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ABSTRACT.- Mathias, L.A., Chaves, L.E, Chen, A.A., Girio, RJ.S. & Valério Neto, W. 2001.
[Evolution of serological antibody titres by the plate agglutination, rose Bengal and
complement fixation tests in Nelore heifers (Bos indicus) vaccinated at 18 months of age
with Brucella abortus strain 19] Evolugao de titulos soroldgicos, nas provas de soroaglutinagao
em placa, antigeno acidificado tamponado e fixa¢ao de complemento, em bezerras Nelore
vacinadas aos 18 meses de idade com Brucella abortus amostra B 19. Pesquisa Veterindria Brasileira
21(4):139-142. Depto Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducao Animal, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp-Campus de Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil.

One hundred and eight Nelore heifers (Bos indicus) about 18 months of age were vaccinated
with a standard dosage (60-120 x 10° viable organisms) of Brucella abortus strain 19 vaccine,
aiming at to study the persistence of serological antibody titres by the plate agglutination,
rose Bengal and complement fixation tests. Serum samples were collected just before
vaccination and after 45 days, 6, 12 and 18 months. Before the vaccination, all the heifers
showed negative results by the three tests. After 45 days, all the heifers had titres higher
than or equal to 1/100 by the plate agglutination test and all of them showed positive results
by the rose Bengal plate test, while 2 animals had titre 1/2 and 106 animals had titres higher
than or equal to 1/4 by the complement fixation test. One year after the vaccination, most of
the heifers did not show significant serological antibody titres.

Considering the risk to which animals in endemic areas and infected herds are subjected,
and considering the clear reduction of the serological antibody titres shown by most of the
vz/cinated heifers, one may assume that, in case of Nelore heifers in endemic areas and that
were not vaccinated between 3 and 8 months of age, it would be more reasonable to vaccinate
them at 18 months of age than to expose them to a high risk of Brucella infection.

INDEX TERMS: Bovine brucellosis, strain 19 vaccine, serological response.

RESUMO.- Com o objetivo de estudar a persisténcia da res-
posta sorolégica, através das provas de soroaglutinagao em
placa, rosa Bengala e fixacdao de complemento, 108 bezerras,
com idade ao redor de 18 meses, foram vacinadas com uma
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dose padrao da vacina preparada com Brucella abortus amos-
tra B 19. Foram obtidas amostras de soro sangiiineo antes da
vacinacao e ap0s 45 dias, 6, 12 e 18 meses. Antes da vacina-
¢ao, todas as bezerras apresentaram resultados negativos nos
trés testes. Apos 45 dias, todas apresentaram titulo a partir
de 1/100 na prova de soroaglutinacao em placa e todas apre-
sentaram resultado positivo no teste rosa Bengala, ao passo
que dois animais apresentaram titulo 1/2 e os demais apre-
sentaram titulo a partir de 1/4 na rea¢ao de fixacao de com-
plemento. Apds um ano de vacinagao, a grande maioria das
bezerras ja nao apresentava titulo sorolégico significativo.
Considerando o risco a que estao sujeitos animais que vivem
em areas endémicas e em propriedades onde a doenga ocor-
re, e considerando a acentuada reducao de titulo sorologico
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observada na grande maioria dos animais, pode-se concluir
que, no caso bezerras de ragas zebuinas em areas endémicas
e que nao tenham sido vacinadas na idade regulamentar, é
mais vantajoso vacina-las com a amostra B 19 aos 18 meses
de idade do que deixa-las expostas a um elevado risco de
infecgao por Brucella.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose bovina, vacina B 19, resposta
sorolégica.

INTRODUCAO

A brucelose é uma importante enfermidade infecciosa que, a
despeito dos esfor¢os voltados para o seu controle, ainda
constitui um problema sanitario dos mais sérios para os re-
banhos bovinos de diversos paises, entre os quais o Brasil
estd incluido. Os programas que tém obtido sucesso no com-
bate a essa enfermidade baseiam-se principalmente em pro-
vas soroldgicas com eliminacdo dos animais reagentes e na
vacinac¢do. Sendo o diagndstico um instrumento que serve
de base para esses programas, é fundamental que se dispo-
nha de testes que possam fornecer um diagnostico seguro da
enfermidade. Por outro lado, a vacinagao, que é outra medi-
da dos programas de combate a doenga, quando feita com a
amostra B 19 de Brucella abortus, induz o surgimento de titu-
los de anticorpos que podem dificultar o diagnéstico (Redman
et al. 1967, Nielsen et al. 1989, Ribeiro et al. 1997).

E importante considerar que, em areas de prevaléncia ele-
vada e com menores recursos para a eliminagao dos animais
reagentes, a vacina¢ao é medida indispensavel, em que pese
a eventual interferéncia sobre os resultados dos testes de
diagnoéstico. O aprimoramento dos testes sorolégicos visan-
do aprofundar o conhecimento da interferéncia da resposta
vacinal sobre eles vem sendo o objetivo de um grande ntime-
ro de trabalhos cientificos desenvolvidos em todo o mundo
(Diaz et al. 1979, Cherwonogrodzky & Nielsen 1988, Chin et
al. 1989, Nielsen et al. 1989, Mathias et al. 1994, Nielsen et
al. 1995, Nielsen et al. 1996). Dos testes soroldgicos conven-
cionais, a reacao de fixacao de complemento geralmente apre-
senta maior capacidade de discriminagao do que os testes de
aglutinacao (Nicoletti et al. 1978).

Entre as estratégias estudadas para reduzir esse proble-
ma, pode-se mencionar a restricao da faixa etaria dos ani-
mais a serem vacinados. Redman et al. (1967) mostraram que
bezerras vacinadas aos 2 ou 3 meses de idade desenvolvem
resisténcia similar a bezerras vacinadas entre 4 e 8 meses,
mas a resposta sorolégica é menor, havendo, portanto, me-
nor interferéncia com o diagndstico. A vacinagao das bezer-
ras de 3 a 8 meses, para a grande maioria dos animais, permi-
te que a reacao vacinal praticamente desaparega antes de
um ano (Ribeiro et al. 1997).

Embora seja conhecida a importancia de se vacinar as
bezerras ainda jovens, muitas vezes, por motivos diversos,
nao é possivel realizar esse procedimento, principalmente
em situagoes em que o proprietario adquire as bezerras em
idade acima daquela recomendada para a vacinagao, fican-
do, nessas circunstancias, os animais expostos a elevado ris-
co de contrair a enfermidade.
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Os objetivos deste trabalho sao estudar a persisténcia da
resposta sorolégica, através da prova de soroaglutinagdo em
placa, do antigeno acidificado tamponado e da reacao de fi-
xa¢do de complemento, em bezerras da raca Nelore vacina-
das aos 18 meses de idade com dose padrao da vacina prepa-
rada com Brucella abortus amostra B 19 e verificar, sob o pon-
to de vista da interferéncia com o diagnostico sorologico, a
vantagem ou desvantagem de vacinar bezerras nessa faixa
etaria. :

MATERIAL E METODOS

Animais
Foram utilizadas 108 bezerras, da raga Nelore, com idade ao
redor de 18 meses, mantidas sob condigoes de pasto.

Vacinagio

As bezerras receberam, por via subcutinea, uma dose padrao,
ou seja, 2 ml, contendo 60-120 x 10° bactérias viaveis, da vacina viva
preparada com Brucella abortus amostra B 19.

Colheita das amostras

Foram colhidas amostras de sangue de todas as bezerras,
imediatamente antes da vacinagao, e ap6s 45 dias, 6, 12 e 18 meses.
O sangue foi obtido por pun¢do da jugular. Apés a retragao do
coagulo, o soro foi separado e mantido a -20°C até o momento da
realizacao dos testes soroldgicos. ’

Testes sorol6gicos

Todos os soros sangiiineos foram submetidos aos testgs
soroldgicos que seguem. :

Prova de soroaglutinagdo em placa (SAP). Essa prova foi
realizada conforme a técnica rotineiramente empregada no
diagnéstico soroldgico da brucelose animal (Centro Panamericano
de Zoonosis 1968), usando-se antigeno padrao preparado cgm
Brucella abortus amostra 1119/3, pelo Instituto de Tecnologia do
Parana.

Teste do antigeno acidificado tamponado (AAT). Foi utilizada
a técnica recomendada por Alton et al. (1988), empregando-se
antigeno preparado com B. abortus amostra 1119/3, pelo Instittito
de Tecnologia do Parana.

Reagdo de fixacdo de complemento (RFC). Foi usada a
microtécnica com incubagéo a 37°C nas duas fases da reaggp,
recomendada por Alton et al. (1988), com antigeno preparado cém
B. abortus amostra 1119/3 para a prova de soroaglutinagao em tubos,
produzido pelo Instituto de Tecnologia do Parana.

Anilise estatistica

Para verificar a dependéncia entre as freqiiéncias reveladas pelas
provas soroldgicas foi utilizado o teste de qui-quadrado de McNemar
(Jekel et al. 1999). Foram comparados os resultados de cada teste
entre as diferentes colheitas e, em cada colheita, os resultados dos
diferentes testes. Para essa analise, considerou-se como positivo na
prova de soroaglutinacdo em placa o titulo igual ou superior a 100 e
na reacao de fixacao de complemento, o titulo igual ou superior a 4.

RESULTADOS

Antes da vacinagao, todas as bezerras apresentaram re-
sultados negativos no trés testes, embora oito animais te-
nham apresentado titulo 25. Apds 45 dias da aplicacido da
vacina, todas as bezerras apresentaram titulo igual ou supe-
rior a 100 na SAP, sendo que aos 12 meses apenas 1,85% e
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apo6s 18 meses apenas 0,92% dos animais apresentavam esse
titulo (Quadro 1). A andlise estatistica revelou diferenca sig-
nificativa entre os resultados obtidos antes da vacinagao e os
resultados revelados pela SAP apés 45 dias (P < 0,01), e tam-
bém entre os resultados obtidos apds 45 dias e aqueles ob-
servados apds 6, 12 e 18 meses de vacinacao (P < 0,01); Apos
6 meses, a freqiiéncia de animais com titulos a partir de 100
nao diferiu significativamente da freqiiéncia observada antes
da vacinagao (P > 0,05).

Quadro 1. Namero e porcentagem de bezerras, de acordo com o
titulo obtido na prova de soroaglutinacao em placa (SAP) e o
tempo apés a vacinagao com Brucella abortus amostra B 19

Titulo Meses apés a vacinagao
SAP Zero 1,5 6 12 18
N’ % N? % N° % N° % N? %

- 100 9259 O 0,00 0 000 2 1,85 23 21,30
25 8 741 0 0,00 46 42,59 58 53,70 63 58,33
50 0 000 O 0,00 58 53,70 46 42,59 21 19,44
100 0 0,00 60 55,56 4 3,70 2 1,85 1 0,92

200 0 0,00 44 40,74 0 000 O 0,0 0 0,00
400 0 0,00 4 3,70 0 000 O 0,0 0 0,00

Total 108 100,00 108 100,00 108 100,00 108 100,000 108 100,00

Da mesma forma, no teste AAT todas as bezerras apre-
sentaram resultado negativo antes da vacinagao e todas apre-
sentavam resultado positivo apds 45 dias. Aos 6, 12 e 18 meses
ap6s a vacinagao, 19,44%, 10,19% e 8,33%, respectivamente,
apresentaram resultado positivo nesse teste (Quadro 2). A
diferenca entre as freqiiéncias de positivos observadas nas
diversas colheitas foi significativa, exceto quando foram com-
parados os resultados obtidos apds 12 e 18 meses (P > 0,05).

Quadro 2. Niimero e porcentagem de bezerras, de acordo com o
resultado obtido no teste antigeno acidificado tamponado (AAT) e
o tempo apos a vacinagao com Brucella abortus amostra B 19

AAT Meses ap6s a vacinagao
Zero 1,5 6 12 18
N° % N° % N’ % N? % N° %
Negat. 108 100,00 O 0,00 87 80,56 97 8981 99 91,67
Posit. 0 0,00 108 100,00 21 1944 11 10,19 9 8,33

Total 108 100,00 108 100,00 108 100,00 108 100,00 100 100,00

Na RFC também todos os animais apresentaram resulta-
do negativo antes da vacina¢ao. Apoés 45 dias, todos os ani-
mais apresentaram algum titulo, embora dois animais (1,85%)
tenham apresentado titulo insignificante (2). Ap6s 6, 12 e 18
meses da vacinagao, 25,92%, 5,56% e 2,78% respectivamente
das bezerras apresentaram titulo igual ou superior a 4 (Qua-
dro 3). O teste de X? revelou ndo haver diferenca significati-
va entre os resultados observados antes da vacinacao e aque-
les obtidos apés 18 meses (P > 0,05).

Comparando-se as freqiiéncias de positivos entre os trés
testes constata-se que nao houve diferenca significativa an-

Quadro 3. Namero e porcentagem de bezerras, de acordo com o
titulo obtido na reacao de fixacao de complemento (RFC) e o
tempo apoés a vacinagao com Brucella abortus amostra B 19

Titulo Meses apos a vacinagao
RFC Zero 1,5 6 12 18
N° % N’ % I\ % N* % N’ %
- 108 100,00 0 000 67 62,04 100 92,59 102 94,44
2 0 000 2 1,8 13 12,04 2 1,85 3 2,78
4 0 000 7 648 17 1574 4 3,70 3 278
8 0 000 22 2037 7 648 2 1,85 0 0,00
16 0 0,00 51 4722 3 2,78 0 0,00 0 0,00
32 0 000 19 1759 1 093 0 000 0 0,00
64 0 000 6 55 0 000 0 0,0 g 0,00
128 0 000 1 093 O 000 0 .00 0 000

Total 108 100,00 108 100,00 108 100,00 108 100.00 108 100,00

tes da vacinacdo, quando todos os resultados foram negati-
vos, e ap6s 45 dias, quando a grande maioria dos resultados
dos trés testes foi positiva. Seis meses apds a vacinagdo nao
houve diferenca significativa entre os resultados do AAT e da
RFC (P > 0,05), enquanto que as outras comparagoes revela-
ram diferencas significativas. Ap6s 12 meses de vacinacdo, a
diferenca entre os resultados da SAP e do AAT foi considera-
da significativa (P < 0,01), e as diferencas entre a SAP e a RFC
e entre o AAT e a RFC foram consideradas nao-significativas
(P > 0,05). Aos 18 meses de vacinagdo, observou-se diferen-
¢a significativa entre a SAP e o AAT, e entre o AAT e a RFC (P
< 0,05), sendo que a diferenca entre a SAP e a RFC foi consi-
derada nao-significativa (P > 0,05).

DISCUSSAO

A vacinagdo contra a brucelose é uma medida profilatica es-
sencial, mormente em areas gnde a doenc¢a é endémica. Para
minimizar os efeitos de titulos soroldgicos resultantes da
vacinagao, e a conseqiiente interferéncia nos testes de diag-
ndstico, as fémeas bovinas devem ser vacinadas ainda jovens
(Redman et al. 1967). No Brasil, a legislacao recomenda vaci-
nacao entre 3 e 8 meses de idade. Ribeiro et al. (1997) obser-
varam que bezerras vacinadas nessa faixa etaria ja ndo apre-
sentavam titulos soroldgicos positivos na SAP apds 273 dias
de vacinagao e todas se apresentavam negativas no teste AAT
apos 308 dias.

Os dados do presente trabalho mostram que bezerras da
raca Nelore vacinadas aos 18 meses de idade com uma dose
padrao de vacina B 19 apresentaram sensivel redu¢do no ti-
tulo soroldgico apds 12 e mesmo apds 6 meses de vacinagio.
Um aspecto interessante a ser observado é que apés 6, 12 e
18 meses de vacinacdo a SAP comparada com outros testes
apresentou menor propor¢ao de reagentes, considerando-se
como positivos os titulos iguais ou superiores a 100. Esse
resultado estd associado principalmente ao fato de terem sido
considerados como positivos apenas os titulos a partir de
100.

A RFC, por sua vez, apresentou menor propor¢ao de re-
sultados positivos do que o teste AAT ja a partir dos 45 dias
de vacinagao. Nicoletti et al. (1978), vacinando fémeas bovi-
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nas adultas com dose padrao e com dose reduzida da vacina
B19, também observaram que apds 6 meses a RFC apresen-
tou menor propor¢ao de positivos que o “card test”, equiva-
lente ao AAT.

Os resultados mostraram também que, dentre as provas
estudas, a RFC apresentou-se a mais indicada como teste
confirmatorio no caso de bezerras vacinadas aos 18 meses
de idade, pois apds 18 meses de vacinacao, apenas 3 animais
ainda apresentavam titulo, sendo que esse titulo era de ape-
nas 4. Em comparacao com a SAP, em que pese esse teste ter
apresentado menor propor¢ao de positivos, com titulo a par-
tir de 100, deve-se considerar que os titulos 50 geralmente
causam bastante preocupacao na interpretacao dos resulta-
dos dessa prova.

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que,
ap6s um ano de vacinagdo, a grande maioria das bezerras
vacinadas aos 18 meses de idade ja nao apresenta titulo
sorolégico significativo, mesmo na prova de soroaglutinagao
em placa. Considerando o risco que correm animais que vi-
vem em areas endémicas e em propriedades onde a doenga
ja foi observada, e considerando a redugao do titulo
sorolgico observado na grande maioria dos animais, pode-
se afirmar que, para rebanhos comerciais, é mais vantajoso
vacinar as bezerras aos 18 meses do que deixa-las sujeitas a
um elevado risco de infecgao.
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