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Evaluation of Vaccinal Antibodies in Buffalo Calves in the Diagnosis of Buffalo Brucellosis By Scab - Over 600
Days of Follow-Up

Eixo Tecnoldgico: Ambiente e Saude

Resumo

A brucelose em bubalinos e bovinos é reconhecida como doenca infecto-contagiosa causada pela Brucella abortus
(B. abortus), caracterizada por manifestagdes clinicas da esfera reprodutiva e severos prejuizos aos produtores. As
investigacBes soroldgicas voltadas a brucelose bubalina no Brasil praticamente estdo restritas & comparacao de
animais reagentes frente as diferentes técnicas diagndsticas. Com efeito, sdo escassos 0s estudos no pais
conduzidos no acompanhamento soroldgico de bezerras bubalinas vacinadas, conforme as recomendagdes do
PNCEBT, particularmente no que tange ao uso das provas confirmatdrias do 2-mercaptoetanol e fixacdo de
complemento. O presente estudo avaliou o perfil soroldgico anti-Brucella abortus em bezerras bubalinas,
vacinadas entre 3 a 8 meses com a B19, utilizando o teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) recomendado
pelo PNCEBT, com vistas a contribuir para o diagnostico e controle da brucelose em bubalinos no Brasil e utilizou
o sistema de cadastro e analise da brucelose - SCAB. Na prova do AAT, aos 15 dias pds-vacinais, 20 (95,2%) das
21 fémeas bubalinas vacinados entre 3 a 8 meses com a vacina B19 apresentaram-se reagentes. Nesta prova um
(4,8%) animal mostrou-se reagente somente no 60° dia pds-vacinal. Entre 0 60° e 120° dias pos-vacinais todos 0s
animais foram reagentes. Aos 150 dias de acompanhamento, dois (9,5%) animais ndo se apresentaram reagentes.
Entre 0 180° e 210° dias p6s-vacinais foi observado declinio do nimero de animais reagentes. O SCAB foi utilizado
em paralelo ao AAT e se mostrou compativel com os resultados encontrados. Cabe aos profissionais do
agronegdcio a correta informagao aos proprietarios e criadores para que animais vacinados ndo sejam considerados
reagentes quando testados fora do tempo preconizado.
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Abstract

Brucellosis in buffaloes and cattle is recognized as an infectious disease caused by Brucella abortus (B. abortus),
characterized by clinical manifestations in the reproductive sphere and severe damage to producers. Serological
investigations focused on buffalo brucellosis in Brazil are practically restricted to the comparison of reagent
animals in the face of different diagnostic techniques. Indeed, there are few studies in the country conducted in the
serological monitoring of vaccinated buffalo heifers, according to the recommendations of the PNCEBT,
particularly with regard to the use of confirmatory tests of 2-mercaptoethanol and complement fixation. The
present study evaluated the anti-Brucella abortus serological profile in buffalo heifers, vaccinated between 3 and
8 months with B19, using the buffered acidified antigen test (AAT) recommended by the PNCEBT, in order to
contribute to the diagnosis and control of brucellosis. in buffaloes in Brazil and used the brucellosis registration
and analysis system - SCAB. In the AAT test, at 15 days post-vaccination, 20 (95.2%) of the 21 female buffaloes
vaccinated between 3 and 8 months with the B19 vaccine were reactive. In this test, one (4.8%) animal was reactive
only on the 60th post-vaccination day. Between the 60th and 120th days post-vaccination, all animals were
reactive. At 150 days of follow-up, two (9.5%) animals were not reactive. Between the 180th and 210th days post-
vaccination, a decline in the number of reactive animals was observed. SCAB was used in parallel with AAT and
proved to be compatible with the results found. It is up to agribusiness professionals to provide correct information
to owners and breeders so that vaccinated animals are not considered reagents when tested outside the
recommended time.
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1. Introducéo

A brucelose em bubalinos e bovinos € reconhecida como doenca infecto-contagiosa causada
pela Brucella abortus (B. abortus), caracterizada por manifestacdes clinicas da esfera
reprodutiva e severos prejuizos aos produtores [1].

O sistema de manejo extensivo, as dificuldades do sucesso de programas de controle
sanitario em paises com grandes rebanhos e com extensa dimenséo territorial, e 0 conceito
equivocado de que os bubalinos séo altamente resistentes as doencgas que acometem 0s bovinos,
sdo fatores que dificultam o controle da brucelose em bubalinos [2]. Outros autores apontaram
evidéncias de caracteristicas distintas na cadeia epidemioldgica da brucelose em bovinos e
bubalinos, que reforcam a necessidade de investigacdes especificas com a doenga em bubalinos,
visto que a maioria dos estudos enfoca a doenca na espécie bovina [3].

A espécie bubalina apresenta como caracteristicas peculiares a sua grande rusticidade e
adaptabilidade a fatores climaticos, topograficos e solos pobres, somadas a dupla aptiddo para
producdo de carne e leite, 0 que a torna boa alternativa para a producdo de proteina animal,
principalmente em paises tropicais como o Brasil [4]. O estreito contato com a espécie bovina,
0 padréo extensivo de criacdo dos bubalinos, 0 acesso continuo desses animais a diversos tipos
de ecossistemas, o hébito da espécie bubalina em banhar-se visando a termorregulacdo
corporea, bem como o pastoreio em aguadas e tanques tornam esta espécie francamente exposta
as infecgdes, incluindo a brucelose [5].

O Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose - PNCEBT [6],
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 recomendacéo faz-
se necessaria no intuito de evitar dificuldades na interpretacdo das provas sorolégicas,
decorrentes da presenca de imunoglobulinas (Ig) residuais de origem vacinal, que poderiam
dificultar a diferenciagdo entre animais infectados e doentes.

As investigaces soroldgicas voltadas a brucelose bubalina no Brasil praticamente estdo
restritas a comparacdo de animais reagentes frente as diferentes técnicas diagndsticas. Com
efeito, sdo escassos o0s estudos no pais conduzidos no acompanhamento soroldgico de bezerras
bubalinas vacinadas, conforme as recomendacdes do PNCEBT, particularmente no que tange
ao uso das provas confirmatorias do 2-mercaptoetanol e fixacdo de complemento.

O presente estudo avaliou o perfil sorologico anti-Brucella abortus em bezerras bubalinas,
vacinadas entre 3 a 8 meses com a B19, utilizando o teste do antigeno acidificado tamponado
(AAT) recomendado pelo PNCEBT, com vistas a contribuir para o diagnostico e controle da
brucelose em bubalinos no Brasil e utilizou o sistema de cadastro e analise da brucelose —
SCAB, em desenvolvimento pela Faculdade de Tecnologia de Botucatu, SP.

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

2.1.2.Animais



C ] SAO PAULO

el .
DE TRABALHOS I GOVERNO DO ESTADO

docentes em
¢ JAULD - 2023

Comisséio

IIMOSTRA CPRII

Anais da VIl Mostra de Docentes em RJI
Foram utilizadas no estudo 21 bezerras bubalinas (Bubalus bubalis), entre 3 a 8 meses de
idade, da raca Murrah e mesticas, clinicamente sadias, criadas em sistema semi-extensivo.

2.1.3.Vacinagéo

A vacina utilizada constitui-se de produto comercial, preparado com a cepa padrdo B19 (B.
abortus), atenuada, liofilizada, com teste de unidades bacterianas viaveis e com resultado
negativo no teste de esterilidade para outros microrganismos.

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

Nédo foi estabelecido grupo controle ndo vacinado, em virtude da obrigatoriedade da
vacinacao do rebanho.

As amostras de sangue de todos os animais foram colhidas da veia jugular, com vistas a
obtencdo de soro para as provas diagndsticas. Em seguida, o soro sanguineo foi cuidadosamente
separado do coagulo, evitando hemolise. Os soros obtidos foram aliquotados em duplicata em
ependorfes de 2 mL e estocados a temperatura de congelamento (-20 C), até 0 momento da
realizacdo dos testes.

Antes da vacinacdo, 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 po6s-vacinacao) e, em seguida, em intervalos de 30 dias, perfazendo assim 90,
120, 150, 180, 210 dias po6s-vacinais.

2.2. Metodologia

2.2.1. Prova do antigeno acidificado tamponado (AAT)

A técnica do AAT foi realizada conforme recomendacdo do PNCEBT do MAPA [6].

Os resultados foram interpretados a partir da presenca de reacdo de aglutinacdo, indicado
pela formacdo de grumos nos animais reagentes e auséncia dos mesmos nos animais nao
reagentes.

2.2.2. Utilizagigo do “SISTEMA DE DIGITALIZACAO E PROCESSAMENTO DE
INFORMAGCOES PARA O DIAGNOSTICO DA BRUCELOSE - SCAB"

Com vistas a fornecer subsidios para o diagndstico e controle da brucelose bubalina foi
utilizacdo do software (SCAB) desenvolvido pelo autor na Fatec-Bt, para o diagnéstico da
brucelose na prova do AAT comparando o resultado com o tradicional. Maximizando a
utilizacdo do software, adaptando-o também a brucelose bubalina.

3. Resultados e Discussao

A persisténcia de Ig séricas pos-vacinais e a ocorréncia de reagdes inespecificas nos métodos
soroldgicos convencionais tém-se constituido no principal entrave no sorodiagnostico da
doenca em bubalinos. Dentre estas reacdes inespecificas incluem-se as reacdes 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) [7;8].
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Bubalinos e bovinos vacinados com a cepa padrdo B19 apresentam predominio da classe
IgM, que mostram concentra¢cdes maximas por volta do 130 dia ap0s a vacinagdo, enquanto a
classe 1gG é observada em pequenas quantidades, com picos maximos entre o 280 e 0 420 dia
pos-vacinais [9].

Apos a deflagracdo do PNCEBT no Brasil, em 2001, a prova do AAT tem sido utilizada
como método de rotina, com deteccdo preferencialmente da classe 1gG nesta prova, fato que
limita a identificacdo de animais no inicio de infeccdo [6].

Na prova do AAT, a presenca de qualquer reacdo de aglutinacdo classifica 0 animal como
reagente. A critério do meédico veterinario, os animais reagentes no AAT poderdo ser
submetidos as provas confirmatorias do 2-ME ou FC [9;10].

A vacinacdo com a cepa atenuada B19 é recomendada para bezerras entre 3 a 8 meses de
idade visto que estes animais ainda ndo sdo sexualmente maturos, impedindo a patogenicidade
da cepa vacinal nas fémeas vacinadas. Ademais, as bezerras vacinadas tornam-se negativas ao
atingirem a idade de cobertura [11]. Outros autores afirmaram que 90% das fémeas vacinadas
entre 3 e 8 meses resultaram negativas em testes sorol6gicos convencionais apos nove meses
da vacinacdo [12]. Portanto, a idade das fémeas na época da vacinacao é um fator limitante no
uso da vacina B19, visto que em animais vacinados apés oito meses de idade, os anticorpos
oriundos da vacinacgdo ndo sao diferenciados dos produzidos por linhagens de campo nas provas
soroldgicas de rotina [11].

Autores [13] investigaram o perfil de aglutininas anti-B. abortus em bezerras bubalinas entre
3 a 8 meses, vacinadas com a dose padrdo da B19. Foi observado que os titulos soroldgicos
mAaximos nas provas convencionais ocorreram entre 0 15° e 0 45° dia apds a vacinacao.

Segundo os resultados na prova do AAT, aos 15 dias pds-vacinais, 20 (95,2%) das 21 fémeas
bubalinas vacinados entre 3 a 8 meses com a vacina B19 apresentaram-se reagentes. Nesta
prova um (4,8%) animal mostrou-se reagente somente no 60° dia p6s-vacinal (animal 20). Entre
0 600 e 1200 dias pds-vacinais todos os animais foram reagentes. Aos 150 dias de
acompanhamento, dois (9,5%) animais ndo se apresentaram reagentes. Entre 0 180° e 210° dias
pos-vacinais foi observado declinio do nimero de animais reagentes (Fig.1).

Fig. 1 -Perfil sorolégico de bezerras bubalinas vacinadas com a estirpe B19 de B. abortus
entre 3 a 8 meses de idade, na prova do antigeno acidificado tamponado (AAT), ao longo de
600 dias de acompanhamento.
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Os resultados do AAT quando submetidos pela andlise do sistema SCAB foram

corroborados, porém tivemos que fazer ajustes com relacao a especificidade e sensibilidade do
sistema no tocante a brucelose bubalina.

4. Conclusodes

Podemos considerar que fémeas bubalinas vacinadas contra brucelose entre 3 a 8 meses de
idade com a vacina B19 quando submetidas ao teste do antigeno acidificado tamponado (AAT)
até os 210 dias pos-vacinais apresentam-se reagentes e podem ser confundidas com animais
positivos, portanto um acompanhamento até os 2 anos de idade se faz necessario conforme
preconizado pelo PNCEBT.

O SCAB demonstrou-se efetivo na realizacdo do AAT, embora mais ajustes na sua
programacao devem ser realizados.

Cabe aos profissionais do agronegécio a correta informacdo aos proprietarios e criadores
para que animais vacinados ndo sejam considerados reagentes quando testados fora do tempo
preconizado.
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