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Resumo

Umeda, L. M. L. Avaliacéo da persisténcia da vacina B19 pelo Teste do Antigeno Acidificado
Tamponado e PCR em bezerras vacinadas. Ano. 2014. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2014.

As bactérias pertencentes ao género Brucella sp. sdo o0 agente etiolgico causador da
brucelose, uma zoonose de distribuicdo mundial. A brucelose é considerada uma das
principais causas de aborto e esterilidade nos animais domeésticos e as perdas econdmicas
estdo relacionadas aos abortos, baixos indices reprodutivos, aumento no intervalo entre partos,
diminuicdo na producéo de leite e morte de bezerros. Objetivou-se avaliar a persisténcia da
vacina B19 pelo método sorologico AAT (Teste do antigeno acidificado tamponado) e
molecular PCR (Reag&o em Cadeia da Polimerase) em fémeas bovinas vacinadas com idade
entre seis a oito meses de idade. Quarenta e oito bezerras previamente ndo vacinadas contra
brucelose foram acompanhadas por meio de coletas de sangue a cada 30 dias, antes e apés a
vacinacdo com a cepa B19 para a determinagédo da persisténcia da vacina nesses animais. Os
oligonucleotideos utilizados nas reacbes de PCR foram o B4 e B5. Todos os animais
apresentaram resultados negativos ao teste do AAT na coleta antes da vacinagdo. Cinco
animais apresentaram resultados negativos no AAT durante todo o periodo de coleta. O
percentual de animais positivos ao teste do AAT ao longo do experimento foi de 80,65%,
66,6%, 20,83%, 10,42%, 6,25% aos 30, 90, 120, 150 e 180 dias apds a vacinacao,
respectivamente. A partir dos 210 dias ap6s a vacinacdo somente um animal continuou
positivo no AAT e esse mesmo animal permaneceu positivo até os 360 dias ap0s a vacinacao.
Em nenhuma amostra de sangue realizada a PCR foi amplificado o produto dos
oligonucleotideos. Utilizando o sangue como amostra e nas condicdes deste trabalho, a PCR
ndo se mostrou como uma técnica que permite avaliar a persisténcia da cepa vacinal em
bezerras vacinadas. Os resultados do AAT demonstraram que o teste permite avaliar a

persisténcia da amostra vacinal B19 em bezerras vacinadas.

Palavras-chave: Brucelose, diagndstico, Brucella abortus, vacina.



Abstract

UMEDA, L. M .L. Evaluation of the persistence of the S19 vaccine with Rose Bengal test and
PCR in vaccinated calves. Ano. 2014. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2014.

The Brucella sp. is the etiological agent that causes brucellosis, a zoonosis with global
distribution. Brucellosis is considered one of the main abortion cause, low reproductive rates,
calving interval increase, low milk production and calves death. This study verified the
persistence of S19 vaccine by the serologic Rose Bengal Test (RBT) and molecular PCR
methods in female calves aged six to eight months old. Forty eight female calves from six to
eight months old non-vaccinated previously against brucellosis were accompanied by samples
collected every 30 days, before and after vaccination with S19 samples in order to determine
the persistence of this vaccine on these animals. The primers used in the PCR reaction were
B4 and B5. All animas were negative at RBT before vaccination. Five animals showed
negative results at RBT throughout the sample period of the experiment. The percentage of
positive animals at RBT throughout the experiment was 80,65%, 66,6%, 20,83%, 10,42%,
6,25% to 30, 90, 120, 150 e 180 days after vaccination, respectively. From the 210th day after
vaccination, only one animal was positive to the test and this animal remained positive until
360 days after vaccination. In any blood sample was carried out PCR amplified product of B4
and B5. Using blood as sample and under these conditions, PCR is a technique that doesn’t
allow the evaluation of the persistence of a vaccine strain S19 on vaccinated calves. The

results of RBT showed that this test allow evaluate the persistence of vaccine strain S19.

Key words: Brucellosis, diagnostic, Brucella abortus, vaccine.
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INTRODUCAO

As bactérias do género Brucella sdo o agente etioldégico causador da brucelose, uma
zoonose de distribuicdo mundial. E uma bactéria cocobacilo, intracelular facultativa e Gram-
negativa, que causa problemas sanitarios e grandes prejuizos econémicos (CUTLER et al.,
2005; BRASIL, 2006).

O primeiro isolamento da bactéria foi feito em 1887, pelo médico David Bruce, em
necropsias de soldados que morreram vitimas da enfermidade na costa do Mediterraneo. Esse
primeiro isolamento foi feito a partir do baco e a doenca foi chamada de Febre de Malta, e 0
agente etioldgico, Micrococcus melitensis e, posteriormente de B. melitensis. Em humanos a
doenca também é conhecida como Febre Ondulante, Febre de Malta ou Febre de Gibraltar.
Nos animais € chamada de Doenca de Bang, Aborto Contagioso, Aborto Infeccioso ou Aborto
Enzoodtico (ACHA, SZYFRES, 2001; GOMES, 2013).

Em animais, Brucella spp. foi isolada em 1897, pelo veterinario Bernard Bang, a
partir de um feto abortado bovino e mais tarde denominada como B. abortus. A brucelose é
considerada como uma das principais causas de aborto e esterilidade nos animais domésticos,
podendo o agente etiologico ser isolado em grandes quantidades da urina, descargas vaginais,
sémen e leite (SONGER, POST, 2005; GOMES, 2013).

Bacterias do género Brucella spp. sdo consideradas como agentes de bioterrorismo
agricola, civil e militar, uma vez que a mesma € uma ameaca a oferta de alimentos e causa a
febre ondulante em humanos, doenca debilitante e de longa duragdo (HALLING et al., 2005).
E uma importante doenca em humanos em vérias partes do mundo, com exce¢do do Jap&o,
Australia, Canada e varios paises da Europa, onde foi erradicada (MONTEIRO, 2004). A
duracdo da doenca e o0 longo periodo de convalescéncia torna a brucelose humana importante
economicamente, assim como um problema médico para o paciente que fica afastado de suas
atividades rotineiras (CORBEL, 2006).

O rebanho bovino no Brasil é de 212 milhdes de cabecas, com abate de 40,4 milhGes
ao ano (ABIEC, 2013). As perdas econdmicas por conta da brucelose estdo relacionadas aos
abortos, baixos indices reprodutivos, aumento no intervalo entre partos, diminuicdo na
producdo de leite e morte de bezerros (BRASIL, 2006), alem de gerar barreiras internacionais
ao comércio de produtos de origem animal e perdas na industria com a condenagédo da carne e
leite e desvalorizacdo desses produtos (JARDIM et al., 2006). A estimativa do prejuizo
causado pela brucelose na América Latina foi de US$ 600 milhGes (ACHA; SZYFRES,

2001). Um trabalho realizado por Santos et al. (2013), demonstrou que o prejuizo total da
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brucelose no Brasil foi estimado em R$ 892 milhdes de reais, e as perdas por fémea infectada
com idade superior a 24 meses, foi estimada em R$ 420,12 e R$ 226,47 em rebanhos de corte
e leite, respectivamente.

Reconhecendo a brucelose como um importante problema de satde animal e saude
publica, em 2001, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) instituiu o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal
(PNCEBT), definindo estratégias para o controle da doenca no pais. Este programa tem o
intuito de reduzir a prevaléncia e a incidéncia de novos focos dessas doengas e criar um
namero significativo de propriedades certificadas como livres ou monitoradas para a
brucelose e tuberculose, e desta forma reduzir o impacto destas zoonoses na satde animal e
humana além de aumentar a competitividade da pecuéria nacional (BRASIL, 2006).

De acordo com 0 PNCEBT, a vacinac¢do dos animais € uma das formas de prevencéo.
A vacina B19 ¢é a oficialmente aprovada pelo PNCEBT, que torna obrigatéria a vacinacéo de
fémeas entre trés a oito meses de idade. N&o é recomendada a vacinagdo de machos e fémeas
gestantes, pois pode levar a um quadro de orquite e aborto, respectivamente (BRASIL, 2006).
Existem na literatura trabalhos que relatam a excrecdo da cepa vacinal B19, onde foi possivel
a deteccdo da mesma por meio da PCR em amostras de queijo (MYASHIRO et al., 2007) e
em leite e urina, em animais com nove anos de idade (PACHECO et al., 2012).

Na auséncia de vacinas para brucelose em humanos, a prevencdo da doenga ocorre por
meio do controle da enfermidade nos animais. A facilidade de transmissdo de algumas
espécies de Brucella spp. aos animais e a0 homem mostra a importancia do controle desta
doenca (GOMES, 2013).

O diagndstico da brucelose bovina pode ser feito por meio de métodos diretos, pela
identificacdo do agente ou pela deteccdo do DNA da bactéria e pelos métodos indiretos, que
detectam anticorpos contra B. abortus. O teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) é
um teste de triagem eleito pelo PNCEBT pelo fato de ter uma alta sensibilidade, facil
execucdo e baixo custo. A associacdo de um método soroldgico com um método
confirmatorio é essencial para o diagnéstico da doenca (BRASIL, 2006).

O isolamento bacteriano € um teste confiavel e geralmente definitivo, feito a partir de
tecidos do hospedeiro, sendo considerado teste padrdo-ouro. Entretanto possui como
desvantagem o tempo necessario para o isolamento e o risco para os profissionais que
trabalham no laboratério (GODFROID et al., 2010).

A tipificacdo da Brucella spp. fornece informacdes epidemiolégicas valiosas para

rastrear a infeccdo até a sua fonte, casos em que varias espécies do género Brucella spp. estdo
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circulantes (GODFROID et al., 2010). A deteccédo rapida de microrganismos de crescimento
lento, ou até mesmo ndo cultivaveis, é possivel por meio de técnicas de biologia molecular,
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (MOLINA; TOBO, 2004).

A PCR é um método molecular que permite a identificacdo de Brucella spp. em
sangue, leite, urina, sémen, tecido linféide e material de aborto ou secrec6es de bovinos ap6s
0 parto, sendo um método com alta sensibilidade e especificidade, e a escolha da sequéncia
alvo e a definicdo dos oligonucleotideos iniciadores dentro das sequéncias de DNA sdo de
grande importéancia na obtencéo de bons resultados (MOSQUERA et al., 2008; ELISEI et al.,
2010). Amostras de sangue sdo frequentemente utilizadas no diagnéstico da brucelose bovina
pela PCR (YU; NIELSEN, 2010).

O isolamento de Brucella sp. ou detec¢do do DNA bacteriano pela PCR sdo 0s Gnicos
métodos, segundo Godfroid et al. (2010), que permitem a certeza do diagndéstico, desde que
usado um oligonucleotideo iniciador adequado. Para superar as desvantagens do isolamento,
a amplificacdo de acidos nucléicos tem sido explorada para a rapida confirmacédo e deteccéo
de Brucella spp. (PROBERT et al., 2004).

O uso da PCR como diagndstico para a brucelose tem sido bastante estudado na
literatura devido as suas vantagens, quando comparada aos métodos soroldgicos
confirmatorios ou a cultura bacteriana. A possibilidade de obtencdo rapida dos resultados e
também a caracterizacao da cepa causadora da doenca sdo outras vantagens importantes desse
método molecular, visto a importancia de acdes a serem tomadas nos casos da doenca.

A excrecdo da cepa vacinal B19 tem sido relatada por diversos trabalhos na literatura
(Nicoletti, 1991; Myashiro et al., 2007; Pacheco, 2012) e sua identificacdo é feita
principalmente a partir da urina e leite, por meio da PCR e cultivo microbioldgico. A presenca
da cepa vacinal em amostras de leite e urina € uma preocupacdo para a saude publica, uma
vez que a mesma pode causar a doenca em humanos. Essa eliminacdo da B19 também é um
importante fator na infeccdo de animais no rebanho, uma vez que a mesma pode infectar
machos e fémeas fora da faixa etaria em que a vacinacdo é obrigatoria.

Desta forma, objetivou-se avaliar a persisténcia por 12 meses da vacina B19 em
fémeas bovinas vacinadas com idade entre seis a oito meses de idade pelos métodos

sorolégico AAT e molecular PCR.



13

REVISAO DE LITERATURA

1. Etiologia da brucelose

Reino Monera
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Brucellaceae

Género Brucella

As bactérias do género Brucella sdo pequenos cocobacilos (0,6 x 0,6 a 1,5 pm), Gram-
negativos, imdveis, intracelulares facultativas, aerdbias, ndo capsuladas, ndo flageladas e ndo
esporuladas (QUINN et al., 2002, REDKAR et al., 2001). Em meios de culturas as colonias
podem apresentar caracteristicas lisa ou rugosa, o que estd relacionado a composicdo do
lipopolissacarideo da parede celular e que também esta relacionado a viruléncia em algumas
espécies (BRASIL, 2006). Em meios primarios, col6nias de B. abortus, B. melitensis e B. suis
apresentam caracteristica lisa, pequenas, brilhantes, azuladas e translicidas ap0s incubacédo
por trés a cinco dias, tornando-se opacas com a idade. Ja colénias primarias de B. canis e
B.ovis sdo rugosas, opacas, amareladas e friaveis (QUINN et al., 2002). A temperatura 6tima
de crescimento € 37° C, pH 6timo de 6,6 a 7,4 (GOMES, 2013).

Atualmente, esse género possui dez espécies e sdo classificadas de acordo com seu
hospedeiro e patogenicidade: Brucella abortus em bubalinos, cervideos, canideos e homem,
Brucella melitensis em caprinos, bovinos, canideos e homem, Brucella suis em suinos e
bovinos, Brucella canis em canideos e homem, Brucella neotomae em ratos do deserto,
Brucella ovis em ovinos (SONGER; POST 2005), Brucella ceti em golfinhos e baleias e
Brucella pinnipedialis em focas e ledes marinhos (FOSTER et al., 2007), Brucella microti
(SCHOLZ et al., 2008) em camundongos do campo e Brucella inopinata em humanos
(SCHOLZ et al., 2010). As trés principais espécies sdo divididas em biovares: B. abortus com
sete biovares, B. melitensis com trés biovares e B. suis com cinco biovares (ACHA,
SZYFRES, 2001; BRASIL, 2006).
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2. Fisiopatogenia

As bactérias do género Brucella tém preferéncia por érgdos do sistema reprodutor
feminino e masculino. Os animais infectados permanecem como fonte de infeccdo para os
demais animais do rebanho, e as bactérias podem permanecer viaveis, porém sem
multiplicacdo, por varios meses no meio ambiente, embora a principal forma de transmissao
seja o0 contato direto com animais infectados ou com fluidos ou tecidos de abortos. Outras
formas de infeccdo incluem a transmissdo venérea, penetracdo por ferimentos na pele ou
inalacdo (QUINN et al., 2002, BRASIL 2006).

O periodo de incubacdo (que é o momento desde a infeccdo até a ocorréncia dos sinais
clinicos) € dificil de ser determinado em condi¢des naturais, pois ndo se pode determinar o
momento da infeccdo, porem em experimentos foi demonstrado que este periodo é muito
variavel e inversamente proporcional ao desenvolvimento da gestacéo, ou seja, quanto mais
avancada a gestacdo menor € o periodo de incubacdo (ACHA; SZYFRES, 2001).

A principal via de entrada de Brucella spp. no organismo do animal ocorre pela
mucosa digestiva, pelo habito das vacas lamberem membranas fetais, fetos e bezerros recém-
nascidos e também pela ingestdo de pastagens e dgua contaminada. Outras vias incluem a
vaginal, nasal e solugdes de continuidade da pele. Ao penetrar no animal, as bactérias séo
internalizadas pelas células M nas placas de Peyer, se multiplicam nos ganglios regionais, no
interior dos macréfagos e depois migram para diferentes 6rgdos por meio da linfa e sangue.
Em animais infectados, as localizacbes de maior frequéncia das bactérias sdo linfonodos,
baco, figado, aparelho reprodutor masculino, Utero e ubere (ACHA; SZYFRE, 2001;
XAVIER et al., 2009). A presenca do microrganismo no utero gravidico leva a uma
inflamacdo das membranas, pela multiplicacdo bacteriana nos cotilédones, interferindo na
circulacdo do feto e levando a ocorréncia do aborto, por falta de aporte nutricional, anoxia e
endotoxemia fetal e placentite necrética (SONGER, POST, 2005; GOMES, 2013).

A susceptibilidade dos tecidos fetais é explicada pela grande quantidade de eritritol
presente na placenta, liquidos fetais e placentomas que estimula a multiplicacdo da bactéria. O
eritritol também esta presente nos tecidos osteoarticulares, mamarios e reprodutores feminino
e masculino (KEPPIE et al., 1964; ACHA; SZYFRES, 2001).

Nos machos, as bactérias podem localizar-se nos testiculos e glandulas genitais
anexas. Quando ocorre a manifestacdo clinica da doenca, pode ocorrer orquite em um ou

ambos testiculos, diminuicdo da libido e infertilidade. Aderéncias e fibroses podem levar a
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uma atrofia do testiculo. E frequente o aparecimento de inflamago da vesicula seminal e das

ampolas e ocasionalmente podem ocorrer higromas e artrites (ACHA; SZYFRES, 2001).

3. Sinais Clinicos e sintomas

A brucelose é uma doenga que essencialmente afeta os animais domésticos e 0s
humanos sdo considerados hospedeiros acidentais. No homem, é caracterizada por febre
aguda e ha evolugdo da doenca para a forma crénica. Inicialmente ocorre o aparecimento de
febre ondulante, acompanhada de mal estar, anorexia, prostracdo, dores de cabeca e dores
articulares (CORBEL et al., 2006). Ap6s o periodo de incubagdo, que varia de 2-3 semanas,
ha o aparecimento de febre (acima de 38°C), sudorese intensa, predominantemente noturna e
dor (PESSEGUEIRO, 2003).

Ja nos animais domésticos, placentite seguida de aborto, principalmente no terco final

da gestacéo, nascimentos de prematuros, epididimite e orquite (CORBEL et al., 2006).

4. Vacinas

A vacina B19 é a mais utilizada, e foi produzida a partir de uma cepa esquecida em
temperatura ambiente e sofreu atenuacdo e desde 1930 tem sido utilizada para a imunizacéo
de bezerras entre trés a oito meses de idade. E uma cepa de baixa patogenicidade e alta
imunogenicidade para bovinos. O animal vacinado ndo dissemina a cepa vacinal para outro
animal. A resisténcia que a vacina gera dura por muitos anos. Ela protege contra infeccédo e
abortamento em cerca de 60 a 75% de acordo com a prevaléncia da doenca no rebanho
(ALTON, 1988; WHO, 1997).

Esta vacina possui como caracteristicas negativas causar orquite e aborto, quando
utilizadas em fémeas gestantes. Por se tratar de uma vacina viva, pode causar a doenga no
homem. Outra importante desvantagem da vacina B19 é que por ser uma cepa lisa, induz a
producdo de anticorpos contra o lipopolissacarideo (LPS), interferindo no diagndstico
sorolégico, porém se esses animais forem vacinados na idade recomendada esses anticorpos
desaparecem rapidamente e 0S mesmos sdo negativos nas provas sorologicas, desta forma nao
é recomendada a vacinacdo de animais adultos (ALTON, 1988; WHO, 1975; PAULIN,
2006).

A cepa B19 possui uma delecdo no gene ery de 702 pb, responsavel pelo catabolismo
do eritritol, tornando essa cepa sensivel a esse alcool (SANGARI et al., 1994; SANGARI et
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al., 2000). Esse gene tem sido um importante marcador na diferenciacdo da cepa B19 das
cepas selvagens (SANGARI et al., 1994; EWALT; BRICKER, 2000).

A vacinagdo deverd ser realizada sob responsabilidade de medicos veterinarios
obrigatoriamente cadastrados no servico veterinario oficial do estado de atuacdo. A B19 foi
utilizada em varios paises que erradicaram a doenca como o Canada, Australia, Dinamarca,
Suécia, Inglaterra, Holanda e outros. Também foi utilizada nos EUA até a primeira metade da
década de 1990, no programa de controle da doenga no pais (BRASIL, 2006).

Em alguns casos, animais vacinados com a B19 podem tornar-se persistentemente
infectados (ALTON, 1988). A eliminagdo da cepa vacinal B19 no leite foi estudada por
Nicoletti (1991), onde em animais vacinados com a dose padréo, 0,83% eliminou a cepa
vacinal e 0,45% dos animais que receberam a dose reduzida da vacina eliminou a mesma.

A RB51 é uma cepa mutante atenuada da cepa selvagem S2308, obtida por meio de
passagens repetidas em meios com rifampicina e selecdo de coldnias de morfologia rugosa. A
principal vantagem dessa cepa € que ela ndo possui a cadeia O do LPS de membrana, e assim,
ndo induz a producdo de anticorpos que interferem nos testes diagnosticos (OLSEN et al.,
1999).

Segundo Olsen et al. (1999), os critérios de biosseguranga para uma vacina viva contra
brucelose sdo: ap0s a vacinagdo, ndo séo detectados sinais clinicos da doenca, a bactéria deve
persistir nos linfonodos durante mais de seis e menos de 12 semanas, a bacteremia se manter
por menos de trés dias, a bactéria ndo deve ser detectada em secre¢des nasais, saliva e urina,
0s anticorpos séricos aparecem 14 dias ap0s a imunizagdo, a imunossupressdo nao levar ao
aparecimento da doenca, ndo ser observada deplecdo linfoide nos linfonodos de drenagem do
ponto de inoculacdo, ndo serem observadas alteracdes inflamatdrias ou degenerativas nos
tecidos e na recuperacdo bacteriana do hospedeiro, ap0s 12 dias as bactérias serem
geneticamente idénticas a cepa vacinal.

Foi detectado o mesmo nivel de protecdo entre a RB51 e a B19 em estudo realizado
por Olsen et al. (1999). Nesse estudo foram vacinadas 71 bezerras entre trés e 10 meses de
idade com a cepa RB51 e 19 bezerras com as mesmas idades com a cepa B19. A porcentagem
de protecao foi de 97% e 100% para a RB51 e B19, respectivamente, ndo havendo diferencas

estatisticas entre os valores.
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5. Resposta imune do hospedeiro

A imunidade protetora contra infecgdes por Brucella spp. é principalmente estudada
em linhagens de camundongos BALB/c e CD-1. Nesses animais, foi demostrada imunidade
protetora contra esta enfermidade por meio de experimentos com imunizacao ativa e passiva,
que sdo mediadas por anticorpos e também por resposta imune mediada por células. O critério
utilizado na avaliacdo dessa imunidade protetora é a reducdo em determinado periodo, apos o
desafio com uma cepa virulenta, do namero de unidades formadoras de colénias (UFC) do
baco, figado ou ambos (WHO, 1997).

A resposta imune do hospedeiro envolve a resposta imune inata e a adquirida. A
especificidade da resposta imune natural, na qual atua de maneira destacada o sistema
mononuclear fagocitico (macrdéfagos, neutréfilos e células dendriticas), é Unica frente aos
produtos dos microrganismos, diferente da resposta imune adquirida que € composta pela
acdo de linfocitos T, na producdo de citocinas e acdo citotoxica e linfocitos B na producéo de
anticorpos, chamada de imunidade humoral (ARESTEGUI et al., 2001; PARKIN; COHEN,
2001; ABBAS et al., 2008). A resposta imune inata tem um papel importante durante a
infeccdo por B. abortus, uma vez que ela reduz o numero inicial de bactérias e pode
influenciar no desenvolvimento da imunidade adquirida (CARVALHO NETA et al., 2010).

O sistema imune inato reconhece substancias dos patdogenos conhecidas como padrdes
moleculares associadas a patogenos (PAMPs), por meio de receptores chamados de
Receptores de Reconhecimento Padrdo (ABBAS et al., 2008). Uma vez que a bactéria ndo
opsonizada é fagocitada pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), ela sobrevive no
interior do fagossomo acidificado e inibi a fusdo do mesmo com o lisossomo que possui
enzimas, oxigénio reativo e intermediarios de nitrogénio, com fungdes microbicidas. Essa
inibicdo da fusdo fagossomo-lisossomo € o principal mecanismo de sobrevivéncia intracelular
das bactérias do género Brucella spp. (QUINN et al., 2002). A ligacdo dos PAMP’s com 0S
Receptores de Reconhecimento Padrdo inicia a sinalizacdo que estimula a defesa do
organismo do hospedeiro pela inducdo da producdo de intermediadrios de oxigénio e
nitrogénio e pela ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) pela indugdo de
citocinas pré-inflamatorias e expressdo de moléculas co-estimulatorias, desencadeando a
resposta imune celular (WERLING; JUNGI, 2003).

A fagocitose das bactérias ativam as APCs que processam esse material em peptideos
e 0s apresentam em associacdo com as moleculas do Complexo Principal de

Histocompatibilidade (MHC) de classe 11 e | aos linfocitos T CD4 e T CD8, respectivamente
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(SKENDROS; BOURA, 2013). Os linfocitos T sdo os principais responsaveis na resisténcia a
bactérias intracelulares e determinam a resolucéo da infec¢do (WHO, 1997).

A resposta imune humoral se da pela producdo de anticorpos especificos contra a
cadeia O do LPS, pelos linfocitos B (BRASIL, 2006; SKENDROS; BOURA, 2013). O LPS é
o principal antigeno de superficie de Brucella spp. de cepas lisas. A principal diferenca na
estrutura da parede celular entre as cepas lisas e rugosas € que a Ultima ndo possui a cadeia O
do LPS (GOMES, 2013).

Os anticorpos produzidos tem acdo neutralizante e também atuam como opsoninas,
ativando a imunidade celular, pois facilita a fagocitose pelas APCs, ativam complemento e
promovem a citotoxicidade celular anticorpo-dependente (BALDWIN; GOENKA, 2006). O
isotipo IgM é o primeiro a ser produzido, a partir da primeira semana pds infeccdo ou
vacinacdo. Logo apds ocorre o aparecimento da 1gG1, seguido de IgG2 e IgA (BRASIL,
2006).. A maxima producéo de anticorpos da classe 1gG ocorre apos 28 a 42 dias da infec¢éo
ou vacinagdo (Navarro, 1995). Em bezerras vacinadas até os oito meses de idade, ocorre um
rapido decréscimo nos niveis de anticorpos, ndao sendo mais detectados nas provas
soroldgicas. (BRASIL, 2006).

6. Diagnostico

Os sinais clinicos da doenca ndo sdo patognomadnicos, assim o histérico do rebanho é
de grande importancia. O diagndstico da brucelose geralmente € realizado por métodos
soroldgicos ou bacterioldgicos. Os métodos indiretos sdo baseados na deteccéo de anticorpos

contra B. abortus e 0s métodos diretos na identificacdo do agente.

6.1. Métodos Indiretos

Os métodos indiretos detectam a presenca de anticorpos contra o agente e podem ser
utilizados diferentes fluidos corporais como: o soro, leite, muco vaginal e sémen e resultados
positivos indicam exposicdo do animal ao agente ou outros organismos intimamente
relacionados. O ideal € que esse teste consiga detectar a doenca nos estagios iniciais e que
diferencie anticorpos vacinais de infeccdo. Reacdes falso-positivas podem ocorrer pelos
anticorpos ndo especificos, isso devido a infec¢bes por outras bactérias ou interferéncia de
anticorpos vacinais relacionados a vacina B19. Os titulos de anticorpos podem persistir por

um longo periodo em uma pequena porcentagem dos animais vacinados e essa porcentagem
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aumenta com a idade em que esses animais foram vacinados. Os testes soroldgicos s&o muito
utilizados, pois nem sempre a identificacdo do agente por métodos bacterioldgicos € possivel
(ALTON, 1988; BRASIL, 2006; CORBEL et al., 2006).

O teste de soro aglutinacdo com AAT é um teste de triagem, por ser de facil execucéo
e de baixo custo. Neste teste, reacdes positivas podem ocorrer em animais vacinados com
B19, desta forma, é recomendada a realizacdo de outros testes com uma maior especificidade
que o AAT. Este teste qualitativo, demonstra somente a presenca de anticorpos da classe 1gG1
e ndo a sua titulacdo. Anticorpos dessa classe sdo produzidos nas fases iniciais de infeccdo, e
desta forma o AAT detecta infecgdes recentes (BRASIL, 2006; OIE, 2009).

O teste do anel em leite é realizado em mistura de leite de varios animais e é utilizado
para deteccdo de brucelose no rebanho. As reacOes positivas sdo caracterizadas pela
formacdo de um anel azul na camada de creme do leite, devido a presenca do corante
hematoxilina. Se houver a presenca de anticorpos contra Brucella spp., eles se ligardo ao
antigenos corado com hematoxilina e serdo carregados pelos glébulos de gordura para a
camada de creme. Leites muito acidos ou provenientes de vacas com mastite e colostrosdo
consideradas causas de reacdes falso-positivas nesse teste (ALTON, 1988; BRASIL, 2006;
OIE, 2009).

O teste do 2-mercaptoetanol (2-ME) é um teste confirmatdrio, quantitativo e seletivo,
pois detecta somente 1gG que é indicativo de infec¢do cronica. Este teste deve ser realizado
sempre em paralelo a prova lenta em tubos (BRASIL, 2006).

O teste de soroaglutinacdo em tubos é um teste confirmatorio utilizado junto com o 2-
ME e sua leitura deve ser realizada em 48 horas. E prova padronizada frente a um soro
internacional e o resultado expresso em unidades internacionais (BRASIL, 2006).

O teste de fixacdo de complemento é o teste de referéncia recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OIE) para o transito internacional de animais. O principio
deste teste € baseado na habilidade de alguns isotipos de anticorpos em ativar o complemento
do soro de cobaia, formando imunocomplexos com antigeno (céluas de B. abortus mortas).
Esse teste detecta tanto 1gG1 quanto IgM (BRASIL, 2006). E método com alta especificidade,
porém é um teste complexo que exige pessoal treinado (ALTON, 1988; BRASIL, 2006).
Reacdes positivas podem ocorrer neste teste devido a vacinacdo com a B19 ou reacdes
inespecificas. Entretanto fémeas vacinadas com idade entre trés a seis meses sao consideradas
positivas se apresentarem reacdo positiva ao teste de fixacdo de complemento de 30 ou mais
unidades de fixacdo de complemento/mL quando testadas a partir de 18 meses de idade (OIE,
2009).
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O teste de Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimética (ELISA) possui excelente
sensibilidade e especificidade, é de facil execucdo e possui uma grande variedade de Kits
comerciais além de necessitar de um minimo de equipamentos para sua realizagdo (CORBEL
et al., 2006).

O teste de fluorescéncia polarizada € uma técnica simples que permite medir a
interacdo entre antigeno e anticorpo e pode ser realizado tanto em laborat6rio como no campo.
O mecanismo do teste baseia-se na rotacdo aleatéria de moléculas em solucdo. O tamanho da
molécula é o principal fator que influencia na taxa de rotacdo e é inversamente proporcional,
ou seja, moléculas pequenas tem uma maior rotacdo do que moléculas maiores. O antigeno
utilizado é preparado com a cadeia O do LPS de B. abortus marcado com isotiocianato de
fluoresceina e determina-se por meio de equipamento com luz polarizada a velocidade de

rotacdo das moleculas (OIE, 2009).

6.2. Métodos Diretos

A PCR e um método de amplificacdo de acidos nucléicos rapido, de alta sensibilidade
e especificidade, que se tornou a base para numerosas técnicas moleculares, inclusive em
laboratérios de diagnosticos clinicos. Neste método, ocorre a amplificacdo de cdpias de
sequéncias especificas de acidos nucléicos, para no final obter uma quantidade de produto
amplificado que possa ser analisado (COLEMAN; TSONGALLIS, 2006).

A técnica permite a identificacdo de Brucella spp. em sangue, leite, urina, sémen,
tecido linfoide e material de aborto ou secre¢des de bovinos apos o parto, sendo um método
com alta sensibilidade e especificidade, onde a escolha da sequéncia alvo e a definicdo dos
oligonucleotideos iniciadores dentro das sequéncias de DNA sdo de grande importancia na
obtengdo de bons resultados (O’ LEARY et al., 2006; MOSQUERA et al., 2008; ELISEI et
al., 2010). Amostras de sangue sdo frequentemente utilizadas no diagnostico da brucelose
bovina pela PCR (YU; NIELSEN 2010).

O isolamento de Brucella spp. ou deteccdo do DNA bacteriano pela PCR é o unico
método, segundo Godfroid et al. (2010), que permite a certeza do diagndstico, desde que
usado um oligonucleotideo iniciador adequado. Para superar as desvantagens do isolamento,
a amplificacdo de acidos nucléicos tem sido explorada para a rapida confirmacdo e detec¢do
de Brucella spp. (PROBERT et al., 2004).

Sharifi et al. (2008) citam como vantagem da PCR, em relacdo ao método

microbioldgico utilizados para a identificacdo de espécies, a velocidade que a PCR ¢ realizada
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e também pela possibilidade da bactéria poder estar morta, 0 que € muito importante em
relagcdo a patogenia para humanos, uma vez que o risco de manipulagdo de culturas vivas de
Brucella sp. é muito grande.

Vaérios genes alvos sdo utilizados para a identificagdo da Brucella spp., como: genes
que codificam para proteinas externa de membrana (omp 2b, omp2a e omp31) (IMAOKA et
al., 2007), sequéncia de gene 16SrRNA (HERMAN; RIDDER, 1992), regi&o inter-génica 16S-
23S e genes funcionais (RIJPENS et al., 1996), gene ery ligado a sintese do eritritol
(BRICKER; HALLING, 1994) e bcsp31 (BAILY et al.,, 1992). Um marcador importante,
usado na diferenciacdo da B19 das cepas selvagens € o gene ligado ao catabolismo do eritritol
(EWALT; BRICKER, 2000).

Em estudo realizado com PCR que utilizou os genes bcps31,0mp2 e 0 16S5rRNA como
alvos encontrou baixa sensibilidade para o 16SrRNA para sangue bovino, pois ndo detectou
como Brucella spp. em 14 de 19 cepas de isolados, das quais, sete eram amostras de leite de
bovinos, identificando apenas duas como positivas. O bcps31 apresentou sensibilidade similar
a combinagdo do gene omp2 e ELISA. O uso de mais de um gene marcador para PCR
melhorou a sensibilidade e aumentou a especificidade, indicando ser um diagnostico
molecular mais confiavel para triagem de animais a campo (MUKHERJEE, 2007).

Uma PCR combinada foi usada para deteccdo de Brucella spp. ao nivel de género.
Foram utilizados quatro pares de oligonucleotideos iniciadores derivados do gene bcsp31 e
proteinas da membrana externa (omp2b, omp2a e omp31) em quatro PCRs individuais em
diferentes combinacgdes para a identificacdo de B. abortus, B melitensis, B. canis e B. suis.
Essas PCRs demostraram ser métodos ideais para a detec¢do da brucelose humana (IMAOKA
et al., 2007).

A tipificacdo da Brucella spp. é critica no controle e erradicacdo da mesma. Os
métodos convencionais de identificacdo de cepas e biovares levam no minimo cinco dias,
enquanto ensaios moleculares possuem alta sensibilidade e especificidade e um tempo menor
para a diferenciacdo entre espécies e biovares (SHARIFI et al., 2008).

Em um estudo gue avaliou o uso da PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores
B4 e B5 na deteccdo de B. abortus em amostras de sangue e leite bovinos, encontrou em 33
amostras de leite negativas no teste do Anel em Leite, 30,3% positivas na PCR. Em 94,1%
das amostras positivas no teste do anel em leite foram positivas na PCR e 5,8% foram
negativas na PCR. A positividade no teste de anel em leite pode ser decorrente de reagdes
cruzadas com outras bactérias (MOSQUERA et al., 2008).



22

Em estudo utilizando PCR no diagnostico da brucelose em cervideos do Pantanal Sul
Mato-Grossense, foi utilizado com alvo o gene virB5 de B. abortus. Foram analisadas 44
amostras de sangue, das quais nove foram positivas na PCR, representando 20,4% de
positividade (ELISEI et al., 2010).

7. Epidemiologia

A brucelose é uma doenca de distribuicdo mundial. E considerada endémica nos paises
do Mediterraneo, Africa, india, Asia central e Américas do Sul e Central (SONGER; POST
2005). As estratégias de combate para a brucelose sdo baseadas na vacinagdo, certificacdo de
propriedades livres por testes indiretos, controle da movimentagdo de animais e sistema de
vigilancia especifico. Os resultados obtidos com essas estratégias sdo variados, havendo
registros de sucesso e fracasso (POESTER et al., 2009).

A espécie B. abortus biovar 1 é o principal patogeno e é universalmente predominante
dos sete biovares e estd presente em todo o mundo (ACHA; SZYFRES, 2001). Em varios
paises, a doenca € alvo de programas de controle desde o século XX. Quando 0s programas
sdo bem estruturados, a diminuicdo da frequéncia da doenca diminui depois de
aproximadamente 20 anos (FERREIRA NETO, 2009). A maioria dos paises do Norte da
Europa e a Noruega foram declaradas oficialmente livres de brucelose bovina (GODFROID;
KASBOHRER, 2002).

O MAPA, em 1975, realizou um estudo epidemioldgico da brucelose bovina no Brasil.
Neste estudo, na regido Sul, a porcentagem de animais soropositivos foi de 4%, no Sudeste foi
de 7,5%, 6,8% no Centro-Oeste, 2,5% no Nordeste, e 4,1% na regido Norte (BRASIL, 2006).
Entre os anos de 1988 e 1998, a prevaléncia de animais soropositivos ficou entre 4 e 5%, de
acordo com os boletins de Defesa Sanitaria Animal (FERREIRA NETO, 2009).

No Mato Grosso do Sul, a prevaléncia da doenca nos rebanhos varia de 37,3%
(Monteiro et al., 2006) a 41,5% (CHATE et al., 2009). Monteiro et al. (2006), estimaram a
prevaléncia da brucelose em 22 municipios de Mato Grosso do Sul, por meio do teste de
triagem (AAT) e pelo teste confirmatorio do 2-Mercaptoetanol (2-ME) e encontraram 5,6%
animais positivos.

No estado do Maranhdo a prevaléncia encontrada para propriedades positivas foi de
11,42% e de animais positivo foi de 2,52% segundo Borba (2012). Em Rond6nia, a
prevaléncia encontrada foi de 35,2% de rebanhos positivos e de animais positivos de 6,2%
(VILLAR et al., 2009). Ja no estado da Bahia, a prevaléncia de focos foi de 4,2% e fémeas
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adultas soropositivas foi de 0,66% (ALVES et al. 2009). No estado de S&o Paulo, a
prevaléncia estimada de rebanhos positivos foi de 9,7% e de animais soropositivos de 3,8%
(DIAS et al. 2009).

A prevaléncia da doenga em humanos esté relacionada com a densidade populacional
de bovinos, caprinos e ovinos, ao nivel de endemia animal, habitos alimentares e nivel
socioecondmico (PESSEGUEIRO et al., 2003).

A principal forma de introducdo da doenga em um rebanho € pela introdugdo de
animais infectados, e desta forma quanto maior a frequéncia de introducdo de animais no
rebanho, maior a chance de ocorrer a doenca. Uma forma de minimizar esse risco € introduzir
somente animais provenientes de propriedades livres de brucelose (BRASIL, 2006). A
eliminacdo dos animais positivos no rebanho é uma das formas de controle da doenca, além
da vacinagéo sistematica dos animais (ALTON, 1988).

No ambiente a bactéria somente sobrevive, e ndo ha multiplicacdo. A pasteurizacao
entre 10 e 15 segundos inativa as bactérias e desinfetantes comuns como cresol 3%, hidroxido
de sodio a 2%, compostos de ortofendis a 3-5%, mercuriais e alcool 70% destroem
rapidamente as mesmas (GOMES, 2013).

A excrecdo da cepa B19 tem sido relatada por diversos trabalhos na literatura
(Nicoletti, 1991; Myashiro et al., 2007; Pacheco, 2012), e sua identificacdo € feita
principalmente a partir da urina e leite, por meio da PCR e cultivo microbiolégico, porém
existem poucos trabalhos que visaram determinar a persisténcia da vacina B19 por meio da
PCR e métodos soroldgicos. A presenca da cepa vacinal em amostras de leite e urina € uma
preocupacao para a salde publica, uma vez que a mesma pode causar a doenca em humanos.
Essa eliminacdo da B19 também é um importante fator na infeccdo de animais no rebanho,
uma vez que a mesma pode infectar machos e fémeas fora da faixa etaria em que a vacinagédo
é obrigatoria.

Desta forma, objetivou-se avaliar a persisténcia da vacina B19 pelo método soroldgico
AAT e molecular PCR em fémeas bovinas vacinadas com idade entre seis a oito meses de
idade.
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Abstract

This study verified the persistence of S19 vaccine by Rose Bengal Test (RBT) and
Polymerase Chain Reactions (PCR) in female calves aged six to eight months old. The
primers used were B4 and B5. All animas were negative at RBT before vaccination. Five
animals showed negative results at RBT throughout the sample period of the experiment. The
percentage of positive animals at RBT throughout the experiment was 80,65%, 66,60%,
20,83%, 10,42%, 6,25% to 30, 90, 120, 150 e 180 days after vaccination, respectively. From
the 210th day after vaccination, only one animal was positive to the test and this animal
remained positive until 360 days after vaccination. In any blood sample was carried out PCR
amplified product of B4 and B5. The results of RBT showed that one animal was still reagent,
suggesting vaccine persisted in this animal. Using blood as sample and under these
conditions, PCR is a technique that doesn’t allow the evaluation of the persistence of a

vaccine strain S19 on vaccinated calves.

Key words: Brucellosis, diagnostic, Brucella abortus, vaccine.

Resumo

Objetivou-se avaliar a persisténcia da vacina B19 pelo método sorolégico AAT e molecular
PCR em fémeas bovinas vacinadas com idade entre seis a oito meses de idade. Os
oligonucleotideos utilizados nas reacbes de PCR foram B4 e B5. Todos os animais
apresentaram resultados negativos no AAT na coleta antes da vacinacdo. Cinco animais
apresentaram resultados negativos durante todo o periodo de coleta. . O percentual de animais
positivos ao teste do AAT ao longo do experimento foi de 80,65%, 66,6%, 20,83%, 10,42%,

6,25% aos 30, 90, 120, 150 e 180 dias apds a vacinacgdo, respectivamente. A partir dos 210
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dias apds a vacinacdo somente um animal continuou positivo no AAT e esse mesmo animal
permaneceu positivo até os 360 dias apds a vacinagdo. Em nenhuma amostra de sangue
realizada a PCR foi amplificado o produto dos oligonucleotideos. Os resultados do AAT
mostram que aos 360 dias um animal ainda era reagente, sugerindo a persisténcia da vacina
neste animal. Utilizando o sangue como amostra e nas condic¢des deste trabalho, a PCR néo se
mostrou como uma técnica que permite avaliar a persisténcia da cepa vacinal em bezerras

vacinadas.

Palavras-chave: Brucelose, diagnéstico, Brucella abortus, vacina.

Introducéo

A brucelose ¢ uma zoonose de distribuicdo mundial causada pela bactéria Brucella
spp., um cocobacilo, intracelular facultativo, responsavel por grandes perdas econémicas,
relacionadas principalmente a abortos em animais. Nos humanos, causa a doenca conhecida
como Doenca de Malta, doenca crénica com longo periodo de convalescéncia (Cutler et al.,
2005; Songer & Post, 2005; Corbel et al. 2006).

A vacina B19 é a mais utilizada na prevencédo da brucelose bovina, e foi produzida a
partir de uma cepa esquecida em temperatura ambiente e sofreu atenuacdo natural e desde
1930 tem sido a mais utilizada para a vacinacdo de bezerras. O mecanismo dessa atenuacao
ainda nao é bem entendido. Essa cepa possui baixa patogenicidade e alta imunogenicidade e a
resisténcia que gera nos animais vacinados, dura por muitos anos. A principal desvantagem da
vacina B19 é que por ser uma cepa viva e ter mantido sua caracteristica lisa, induz a producéo
de anticorpos contra o antigeno O do lipopolissacarideo (LPS), interferindo no diagndstico
sorolégico. Porém se os animais forem vacinados na idade recomendada esses anticorpos

desaparecem rapidamente e 0S mesmos sao negativos nas principais provas sorolégicas, desta
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forma ndo € recomendada a vacinacdo de animais adultos (WHO, 1997; Paulin, 2006; Crasta
et al., 2008).

Em alguns casos, animais vacinados com a B19 podem tornar-se persistentemente
infectados (Alton, 1988). A eliminagéo da cepa vacinal B19 no leite foi estudada por Nicoletti
(1991), onde, em animais vacinados com a dose padrdo, 0,83% eliminou a cepa vacinal e
0,45% dos animais que receberam a dose reduzida da vacina eliminou a mesma.

A outra cepa vacinal é a RB51, derivada da cepa selvagem S2308 que sofreu
atenuag&o por sucessivas passagens em meio com rifampicina (Olsen et al., 1999).

O diagnostico da brucelose geralmente é realizado por métodos indiretos, baseados na
deteccdo de anticorpos contra B. abortus e métodos diretos, que detectam o agente. O teste de
soro aglutinacdo com AAT é um teste de triagem, por ser de facil execucao e de baixo custo.
Neste teste, reacdes positivas podem ocorrer em animais vacinados com B19, desta forma, é
recomendada a realizacdo de outros testes com uma maior especificidade que o AAT. Este
teste qualitativo, demonstra somente a presenca de anticorpos da classe 1gG1 e ndo a sua
titulagdo (BRASIL, 2006; OIE, 2009).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € um metodo de amplificacdo de acidos
nucléicos rapido, de alta sensibilidade e especificidade (Coleman; Tsongalis, 2006) e permite
a identificacdo de Brucella spp. em sangue, leite, urina, sémen, tecido linfoide e material de
aborto ou secre¢des de bovinos apds o parto (O’ LEARY et al., 2006; MOSQUERA et al.,
2008).

Sharifi et al. (2008) citam como vantagem da PCR, em relacdo ao método
microbioldgico utilizados para a identificacdo de espécies, a velocidade que a PCR ¢ realizada
e também pela possibilidade da bactéria poder estar morta, 0 que € muito importante em
relacdo a patogenia para humanos.

A excrecdo da cepa B19 tem sido relatada por diversos trabalhos na literatura
(Nicoletti, 1991; Myashiro et al., 2007; Pacheco, 2012), e sua identificacdo é feita
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principalmente a partir da urina e leite, por meio da PCR e cultivo microbioldgico. A presenca
da cepa vacinal em amostras de leite e urina € uma preocupacao para a salde publica, uma
vez que a mesma pode causar a doengca em humanos. Essa eliminacdo da B19 também é um
importante fator na infecgdo de animais no rebanho e manutencdo do agente no ambiente,
uma vez que a mesma pode infectar machos e fémeas fora da faixa etaria em que a vacinagdo
é obrigatéria.

Objetivou-se neste estudo avaliar a persisténcia da vacina B19 por 12 meses pelos

metodos sorolégico AAT e molecular PCR em fémeas bovinas vacinadas entre seis a oito

meses de idade.

Materiais e Métodos

Animais
Foram utilizadas 48 fémeas bovinas da raca Caracu, com idade entre seis a 0ito meses,
ndo vacinadas contra brucelose no inicio do experimento, provenientes do rebanho de

melhoramento animal da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS.

Etica na utilizacdo de animais experimentais
O projeto foi encaminhado & Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, e aprovado com n° de registro: CEUA n°

555/2013.

Vacinacao
Apo6s a primeira coleta de sague, todas as bezerras foram vacinadas com vacina
comercial viva, atenuada e liofilizada, de Brucella abortus, B19 por via subcutanea, na regiao

pré-escapular, com no minimo 60 x 10° unidade formadora de colénia (UFC) por dose.
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Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas amostras de sangue por punc¢do da veia jugular, em tubos com vacuo
de 5 mL com e sem EDTA para posterior extracdo de DNA e separagdo do soro. Essas coletas
foram realizadas no dia zero (antes da vacinacdo), 30, 60 dias e subsequentemente, até 12
meses apods a vacinacgdo, a cada 30 dias. O soro foi separado por meio de centrifugacdo a 7000
g por cinco minutos e foram armazenados a -20 °C até a realizagdo do teste soroldgico. O
sangue total foi separado em aliquotas de 350 puL em tubos tipo eppendorf de 2 mL e

armazenadas a — 20 °C até o momento da extragéo de DNA.

Anélise dos soros
Os soros foram analisados por meio do teste do antigeno acidificado tamponado
(AAT) conforme a técnica recomendada pelo Manual Técnico do Programa Nacional de

Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (Brasil, 2006).

Extracdo de DNA das amostras de sangue

A extracdo de DNA do sangue total foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Araujo et al. (2009). A qualidade e concentracdo do DNA extraido foram
estimadas por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com Sybr Gold e
visualizados em transiluminador ultravioleta e comparadas com o DNA X de concentracdes

conhecidas de 50ng e 100ng (Sambrook et al., 1989).

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
Foram utilizados os pares de oligonuclotideos iniciadores género especificos B4 (5’
TGG CTC GGT TGC CAA TAT CAA 3’) e BS (5 GTC TGG ACT TTC CGT TCG CGC

3”), descritos por Baily et al. (1992) que amplificam um fragmento de 223 pares de bases,
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referente ao gene bcps31 que codifica uma proteina imunogénica de 31 KDa. A PCR foi
realizada utilizando-se os DNAs extraidos e como controle positivo nas reagdes o DNA
extraido da cepa vacinal B19 e de B. abortus S2308. Como controle interno da reacéo, foi
utilizada &gua livre de nucleases.

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 20 puL. Cada reagdo contendo
13,5 pL de é&gua ultrapura, 0,03mM MgCl,, 0,3 mM dNTP’s, 5 pMol de cada
oligonucleotideo, 1,5 U de taq DNA polimerase e aproximadamente 100 ng de DNA. Os

ciclos das PCR foram realizados segundo descrito por Baily et al. (1992).

Resultados

Todos os animais apresentaram resultados negativos ao teste do AAT na coleta antes
da vacinacdo. Cinco animais apresentaram resultados negativos durante todo o periodo de
coleta.

Trinta dias apds a vacinacao, 25 de 31 animais (80,64%) em que foi realizada a coleta
apresentaram resultados positivos ao AAT. A maioria dos animais soroconverteram aos 60
dias apds a vacinacdo, quando 42 de 48 animais (87,5%) foram positivos. Um animal
apresentou resultado positivo aos 60 dias apds a vacinagdo e nas coletas subsequentes nao
apresentou reacdo de aglutinacdo no AAT, até os 360 dias apds a vacinacdo. Noventa dias
apos a vacinacao 32 de 48 animais (66,66%) mantiveram positivos. Aos 120 dias, dez de 48
animais (20,83%) mantiveram positivos. Cento e cinquenta dias apds a vacinacao cinco de 48
animais (10,42%) foram positivos e 180 dias apds a vacinacdo trés de 48 animais (6,25%)
apresentaram resultados positivos ao AAT. A partir dos 210 dias ap0s a vacinacdo somente
um animal apresentou aglutinacdo ao AAT, permanecendo positivo até a Ultima colheita aos

360 dias ap0s a vacinacao. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.
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O DNA de B. abortus ndo foi detectado por meio da PCR em nenhum animal durante

0 periodo de coleta de sangue, utilizando-se os oligonucleotideos B4 e B5 (Figura 1).

Discusséo

A vacinacdo contra brucelose é um medida compulséria para que ocorra uma
diminuicdo da prevaléncia da doenga no territdrio nacional. Essa vacinagcdo com a cepa B19
deve ser realizada somente em fémeas com idade entre trés a oito meses com o intuito de
evitar a ocorréncia de reacdes falso-positivas nos testes de triagem estabelecidos no PNCEBT
(Brasil, 2006).

Todos os animais foram soronegativos no dia zero no teste do AAT, indicando que 0s
animais eram livres da doenca no dia da vacinagdo. Os resultados demonstram que a maioria
dos animais (93,75%) ndo apresentou reacdo de aglutinacdo no teste do AAT aos 180 dias
apos a vacinacdo enquanto Mathias et al. (2001) encontraram 80,56% dos animais negativos
ao teste do AAT em bezerras nelore vacinadas ao 18 meses de idade, sugerindo que a partir de
180 dias apds a vacinacdo os titulos de anticorpos ja decrescem na maioria dos animais
vacinados com a cepa B19.

Quarenta e trés animais (89,58%) em algum momento do periodo do experimento
apresentaram reacdo positiva ao teste do AAT, indicando que houve persisténcia da vacina na
maioria das bezerras utilizadas no estudo.

A maioria das aglutinacdes ao teste do AAT ocorreu aos 60 dias ap6s a vacinagéo,
resultado que difere do encontrado por Koloda (2005), no qual 100% dos animais foram
reagentes ao AAT aos 30 dias apds a vacinacdo e de Mathias et al. (1998), no qual o pico foi
aos 14 dias ap6s a vacinacdo. Porém o resultado deste trabalho ndo difere muito do
encontrado por Mathias et al. (2001) e Martinez-Herrera et al. (2012) em que 100% dos

animais foram positivos aos 45 dias ap6s a vacinacdo. Essa variagdo pode ser devido ao
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intervalo de tempo em que as coletas de soro foram realizadas, onde a maioria das soro-
conversdes podem ter ocorrido entre os 30 e 60 dias. A maxima producdo de anticorpos da
classe 1gG ocorre apds 28 a 42 dias da infeccdo ou vacinagdo (Navarro, 1995), explicando
assim essa varia¢do da maxima soroconversao presente na literatura pelo AAT.

Segundo Acha e Szyfres (2001), o periodo entre a infeccdo e o aparecimento de
anticorpos varia de semanas a varios meses e que este intervalo de tempo esta relacionado
com fatores de viruléncia e dose da bactéria, via de infeccdo e a susceptibilidade do animal. A
dose utilizada por Mathias et al. (2001) foi de 60-120 x 10° bactérias viaveis, enquanto a
utilizada por Martinez-Herrera et al. (2012) foi de 10 x 10'° UFC.

Aos 210 dias somente um animal apresentou reagdo de aglutinagdo no AAT,
permanecendo este mesmo animal positivo até o final das coletas, aos 360 dias. Isso difere de
trabalhos na literatura, sendo aos 300 dias apenas um animal continuava a apresentar
aglutinacdo no AAT e aos 360 (Koloda, 2005) e 259 dias (Mathias et al., 1998) todos os
animais foram negativos ao teste. Ja& no estudo de Martinez-Herrera et al. (2012), todos
animais foram negativos ao AAT, 225 dias ap0s a vacinacao.

Reacdes falso-positivas podem ocorrer pela presenca de anticorpos nao especificos,
isso devido a infeccbes por outras bactérias como Escherichia coli O:157, Yersinia
enterocolitica 0:9, Salmonella urbana 0:30, Francisella tularensis, Pseudomonas
maltophilia e Vibrio cholera O:1., ou interferéncia de anticorpos vacinais relacionados a
vacina B19. Os titulos de anticorpos podem persistir por um longo periodo em uma pequena
porcentagem dos animais vacinados e essa porcentagem aumenta com a idade em que esses
animais foram vacinados (ALTON, 1988; BRASIL, 2006; CORBEL et al., 2006). Outro fator
é a caracteristica do teste AAT utilizado no soro dos animais, que por ser um teste de macro
aglutinacdo, que utiliza grandes volumes de soro e antigeno, e que também é um teste

qualitativo e ndo quantitativo pode ter influenciado no resultado deste animal. A utilizacdo de
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testes quantitativos poderia indicar uma titulacdo de anticorpos, que apesar de causar
aglutinacdo em testes qualitativos como o AAT e classificar o animal como positivo, ndo seria
suficiente para considera-lo com titulos de individuo positivo. Outra influéncia é a resposta
imune individuo-dependente, que pode ter gerado niveis de anticorpos persistentes neste
animal.

Uma bezerra apresentou resultado positivo aos 60 dias ap6s a vacinagao e nas coletas
subsequentes ndo apresentou reacao de aglutinagdo no AAT, até os 360 dias ap0s a vacinacao.
Situacdo semelhante foi encontrada por Koloda (2005) e Mathias et al. (1998), e que
atribuiram o fato a condi¢Ges de manejo estressante. O AAT, por ser um teste qualitativo,
indica a presenca de anticorpos da classe 1gG1l e ndo a sua titulagdo. Nessa bezerra,
provavelmente o titulo de anticorpos presentes no soro ndo seria suficiente para classifica-la
como positiva em testes quantitativos ou essa resposta pode ter relagdo com uma resposta
imune individuo-dependente, onde cada animal reage de forma diferente frente ao mesmo
desafio imunoldgico.

Cinco animais permaneceram negativos durante todo o periodo do experimento. Em
outro estudo na literatura, dois animais permaneceram negativos durante todo o periodo do
experimento (Koloda, 2005). Tal fato pode ser atribuido a falha na montagem da resposta
imune humoral ou um erro durante a vacinagéo.

Para minimizar a interferéncia que a vacina B19 causa nos testes sorologicos oficiais,
0s animais devem ser vacinados entre trés a seis meses, pois animais mais jovens permanecem
com anticorpos vacinais por um tempo mais curto (Bahena et al., 2003).

Em uma reacdo de PCR, sucessivos ciclos de amplificacdo sdo realizados, nos quais a
enzima DNA polimerase faz copias da sequéncia de acidos nucléicos alvo a partir de um

molde de DNA. Assim a cada ciclo, os novos produtos de amplificacdo servem como molde
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para o proximo ciclo e ao longo da reacdo, a concentracdo da sequéncia alvo aumenta
exponencialmente (Coleman & Tsongalis, 2006).

N&o houve a amplificagdo da sequéncia alvo em nenhum momento nas amostras de
sangue em que foi realizada a extracdo de DNA. Existem poucos trabalhos que visaram a
deteccdo do DNA da B. abortus B19 apds vacinacdo. Martinez-Herrera et al. (2012)
utilizaram a técnica de PCR em amostras de sangue de bezerras vacinadas colhidas aos 45 e
135 dias ap6s a vacinacdo com a cepa B19. Foram utilizados os oligonucleotideos ery 1 e ery
2 e em nenhuma coleta foi observado o produto de amplificacdo da PCR, o mesmo ocorrendo
em bioensaio prévio realizado com as amostras de sangue do presente estudo (dados nédo
apresentados). Os oligonucletideos ery 1 e ery 2 (Sangari et al. 1994) permitem a
diferenciacéo entre as cepas S2308 e B19. A cepa vacinal possui uma delecdo de 702 pb no
gene ery, responsavel pelo catabolismo do eritritol, e desta forma amplifica um fragmento de
361 pb, enquanto a cepa S2308 amplifica um fragmento de 1063 pb.

Em camundongos injetados intraperitonealmente com B. abortus viva ou inativadas
pelo calor, os animais ndo apresentaram sintomas de septicemia e as bactérias foram isoladas
do sangue antes de uma hora pés-inoculacao e a bacteremia persistiu por 48 horas (Barquero-
Calvo et al. 2007). Desta forma, como foi utilizado o sangue como fonte de DNA de Brucella
spp. a ser utilizado na reacéo de PCR, talvez o periodo de deteccdo do DNA pela técnica seja
de apenas horas apds a aplicacdo da vacina, onde as bactérias estariam circulantes no sangue
do animal.

Baek et al. (2005) avaliaram a infec¢do intrauterina com B. abortus biotipo 1 em
camundongos por meio de métodos microbiolégicos, soroldgicos e por AMOS-PCR (ensaio
que permite identificar as espécies de B. abortus, B. melitensis, B. ovis e B. suis). Os autores

inicialmente utilizaram amostras de sangue e tecido nas rea¢fes de AMOS-PCR, porém 0s
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resultados obtidos com as amostras de sangue foram muito variaveis e desta forma foram
analisados somente as amostras de tecidos.

Mosquera et al. (2008) realizaram PCR com os oligonucleotideos B4 e B5 em 17
amostras de DNA de sangue de bovinos pertencentes a propriedades com antecedentes de
brucelose com objetivo de avaliar a técnica na deteccdo de B. abortus. Dezesseis amostras
foram positivas na PCR, concluindo os autores que a técnica poderia ser confidvel para o
diagndstico da doenca. Neste estudo, ndo houve amplificacdo da sequéncia alvo em nenhum
momento, nas amostras de DNA extraidas do sangue das bezerras vacinadas, utilizando-se 0s
oligonucleotideos B4 e B5. Provavelmente pelas condi¢Ges do rebanho no presente estudo
diferirem daquelas nas quais foi realizado o estudo de Mosquera e colaboradores, uma vez
que todos os animais utilizados eram livres de brucelose.

Os oligonucleotideos iniciadores B4 e B5 possuem um nivel de deteccdo bom, sendo
relatado na literatura que é possivel detectar 700 UFC/mL no sangue periférico (Yu &
Nielsen, 2010), 4 x 10> UFC em 40 pL de sangue e 10 UFC por mL de leite (Mosquera et al.
2008)

Ha estudos na literatura em que foi encontrado DNA de B. abortus cepa B19, por meio
da técnica de PCR em leite, urina e queijo de animais vacinados. Pacheco et al. (2012) avaliou
a excrecdo da cepa B19 por fémeas vacinadas entre trés a oito meses de idade por meio da
PCR. Foram utilizados os oligonucleotideos B4 e B5 e em reacdo multiplex foram utilizados,
para identificacdo de cepa selvagem ou vacinal os oligonucleotideos ery 1 e ery 2. De 420
amostras, 86 (20,5%) foram positivas na PCR, e a maioria das amostras positivas foi de urina
e todas foram identificadas como a cepa vacinal B19.

Myashiro et al. (2007) analisaram amostras ilegais de queijo, por meio do cultivo

microbiolégico e da PCR, utilizando os oligonucleotiideos ery 1 e ery 2. Das 192 amostras,
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37 (19,27%) foram positivas na PCR como sendo B. abortus, destas, 30 (81,08%) foram
identificadas como cepa B19 e sete (18,92%) como cepa selvagem.

Foram isoladas 11 cepas de campo de B. abortus de leite de vacas. A partir desses
isolados, foram realizadas duas PCR para a diferenciacdo dos mesmos. A primeira visava a
diferenciag@o da cepa RB51 de B. abortus, na qual nenhum isolado correspondeu a esta cepa
vacinal. Entretanto, na diferenciagdo entre B19 e cepas selvagens, dois isolados
corresponderam a cepa vacinal (Chavarria et al., 2006).

Esses estudos mostram que ha excrecdo da cepa B19, e que a PCR mostra-se ser uma
boa técnica para essa avaliacdo. Porem nesses trabalhos foram utilizados amostras de leite e
urina, locais de escolha para a permanéncia e multiplicacdo das bactérias no organismo do
animal.

No presente estudo, foi utilizado o sangue como amostra e nestas condi¢cdes a PCR
ndo se mostrou como uma técnica que permite avaliar a persisténcia da cepa vacinal em
bezerras vacinadas. Ao contrario, os resultados do AAT demonstraram que o teste permite
avaliar a persisténcia da amostra vacinal B19 em bezerras vacinadas, uma vez que, com 360
dias um animal ainda era reagente, sugerindo desta forma que o houve a persisténcia da
vacina B19 nesse animal por 12 meses ap0s vacinagéo.

A persisténcia da vacina B19 nos animais é um fator importante para a saude publica e
também na infeccdo de rebanhos. A determinacdo do periodo em que a vacina permanece nos
animais € uma forma de evitar a infeccdo de demais animais do rebanho por esta cepa, uma
vez que existem relatos na literatura da excrecdo da cepa B19 em fémeas vacinadas na idade

recomendada.
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Tabela 1 — Resultados do teste de antigeno acidificado tamponado (AAT) de 48 soros de

bezerras da raga Caracu com idades entre 6 a 8 meses, vacinadas com a vacina B19.

_ Positivos ao teste do AAT
Dias ap0s a vacinacéo

n %
0 0 0

30 25* 80,64

60 42 87,5

90 32 66,66

120 10 20,83

150 5 10,42

180 3 6,25

210 1 2,08

240 1 2,08

270 1 2,08

300 1 2,08

330 1 2,08

360 1* 3,22

* Nesta coleta, foi realizado o teste do AAT somente em 31 soros.
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Figura 1. Reacdo de PCR com os oligonucleotideos B4 e B5 (Baily et al., 1992) para
deteccdo da cepa vacinal B19 de Brucella abortus em bezerras vacinadas. Eletroforese em
gel de agarose a 2%, corado com SYBR GOLD (Invitrogen®) sob transiluminacdo UV.
Canaletas 1 a 16 DNA de sangue de animais apés a vacinacdo com B19. Canaletas B19 e
S2308, controles positivos da reacdo, as quais geraram bandas de aproximadamente 223 pb.
Canaleta C- controle interno da reacdo (sem DNA). Kb corresponde ao marcador de pb 1 Kb

DNA Plus Invitrogen®.



