROXEL, 1997).

Entre todos os fatores relevantes na inducdo de imunidade contra o
Clostridium chauvoei, o mais importante € a diferenca de protecdo que é dada por
vacinas com cepas homologas as do ambiente e por vacinas com cepas
heterdlogas as encontradas no campo (SCHIPPER, 1978).

A possibilidade mais evidenciada no presente estudo foram as diferencas
significativas no teste de soroaglutinacéo rapida em placa quando se utiliza cepas
distintas de Clostridium chauvoei, confirmando a ocorréncia de diferencas
antigénicas entre as cepas. Sabe-se que a vacinagdo com cepas homodlogas
protege melhor contra desafio homélogo que contra desafio heter6logo, pois
algumas cepas produzem imunidade com maior espectro de protecdo que outras.
Deve-se relatar ainda, o fato de algumas cepas parecerem altamente virulentas,
devendo-se isso provavelmente ao fato de que vacinas produzidas com cepas
laboratoriais que foram submetidas a repetidas subculturas perdem seus
antigenos e assim modificam-se substancialmente, ndo conferindo mais a
protecdo adequada (KERRY, 1967).



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados de avaliacdo da resposta soroldgica em bovinos
vacinados com trés vacinas comerciais polivalentes contra o carbunculo
sintomatico, avaliada pelo teste de soroaglutinacdo rapida e utilizando-se de duas

cepas distintas de Clostridium chauvoei, pode-se concluir que:

e Existem diferencas antigénicas entre as cepas de referéncia (MT) e de
campo.

e A resposta sorolégica dos grupos de bovinos vacinados contra o
carbunculo sintomético foi satisfatoria quando foi utilizada a cepa de referéncia
(MT) nos testes de aglutinacdo rapida, ndo existindo diferengas estatisticas entre
as trés vacinas testadas.

e Apenas uma das trés vacinas testadas desencadeou a formacgédo de
anticorpos aglutinantes na maioria dos bovinos do grupo, quando 0S mesmos

foram avaliados com a cepa de campo.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo |

Meio experimental para anaerdbios

PeptoNa......cooiiiii e 89
Extrato de levedura................cuvvveeiiiinnnnnnn. 29
Extrato de carne............ccccoevviiiiiiiiiiiiiinnnns 1.2g
GlICOSE... oo 5g

NACH .. 29
L-CySteiNa...cccooeeeeeieieeeeeeeeee e 0.29
Caldo de Figado........cccceeviiiiiiiciiiiiiiiieee, 200 ml *
Agua destilada............ccceeveveieieireeeieeen 200 ml

Ajustar o pH a 7.6 e autoclavar a 121°C, por 15 minutos.
* Caldo de figado:

Figado bovino.........cccooiii 500g
Agua destilada...............cooevvviiiiiiiii, 1000 ml

Cortar o figado em particulas pequenas, colocar em um béquer com a agua
destilada e deixar sob refrigeracdo da noite para o dia. Ferver durante 10
minutos, filtrar e clarificar em papel filtro. Ajustar o pH a 7.6.

9.2Anexo Il

Meio de cultura descrito por Claus & Macheak, 1972.

Caldo de carne.........ooueeviiiieiiiiiieee e 600 ml *
Agua destilada..........ccccoveeveeeiiecreie e 400 ml
Peptona.......cccooviiiiiii 10g
NACH .ot 59
Cloridrato de I-cysteina..........cccccevvvvvvvnnnnnnn. 0.3g
AmMIdo SOIUVEL.....ccovieiiiiieii 19
GlICOSE...ci i 0.5g

OBS: o protocolo do * caldo de carne é idéntico ao caldo de figado mas
substitui por coxao mole moido.
Ajustar o pH a 7.2 e autoclavar a 121°C, por 15 minutos.
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