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Avaliacao da persisténcia de anticorpos
vacinais em bezerras bubalinas vacinadas
com a cepa B19 de Brucella abortus

Introducao

A Brucelose em bovideos é uma doenca infectocontagiosa, de curso crénico,
causada pela bactéria Brucella abortus, amplamente distribuida no Brasil,
causadora de grandes prejuizos a pecudria nacional e também a saude publica,
por ser uma zoonose. A doenca € caracterizada por causar abortos em bovinos e
bubalinos, por volta do sétimo més de gestacdo, quase sempre com retencao de
placenta, além da queda na producao de leite e aumento do nimero de células
somaticas, além da diminuicdo da performance reprodutiva de vacas infectadas
(NETA et al., 2010). Os abortos sao frequentes em primiparas, no entanto, nas
gestacoes subsequentes sdo comuns os nascimentos de natimortos e/ou de
bezerros nao viaveis (LAGE et al., 2006).

Tendo em vista a grande importancia econémica e social da brucelose no pais, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu no ano de
2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), objetivando estabelecer diretrizes para a diminuicdo do impacto
negativo da brucelose e tuberculose animal. As estratégias preconizadas pelo
programa envolvem a vacinacao obrigatéria de fémeas bovinas e bubalinas como
idade entre 3 a 8 meses, padronizacao de técnicas diagndsticas, eliminacao

de animais reagentes, maior envolvimento das Agéncias de Defesa Sanitéria
Estaduais, assim como de Médicos Veterinarios do setor privado, certificacdo de
propriedades livres destas doencas (LAGE et al., 2006).

O PNCEBT determinou que todas bezerras bovinas e bubalinas devem ser
vacinadas entre trés e oito meses de idade, sob a responsabilidade de Médicos-
veterinarios cadastrados nas Agéncias de Defesa Sanitaria Estaduais. Para a
realizacdo das provas diagndsticas para brucelose, Médicos-veterinarios devem
ser aprovados em curso de treinamento em métodos de diagndsticos e controle de
brucelose e tuberculose. O PNCEBT reconhece como provas diagndsticas oficiais
os seguintes testes (LAGE et al., 2006):

- Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), teste de triagem, podendo
ser realizado por Médicos-veterinarios credenciados, laboratérios credenciados e
laboratérios oficiais credenciados;

- Teste 2-Mercaptoetanol (2-ME), teste confirmatério em animais reagentes ao
AAT, realizado por laboratdérios credenciados e laboratdrios oficiais credenciados;
- Teste de Fixacdo de Complemento (FC), teste confirmatério e para transito
internacional, somente realizado por laboratérios oficiais credenciados;

- Teste do Anel do Leite, utilizado para vigilancia epidemiolégica, podendo ser
executado por Médicos-veterinarios credenciados, laboratdérios credenciados e
laboratérios oficiais credenciados;
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- Teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT),
teste de triagem, podendo ser realizado por Médicos-
veterinarios credenciados, laboratérios credenciados e
laboratérios oficiais credenciados;

- Teste 2-Mercaptoetanol (2-ME), teste confirmatdrio
em animais reagentes ao AAT, realizado por
laboratérios credenciados e laboratérios oficiais
credenciados;

- Teste de Fixacdao de Complemento (FC), teste
confirmatério e para transito internacional, somente
realizado por laboratdrios oficiais credenciados;

- Teste do Anel do Leite, utilizado para vigilancia
epidemiolégica, podendo ser executado por Médicos-
veterindrios credenciados, laboratérios credenciados e
laboratérios oficiais credenciados;

A certificacdao de propriedade como livre de Brucelose
e Tuberculose deve obedecer ao processo de
saneamento, onde é necesséria a avaliacdo de todos
os animais da propriedade por meio das provas
diagndsticas oficiais. As provas iniciais devem ser
repetidas por trés vezes sem a ocorréncia de animais
reagentes, dentro de um periodo minimo de nove
meses. Apds a certificacao do rebanho como livre
de Brucelose e Tuberculose, os testes diagndsticos
devem ser realizados anualmente para renovacéao da
certificacao.

Rebanho Bubalino da Embrapa Rondodnia

No campo experimental de Presidente Médici
encontra-se estabelecido o rebanho bubalino
experimental da Embrapa Rondénia. O rebanho vem
sendo selecionado para producao leiteira por meio
do aporte de reprodutores da raca Murrah possuindo
cerca de 80 animais, entre vacas, novilhas, bezerros
e um touro. A reproducao é feita por monta natural
e inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). Os
bezerros machos sao descartados com idade em
torno de 1 ano com peso vivo médio de 300 kg.

Os piquetes sdo formados por capim-Marandu e
cercados com cerca elétrica, sendo a area de divisa
com a propriedade vizinha constituida por area ainda
florestada, o que impede o transito de animais,
promovendo um total isolamento do rebanho de
outros animais de producdo. Os animais em lactacao
sdo mantidos a pasto recebendo suplementacao
volumosa (capim-Cameroom e cana de acucar
triturados) e concentrado (milho e soja) no cocho
entre os meses de maio e agosto.

O rebanho bubalino da Embrapa Rondénia vem sendo
monitorado para deteccdo de animais reagentes para
brucelose e tuberculose desde o ano 2002, sendo
preconizadas medidas preventivas para a promocao e
a manutencao do status sanitario de propriedade livre
de Brucelose e Tuberculose por meio da vacinacao
das bezerras contra brucelose e eliminacao de
animais reagentes. Em 2010, apds o processo de
saneamento do rebanho de acordo com o preconizado
pelo PNCEBT, o campo experimental de Presidente
Médici recebeu o certificado de propriedade livre de
brucelose e tuberculose, emitido pelo MAPA.

Durante as avaliacdes para renovacao da certificagao
nos anos seguintes, alguns animais foram

reagentes nas provas diagnodsticas para brucelose,
promovendo discussdes com relacdo aos resultados
dos testes em um rebanho fechado e monitorado

a mais de oito anos, sem a ocorréncia de abortos

e nascimentos de natimortos ou bezerros fracos.

Um dos questionamentos foi que a reacao poderia
ter sido causada em virtude de persisténcia de
anticorpos vacinais, apesar das bezerras bubalinas
terem sido vacinadas dentro do prazo estabelecido
pelo PNCEBT. Para elucidar tal situacao, durante 21
meses se realizou o monitoramento da persisténcia
de anticorpos vacinais para Brucelose em 12 bezerras
bubalinas, as quais foram vacinadas aos seis meses
de idade e acompanhadas mensalmente por meio da
coleta de soro e execucao das provas diagndsticas
oficiais. Este trabalho foi realizado em parceria com o
Laboratério Nacional Agropecudrio de Minas Gerais,
localizado em Pedro Leopoldo, MG (LANAGRO/ MG)
e a Agéncia de Defesa Sanitéaria Agrosilvopastoril do
Estado de Ronddnia (IDARON).

Monitoramento de bezerras bubalinas

O monitoramento foi conduzido no rebanho bubalino
da Embrapa Rondénia, o qual manteve-se certificado
como livre de brucelose e tuberculose, sendo esta
uma condicdo necessdria para a execucao do

estudo. Foram monitoradas 12 bezerras bubalinas
nascidas entre janeiro e julho de 2012, sendo colhido
amostras de sangue para obtencdo de soro antes

do procedimento vacinal para brucelose utilizando a
cepa vacinal B19. Todas as bezerras foram vacinadas
aos seis meses de idade, sendo a vacina adquirida
em lojas agropecuarias, no Municipio de Presidente
Médici, RO. A partir da coleta e vacinacao (Més
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0-MO), mensalmente foram realizadas colheitas de
sangue para obtencao do soro até o 27° més de
idade (més 21).

Todas as colheitas de sangue foram feitas por

meio de puncao da veia jugular, utilizando-se
frascos tipo-Vacumtainer, os quais foram deixados
inclinados e sob refrigeracdo por 24 horas, e
posteriormente, centrifugados para a obtencao do
soro. As aliquotas de soro foram acondicionadas em

tubos tipo-Eppendorff, devidamente identificados, e
armazenados em freezer a -20°C. Posteriormente,

as amostras de soro foram encaminhadas sob
refrigeracao ao LANAGRO/ MG, para a realizacao das
seguintes provas diagndsticas oficiais: (1) Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) e (2) 2-Mercaptoetanol
(2-ME), realizadas de acordo com o protocolo
proposto pelo PNCEBT (LAGE et al., 2006).

Figura 1. Lote de bezerras bubalinas da raca Murrah com média de seis meses de idade pertencentes ao rebanho
do campo experimental de Presidente Médici (CEPM) da Embrapa Rondénia.

Os resultados obtidos nas provas diagnésticas oficiais
realizadas no LANAGRO estdo nas Tabelas 1 e 2,
para o AAT e 2-ME, respectivamente. Foi calculada

a porcentagem de fémeas reagentes (+) e nao
reagentes (-) em cada més de avaliacao (Tabela 3).
Comparando os resultados descritos nas Tabelas 1 e
2, pode ser observado melhor especificidade na prova
2-ME, ja esperado por causa da natureza da prova ser
confirmatoéria.

No més O, ou seja, antes da vacina contra brucelose,
nao houve reacdo em 58,3% das fémeas bubalinas
avaliadas para a prova de triagem (AAT) (Tabela

3), onde todas foram nao reagentes para prova
confirmatéria (2ME) (Tabela 2). A fémea de n®°.

04 apresentou persisténcia de anticorpos vacinais
durante todos os meses de avaliacdo. Ainda, quatro

fémeas (n°. 05, 08, 09 e 10), apesar de terem
apresentado resultados negativos durante o periodo
de monitoramento de anticorpos, reagiram novamente
ao teste do AAT, as quais, pelas normas do PNCEBT
podem ser submetidas a prova confirmatoéria.

No teste confirmatdério 2-ME, duas fémeas (n°. 10

e 12) ndao demonstraram reacao a partir do M3, e
em 91,7% das fémeas avaliadas (Tabela 3) nao foi
possivel a deteccao de anticorpos vacinais ja no M9,
quando as fémeas vacinadas atingiram os 15 meses
de idade. Somente uma das fémeas acompanhadas
(n°. 08) apresentou nova deteccdo de anticorpos
vacinais pelo teste do 2-ME apés resultados
negativos (Tabela 2). Animais que apresentam tal
perfil imunoldgico sao animais atipicos e podem ser
considerados outliers.
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AAT 2-ME
Coletas (més) Nao Reagente Reagente Nao Reagente Reagente

0 58,3 41,7 100 0]

1 0] 100 0] 100
2 0] 100 0] 100
3 0] 100 16,7 83,3
4 0] 100 33,3 66,7
5 16,7 83,3 58,3 41,7
6 41,7 58,3 75 25

7 41,7 58,3 83,3 16,7
8 75 25 83,3 16,7
9 75 25 91,7 8,33
10 75 25 91,7 8,33
11 75 25 83,3 16,7
12 83,3 16,7 83,3 16,7
13 83,3 16,7 91,7 8,33
14 91,7 8,33 91,7 8,33
15 75 25 91,7 8,33
16 75 25 91,7 8,33
17 75 25 83,3 16,7
18 83,3 16,7 91,7 8,33
19 83,3 16,7 83,3 16,7
20 58,3 41,7 91,7 8,33
21 75 25 100 0]

Tabela 3. Porcentagem de fémeas bubalinas ndo reagentes e reagentes durante o monitoramento de anticorpos
vacinais por meio da realizacao das provas imunolégicas do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e
2-Mercaptoetanol (2-ME).
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A partir dos resultados obtidos foi possivel preconizar
como extremamente recomendavel a realizacdo da
prova confirmatdria para o diagndstico da brucelose
(2-ME) em casos de resultados positivos no teste

de triagem (AAT) para os rebanhos bubalinos que:
nao possuem histdrico recente de aborto no ultimo
trimestre gestacional, principalmente, em vacas
primiparas; onde ndao houve a introducado de animais
no rebanho; que realizam a vacinagcao das bezerras
conforme a recomendacao do PNCEBT e que sdo
monitorados anualmente para brucelose por meio

da realizacao de provas diagndsticas oficiais. Tal
procedimento evitarad o sacrificio de animais falso-
positivos, preservando animais de alto valor genético,
assim como resguardando o patriménio econémico da
propriedade.

Protocolo vacinal

O monitoramento da persisténcia de anticorpos
vacinais para brucelose em bezerras bubalinas

nos permite observar que somente uma fémea
permaneceu reagente ao teste AAT durante todo

o periodo observacional. Essa mesma fémea ao

ser submetida a prova confirmatéria do 2-ME
continuou apresentando reacao antigénica até o
M21, correspondendo a 27 meses de idade. Tal
fémea seria considerada reagente e eliminada do
rebanho em caso de exame logo apés os 24 meses,
como recomendado pelo PNCEBT. Fémeas reagentes
ao AAT, nao submetidas ao 2-ME e consideradas
como outliers também poderiam ser eliminadas

do rebanho caso a prova confirmatdria ndo seja
realizada, o que indica que o AAT nao deve ser

a prova imunoldgica de eleicdo para a tomada de
decisdo na eliminacdo de bubalinos nos rebanhos
testados. As médias de meses para que todas as
fémeas ndo se mostrassem reagentes na prova de
triagem (AAT) e na confirmatéria (2-ME), excluindo a
fémea n°. 04 (excecao), foi de 7,82 e 5,18 meses,
respectivamente. Entretanto, houve reacao na prova
confirmatéria até o nono més e no AAT até o 14°
més apoés a vacinagcdao com a cepa B19 de Brucella,
o que corresponde a 15 e 20 meses de idade dos
animais.

O PNCEBT estabelece que todas as fémeas bovinas
e bubalinas devem ser vacinadas entre o terceiro
e o oitavo més de idade, porém, considerando os
resultados obtidos durante o acompanhamento das

fémeas vacinadas, recomenda-se que a vacinacao

de fémeas bubalinas ocorra mais precocemente, em
torno dos trés a quatro meses de idade, evitando que
fémeas bubalinas vacinadas desenvolvam reacdes
falso-positivas que ocorrem em decorréncia da
persisténcia de anticorpos vacinais quando submetidas
as provas diagnésticas oficiais do PNCEBT, tanto de
triagem como a confirmatéria do 2-ME.
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