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UTILIZACAO DE UM TESTE ELISA INDIRETO PARA O DIAGNOSTICO DA
BRUCELOSE EM AMOSTRAS DE SORO DE BUFALAS

RESUMO: A brucelose é uma enfermidade infecciosa que acomete os animais
domeésticos, sendo caracterizada por aborto e infertilidade, trata-se de uma zoonose
e gera grandes prejuizos a pecuaria. Devido a crescente expansdo da
bubalinocultura no Estado da Bahia, o presente trabalho teve como objetivo
comparar o desempenho dos testes de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e
Ensaio Imunoenzimético (ELISA) indireto, na investigacdo da Brucella abortus em
soro de fémeas bubalinas. Foram coletadas amostras de sangue (soro) em 118
Bufalas (Bubalus bubalis), sendo essas vacinadas com a vacina B19. Os animais
foram selecionados de formas aleatérias. Os soros desses animais foram
submetidos a Técnica do Antigeno Acidificado Tamponado e ao ELISA Indireto. Das
118 amostras de soros examinados através na técnica AAT, nenhuma amostra foi
reagente a técnica. Assim, as mesmas amostras foram testadas pelo método de
ELISA Indireto, onde encontrou-se 82 amostras reagentes. Dessa forma, conclui-se
gue a técnica do ELISA Indireto para teste de diagndstico de triagem em bubalinos é

uma boa opc¢ao por possuir excelente desempenho.

Palavras-chave: Aborto, Brucella abortus, Sanidade, Zoonose.



USE OF A TEST INDIRECT ELISA FOR THE DIAGNOSIS OF BRUCELLOSIS IN
BUFFALOES SERUM SAMPLES

ABSTRACT: Brucellosis is a bacterial infection that spreads from animals to people.
In livestock it affects productive outcomes by causing spontaneous abortions in
females and infertility in males. Regarding to the effects of brucellosis in buffalo
production, this study were designed to compare the acidified buffered Antigen
diagnostic test to indirect ELISA test performance in serum buffalo females. Were
used 118 animals, all of which were previously vaccinated by B19 to prevent them
from brucella agent. Furthermore, blood fluid samples were collected and randomly
submitted in two different methods of brucellosis diagnosis: acidified buffered antigen
diagnostic and indirect ELISA test. Samples analyzed by ATT technique did not
reacted, nevertheless the same samples were submitted in indirect ELISA test and
82 were reacted positively. In accordance with this results, was concluded that the

Indirect ELISA test is the best choice to the brucellosis diagnostic.

Key-words: Abortion, Brucella abortus, Sanity, Zoonosis.
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1 INTRODUCAO

Os bufalos sdo considerados uma alternativa eficaz de producédo de proteina
de origem animal (carne e leite) no Brasil (NADIR JUNIOR et al., 2007). O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2015) relata que no ano de 2014 o
namero do rebanho bubalino no Brasil foi de 1.319.478 cabecas, e a Bahia possuia
25.128, sendo o 10° estado criador de bubalinos, o que corresponde a 1,9% da
participacdo do efetivo nacional. O primeiro estado criador de bufalos é o Para, com
493.646 cabecas (37,4%) e o Amapa, em segundo, com 285.778 cabecas (21,7%).
As maiores mesorregides da Bahia em criacdo de bubalinos s&o: o Sul Baiano, com
11.226 cabecas e o Centro Sul Baiano, que possui 4.964 cabecas.

A Organizacdo Mundial de Saude Animal — OIE (2015) busca aplicar medidas
que visam a protecdo da humanidade, preocupando-se com a inocuidade de
alimentos de origem animal e a melhoria na saude animal, através de medidas de
diminuicdo da disseminacdo de varios tipos de enfermidades em diversas regides
mundiais, as quais causam importantes problemas sanitarios. Com isso, a OIE
prescreve uma lista de doencas de notificacdo obrigatéria de varias espécies, dentre
essas, uma doenca de notificacdo obrigatéria para Bovinos e Bubalinos, segundo a
determinacao da OIE, € a Brucelose.

A brucelose, assim como varias outras doencas que acometem os animais de
producdo, causa grande perda e forte impacto econémico, além de trazer prejuizo a
saude da populacdo por se tratar de uma zoonose (ASSENGA et al., 2015). Assim,
por se tratar de doenca que provoca grande perigo para a populacéo, sao instituidas
medidas de controle eficaz, incluindo diagndstico precoce e descarte dos animais
infectados, a fim de evitar a disseminacdo desse agente e com intuido de uma
posterior erradicacédo (NADIR JUNIOR et al., 2012; OLSEN; TATUM, 2010).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
Brasil - MAPA (2014), até 2020, a expectativa é que a producao nacional de carnes
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suprirda 44,5% do mercado mundial. Assim o Ministério da Agricultura ver a saude
animal, numa visdo ampliada, que envolve questdes relacionadas a enfermidades
dos animais, saude publica, controle dos riscos em toda a cadeia alimentar,
assegurando a oferta de alimentos seguros e bem-estar animal. Desse modo, o
MAPA criou, através do Regulamento Técnico, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e Tuberculose — PNCEBT, a fim de aplicar medidas como:
prevencdo e a determinacdo de testes para o diagnéstico da enfermidade, tudo
visando a melhoria da saude animal e a inocuidade de alimentos de origem animal.
Visto que essa enfermidade tem sido mundialmente relatada nos animais e nos
seres humanos e sendo essa amplamente disseminada em diversas regides

mundiais.

De acordo Silva et al. (2014), seria necessario criar um programa de
acompanhamento soroldgico de Brucella abortus especifico para bufalos, devido ao
contato de proximidade entre os bufalos e o gado, e o crescimento constante de sua
populacdo, pois os bufalos podem se tornar um obstaculo para o sucesso do
PNCEBT no Brasil. Diante do exposto, justifica-se a importancia desse trabalho
sobre a utilizacdo de um teste ELISA indireto, visando a utilizacdo de técnicas de

diagndstico mais eficazes para o controle da enfermidade em Bubalinos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Comparar o desempenho dos testes de diagnodsticos AAT e ELISA indireto, na

investigagdo da Brucella abortus em soro de fémeas bubalinas.

2.2 ESPECIFICOS

— Investigar soroepidemiologicamente bubalinos reagentes para brucelose;

— Utilizar o teste do antigeno Acidificado Tamponado para investigacao da
brucelose em amostras de bubalinos;

— Demonstrar a possibilidade do uso do ELISA indireto como método de

diagndstico de Brucella abortus em Bubalinos;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BREVE HISTORICO DA BUBALINOCULTURA

A bubalinocultura se constitui em alternativa viavel de producéo de carne, leite
e tracdo, pratica comum em muitos paises de todo o mundo, demonstrando suas
multiplas fungbes (RAMOS et al., 2004). Estima-se que a populacdo mundial de
bdfalos é de aproximadamente 194 milhdes de cabecas, com distribuicdo mundial,
sendo que 96,92% estdo localizados na Asia conforme descrito na tabela 1, com

aumento anual de 18 milhdes nos ultimos dez anos (FAO, 2015; SETHI, 2010).

Tabela 1: Distribuicdo mundial do rebanho bubalino em 2013.

Continente N° de animais %
Africa 4.200.025,00 2,167%
América 1.339.127,00 0,691%
Brasil 1.332.284,00 0,687%
Asia 187.855.961,00 96,922%
Europa 425.858,00 0,220%
Oceania 210,00 0,0001%
Valor Global 193.821.181,00 100,00%

Fonte: Adaptado da FAO (2015).

Ha pouco mais de um século, os bufalos foram introduzidos no Brasil,
adaptaram-se bem aos climas, e formas de manejo variado. O rebanho bubalino do
Brasil ao longo do tempo obteve um crescimento surpreendente (ANDRADE;
GARCIA, 2005; BERNARDES, 2007). Segundo dados do IBGE, (2015) e da
Organizagcdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura - FAO (2015), o
efetivo rebanho bubalino brasileiro é de aproximadamente 1,3 milhdes de cabecas,

sendo esse 99,49% do total do rebanho das Américas.

Marques e et al. (2000) descrevem que os bufalos sdo animais ecoldgicos,
produzindo onde o bovino mal consegue sobreviver. O manejo sanitario tem a
finalidade de impedir que doencas interfiram no desempenho produtivo do rebanho.

Ha véarias doengas que podem interferir na producdo e na qualidade sanitaria, tais



15

como: brucelose, leptospirose, entre outras (OLIVEIRA, 2006). Os bubalinos
também sdo acometidos pela infeccdo causada pelo protozoério coccidio como
Neospora caninum e Toxoplasma gondii, além de infeccBes bacterianas como
Brucelose e Leptospirose, enfermidades essa que causam problemas reprodutivos
(GONDIM et al., 2007; SOUZA et al., 2001; FIALHO et al., 2009).

3.2 AGENTE ETIOLOGICO

A Brucelose € conhecida como Febre de Malta, Febre Ondulante, Febre
Mediterranea ou Doenca de Bang, tida por Febre por que na llha Mediterranea de
Malta, efetuou-se a primeira definicdo clinica com o nome de febre remitente
gastrica mediterrdnea. Formou uma comissao com alguns bacteriologistas, dentre
eles, Sir David Bruce, que observaram que a bactéria consistia num bacilo,
alterando-se a nomenclatura original de Micrococcus, para o nome de Brucella, em
homenagem a David Bruce (MANTUR; AMARNATH; SHINDE, 2007).

Causada por bactérias que pertencem ao género Brucella, de carater
infeccioso, familia Brucellaceae, parasita intracelular facultativo, o qual pode
multiplicar-se no interior de macréfagos, apresenta-se microbiologicamente como
cocobacilos ou bastonetes curtos, gram-negativos, que crescem em condi¢des
aerobios ou microaerdfilos, imoveis, sem flagelo na sua estrutura, com 0,5 a 0,7 pym
de didmetro e 0,6 a 1,5 ym de comprimento, sendo esses ndo formadores de
esporos e desprovidos de capsulas (BARBOSA et al.,, 2013; MOLINARO, 2009;
NIELSEN et al., 2004). Diversas espécies sdo reconhecidas dentro do género
Brucella e a classificacdo baseia-se principalmente sobre a diferenca na

patogenicidade e na preferéncia de hospedeiro (CARDOSO et al., 2006).

Essas bactérias séo classificadas ainda por suas caracteristicas bioquimicas
e antigénicas, sendo possivel classificar as espécies de Brucella da seguinte forma:
B. melitensis; B. abortus; B.suis; B. canis; B. neotomae; B. ovis; B. ceti; B.
pinnipedialis; B. microti e B. inopinata. Podem ser divididas em grupos

antigenicamente distintos: as lisas e as rugosas, sendo que para as quatro ultimas o
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grupo antigénico ainda € desconhecido, e os trés primeiros sdo subdivididos em
biovares com base nas propriedades culturais e soroldgicos (BARBOSA et al., 2013;
FAO, 2015; FOSTER et al., 2007; POESTER; GONCALVES; LAGE, 2002; SCHOLZ
et al., 2008).

Assim, as estirpes de Brucella expressam LPS lisa (S-LPS) ou LPS rugosa
(R-LPS) como antigeno de superficie, sendo que, uma das diferencas na estrutura
das Brucella lisa e rugosa, é a auséncia de cadeia O no LPS da estipe rugosa. Esta
bactéria possui um lipopolissacarideo ndo endotdxico ndo convencional que confere
resisténcia a ataques antimicrobianos e modula a resposta imunitaria do hospedeiro
(CARDOSO et al., 2006; GOMES, 2013).

A bactéria causadora da brucelose em bufalos, trata-se do agente etiolégico
Brucella abortus, especialmente o biovar 1. A Brucella abortus possui 8 biotipos, no
Brasil foram isoladas os seguintes, conforme seu biovar: B. abortus biovares 1, 2 e 3
em bovinos, em bufalo foi isolado a partir de um feto de bubalino o biovar 1
(BRICKER; HALLING, 1994; BRASIL, 2006; DIPTEE et al., 2006; MEGID et al.,
2005; POESTER, GONCALVES, LAGE, 2002).

Quanto as caracteristicas bioquimicas dos micro-organismos isolados, estes
ndo utilizam o citrato como Unica fonte de carbono, exibem atividade de urease
variavel, sdo catalase e oxidase positivos, reduzem o nitrato a nitrito e ndo sdo
hemoliticos. Produz acido, mas ndo de carboidratos em meios convencionais. Nao
produzem indol e aos testes de Vermelho de Metilo e de Voges-Proskauer eles
reagem de forma negativa, sendo que o seu isolamento pode conseguir-se com
meios vulgares, como por exemplo, agar-tripticase-soja. Entretanto, ha meios
seletivos, como exemplo, o meio de Farrell. A temperatura 6tima de crescimento é
de 37°C, contudo pode variar entre 20°C a 40°C. O crescimento ocorre com o pH
entre 6,6 a 7,4. Colbnias de Brucella sdo de crescimento lento e meticuloso,
geralmente entre 0,5 e 1 mm de diametro, levantadas, convexas e com uma borda
inteira (FAO, 2015; GOMES, 2013).
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3.3 CARACTERISTICA EPIDEMIOLOGICA DA ENFERMIDADE

Dentre as infec¢cbes causadas por bactérias do género Brucella a mais
prevalente é a B. abortus, sendo um grande problema relacionado a saude publica.
De distribuicdo mundial, é considerada endémica no Brasil e € diagnosticada em
todos os estados, gerando grandes perdas econémicas ao pais (BRASIL, 2006;
FREITAS; OLIVEIRA, 2005; OIE, 2015).

A OIE (2015) descreve que os maiores niveis de incidéncia da Brucelose
estéo localizados no Oriente Médio, na regido do Mediterraneo, Africa-subsaariana,
China, india, Peru e México. Atualmente, o maior nimero de casos esta sendo
registrado em paises da Asia Central e do Sul. Acredita-se que varios paises da
Europa Ocidental e Norte, assim como Canada, Japao, Australia e Nova Zelandia, ja

sao livres do agente infeccioso.

A carga global da brucelose humana € enorme, o agente provoca mais de
500.000 infeccBes por ano em todo o mundo (PAPAS et al. 2006). Na Africa, os
casos de brucelose sdo devido a transmissdo, através dos animais silvestres e
animais de pecuaria. (ASSENGA et al. 2015; GORSICH et al., 2015).

Os estudos epidemiolégicos e programas de salde sdo comuns em bovinos e
raros em bufalos (SILVA et al., 2014). No Brasil, a brucelose em bufalos vem sendo
evidenciada por meios de levantamentos em algumas localidades brasileiras de
2001 a 2015. A frequéncia de ocorréncia variou entre 1,3% a 37,5%, de acordo com
a regido, a populacdo examinada e os testes laboratoriais empregados no
diagnéstico (BASTIANETTO et al., 2005; CASSEB et al., 2015; CHAVES et al.,
2012; FUJII et al., 2001; VIANA et al., 2009).

Essa enfermidade encontra-se presente na lista da OIE, sendo considerada
uma doenca com importancia para a saude publica e econdmica devido suas
consequéncias significativas no comércio nacional e internacional, sendo motivo de

restricdes ao mercado internacional (OIE, 2015).
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O impacto econémico da brucelose é grande, devido aos prejuizos na saude
animal e na producdo de leite e carne. Os efeitos negativos diretos e indiretos da
brucelose séo dificeis de avaliar (LUNA-MARTINEZ; MEJIA-TERAN 2002). Devido
aos problemas reprodutivos estima-se que a brucelose seja responsavel pela
diminuicdo da producéao de leite de 20 a 25% (ALVES; VILLAR, 2011).

3.4 TRANSMISSIBILIDADE

Trata-se de uma enfermidade infecciosa grave que acomete 0s animais
domésticos, doenca que gera grandes prejuizos a pecuaria, de carater cronico,
caracterizada por aborto e infertilidade, acometendo bovinos, bubalinos, suinos,
ovinos, caprinos e equinos, sendo considerada uma zoonose, por estar associado a
animais que é a sua fonte primaria, visto que a brucelose pode ter um perfil
epidemioldgico diferente, dependendo da espécie hospedeira (FOSGATE et al.,
2002a; FREITAS et al., 2000; FREITAS; OLIVEIRA, 2005; MOLINARO, 2009).

A brucelose é uma grave zoonose ocupacional, por acometer profissionais da
area agraria, adquirida por penetracdo do micro-organismo através de lesdes
(fissuras na pele), membranas mucosas, conjuntiva, respiratérias e gastrointestinais.
E também uma zoonose de origem alimentar, a ingestdo € sua principal via de
transmissao e geralmente ocorre por meio de leite n&o pasteurizado; ou nao fervido,
queijo frescal e produtos de carne (carne malpassada), também podem ser
transmitidos por contato com anexos fetais, sendo que a exposicao percutanea com
agulha, a exposicdo conjuntival através de respingo nos olhos, e inalacdo sao as
rotas mais comuns de entrada (BASTOS et al., 2015; BRASIL, 2010;
VASCONCELOS, 2006).

Esse agente sobrevive durante periodos prolongados no solo, fezes, dejetos e
agua, em condi¢Bes ambientais favoraveis, aumentando as chances de exposicéo e
risco de transmissdo (BRASIL, 2006). As particularidades do comportamento
bubalino acabam diversificando um pouco a forma de transmissao da brucelose em

bdfalos em comparacdo com a brucelose bovina, visto que esses animais tém
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hébitos diferentes, dentre esses, obeservamos o0 habito que esses animais tem de
banhar-se constantemente, com intuito de fazer a termorregulagédo corporea, bem
como 0 pastoreio em acudes, expondo-se mais a determinados micro-organismos
como por exemplo as Brucella abortus, pois a sobrevivéncia desse patdgeno neste
tipo de ambiente & maior. Outro mecanismo é a forma de criagdo extensiva, com
acesso a extensas areas, a qual pode Ihe proporcionar uma infec¢éo, visto que esse
convive com um ecossistema amplo. Além disso, sdo animais fortes e podem
destruir cercas e entrar em contato com outros grupos de animais, aumentando a
possibilidade de difusdo da doenca (PAULIN; FERREIRA NETO, 2008).

A transmissao de B. abortus em bubalinos ocorre principalmente quando as
bactérias sdo eliminadas a partir de animais infectados em periodos de parto
(GORSICH et al., 2015). A fémea prenhe é uma fonte de infeccao, por eliminar
grandes quantidades de bactérias nas secrec¢fes uterinas, nos fetos abortados e nas
membranas fetais seja, parto ou durante o periodo puerperal. Essa secrecao
eliminada pela fémea prenhe contamina pastagens, alimentos e fontes de agua,
levando os outros animais a serem contaminados pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados com o agente ou ainda pelo habito de lamber e/ou cheirar as crias
recém-nascidas. Ja transmissdo aos bezerros pode ocorrer pela ingestdo de leite
contaminado ou via transplacentaria (BRASIL, 2006).

Na monta natural a brucelose ndo constitui um risco, quando comparado com
a pratica da inseminacao artificial, pois o sémen € depositado no utero, escapando
das defesas naturais na vagina (MONTEIRO et al., 2006). Uma das formas de
eliminacao Brucella € pelo leite, o patdégeno localizar-se nos ganglios linfaticos supra
mamario e glandulas mamarias de 80% dos animais infectados e, assim, secreta a
bactéria no leite. Elimina também através de secrecbes uterinas, produtos do
abortamento como o feto, placenta, liquido amnidtico, membranas fetais ou ainda
por corrimento vaginal e urina ap0s aborto ou parto normal, e verticalmente pela via
transplacentaria. J4 eliminacdo pelo sémen de touros infectados ocorre em maior
quantidade durante a fase aguda da infec¢cao (BRASIL 2006; HAMDY; AMIN, 2002).
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Devido as falhas de manejo, nas propriedades classificadas como positivas,
os esforgcos para controlar, eliminar e erradicar a doenca tém que ser coerentes e
eficientes, para isso, a participagcdo dos produtores e veterinarios de campo em
orientar os trabalhadores rurais, sobre normas de manejo como destino de restos de
abortos, e também da importancia do uso dos equipamentos de seguranca, é de
extrema importancia (LUNA-MARTINEZ; MEJIA-TERAN, 2002). Dessa forma, o
risco de transmisséo entre espécies pode ser evitado pela rapida remocao de fetos
abortados do ambiente (OLSEN; TATUM, 2010).

3.5 RESPOSTA IMUNE

Os macrofagos séo a pedra angular do sistema imune inato. Eles detectam
organismos infecciosos através de uma infinidade de receptores, para realizar a

fagocitose, e preparar uma resposta apropriada para o hospedeiro (ADEREM, 2003).

Durante essas interagfes, tanto o acolhimento e a tentativa do patégeno para
manipular o hospedeiro, usando um mecanismo para maximizar suas respectivas
probabilidades de sobrevivéncia e reproducdo, o patdgeno pode adaptar-se a
diferentes estratégias de patogénese para infectar o hospedeiro. Por outro lado, o
hospedeiro pode aplicar uma resposta inata e adaptativa dos mecanismos de defesa
do sistema imunologico para lutar contra o patégeno invasor, visto que os fatores de
viruléncia envolvidos na replicacdo da Brucella sdo estratégias do agente para
contornar a resposta imune do hospedeiro (LAPAQUE et al., 2005; LIN; XIANG; HE,
2015).

Assim, logo que ocorre a infeccdo, as células do sistema fagocitario, por
exemplo macréfagos, ligam-se ao agente por meio de receptores especificos ou com
a ajuda dos anticorpos opsonizantes, ocorrendo em seguida a interiorizagao e essa
sera digerida e suas porgbes antigénicas serdo expostas na superficie celular,
permitindo o seu reconhecimento pelos linfocitos T, linfécitos B e pelas moléculas
das classes | e Il do MHC (complexo principal de histocompatibilidade). Entdo apos

fagocitada a bactéria, vai ser apresentada ao linfécito T por um complexo de
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histocompatibilidade conhecido como MHC-II. Assim, o MHC-II é quem denota que a
uma resposta especifica ativa, a resposta humoral. Quando a bactéria é fagocitada
pela célula a um aumento na producéo de interferon gama 1 (IFN-y), o qual informa
ao sistema imune que a célula esta infectada, a qual precisa ser destruida, e que
serd preciso produzir clones das células anucleadas, isso com o mecanismo de
feedback, j& que essa foi apresentada a um MHC-II. (CORBEL, 2006; JARVIS et al.,
2002; VELASQUEZ et al., 2012).

As duas respostas estdo ocorrendo ao mesmo tempo. A proliferacdo natural
de interleucina 4 (IL-4) ou interleucina 10 (IL-10), e o perfil Th2 que € predominante.
Esse perfil Th2 (diferenciacdo em linfocitos Th2) vai dizer para o sistema imune
ativar linfécitos B, ativar plasmocitos a produzir anticorpos. Assim os linfécitos
especificos estimulados sinalizam para as concretizarem a fagocitose. A fagocitose
ocorre por quem ha anticorpos opsonizando. Os anticorpos vao opsonizar as
bactérias e também vao neutralizar as toxinas liberadas por ela, ou seja, serve como
um sinalizador para as células fagociticas. Essa imunorregulacdo, ocorre por causa
da variacdo da triade, assim se 0 hospedeiro tem um sistema imunoldgico
competente, esse fard o mecanismo de opsonizac¢édo, ativara a resposta de memaria
e debelard o processo infeccioso. Entretanto a bactéria pode resistir, por ser
intracelular facultativo, pode desenvolver um mecanismo de resisténcia no memento
que for englobada pela célula, ela pode eliminar suas toxinas e expressar sua
camada de lipopolissacarideo (LPS). Podendo evitar o sistema imuni, fazendo uso
de varios mecanismos para evitar ou suprimir respostas bactericidas, pois a camada
de lipopolissacarideo (LPS) que tem a capacidade diminuida para ativacdo pré
inflamatdéria TNFa e citocinas IL1 em comparacdo com concentracfes semelhantes
de Escherichia coli LPS. Sendo que uma das explicagbes para a sobrevivéncia da
bactéria dentro dos macrofagos é a capacidade que a Brucella tem através da
camada de lipopolissacarideo (LPS) produzir adenina e guanina monofosfato,
substancias que inibem o processo de fusdo fagolisossoma (CORBEL, 2006;
JARVIS et al., 2002; LAPAQUE et al., 2005; VELASQUEZ et al., 2012).
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As bactérias patogénicas como a Brucella desenvolveram estratégias para
persistir por tempo prolongados em células hospedeiras, evitando as respostas
imunes do hospedeiro (ARELLANO-REYNOSO et al., 2005).

3.6 PATOGENIA

No campo das doencas infecciosas, 0 estudo das relagdes interativas entre
patégenos e seus hospedeiros é de extrema importancia, sendo que uma doenca
infecciosa € o resultado de interacfes intensas entre um agente patogénico e o seu
hospedeiro (LIN, XIANG, HE, 2015).

Apés atravessar a porta de entrada, o patdgeno, pode ser tomado por
macréfagos dos tecidos locais e ser conduzido para os ganglios linfaticos regionais
seguindo, via linfa ou sangue, para circulacdo, disseminando por todo o organismo,
e essas bactérias serdo subsequentemente semeadas em todo o0 corpo, com
tropismo para os 6rgaos ou tecidos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario. Uma vez dentro da corrente sanguinea, 0s organismos tornam-se
rapidamente patdgenos intracelulares, pode ndo apenas infectar macrofagos como
se replicar neles (MANTUR; AMARNATH; SHINDE, 2007).

Isso ocorre por que as infecBes por Brucella sdo normalmente de natureza
crbnica. Para promover a sua sobrevivéncia intracelular, o patbgeno minimiza a
ativacdo dos mecanismos inflamatérios do hospedeiro (LIN, XIANG, HE, 2015).
Diversos estudos sobre fatores de viruléncia foram dirigidos para o0s principais
componentes da membrana externa, a qual contém a camada de lipopolissacarideo

(LPS), que é o principal fator de viruléncia para a Brucella (CARDOSO et al., 2006).

Esse fator de viruléncia se dar pela capacidade que a Brucella tem através da
camada de lipopolissacarideo (LPS) produzir substancias que inibem o processo de
fusdo fagolisossoma, como por exemplo a adenina e guanina monofosfato
(VELASQUEZ et al., 2012). Outra substancia esta relacionada com a sintese de
cadeias ciclicas (CARDOSO et al., 2006).
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Os ciclicos B1,2glucanas (CBG) sintetizados pela Brucella, que fazem parte
de um dos constituintes gerais dos envelopes de bactérias Gram-negativas, é
importante para contornar as defesas das células hospedeiras. CBG atua em bolsas
lipidicas encontradas nas membranas das células hospedeiras. O CBG é assim um
fator de viruléncia que interage com as Bolsas lipidicas e contribui para a
sobrevivéncia do patdgeno, isto ocorre por que uma dessas caracteristicas
estruturais do esqueleto poliglucose controla a maturacdo do vacuolo, evitando a
fusdo lisossoma, permite que a Brucella sobreviva e alcance o reticulo
endoplasmatico, onde ocorre sua replicacdo, em seguida as bactérias sao libertadas
com a ajuda de hemolisinas e necrose celular induzida (ARELLANO-REYNOSO et
al., 2005; MANTUR; AMARNATH; SHINDE, 2007).

3.7 SINAIS CLINICOS

Os prejuizos para a bubalinocultura com a brucelose sédo determinados
principalmente por problemas da esfera reprodutiva, afetando negativamente o
potencial reprodutivo e produtivo (RADOSTITS et al., 2007; CHAND; CHHABRA,;
NAGRA, 2015). Brucella spp. pode se localizar nas articulagdes, 0ssos, tecidos
reprodutivos masculinos, ou em outros locais em que a inflamagéo e patologia

associada induzem les@es e sinais clinicos (OLSEN; TATUM, 2010).

Sao bactérias especificas, pois infectam um determinado tipo de tecido. Essa
afinidade tecidual esta relacionada com a presenca de nutrientes. Devido a
dependéncia nutricional, a Brucella abortus necessita do alcool-acUcar eritritol,
produzida pela placenta, que esta presente em elevadas concentra¢des nos tecidos
uterinos e placentéarios de alguns animais, logo, esse micro-organismo habita o trato
genital devido a essa preferéncia nutricional (MOLINARO, 2009). O eritritol € capaz
de estimular o crescimento da Brucella abortus, ocorre em alta concentracdo na
placenta e em fluidos fetais sendo responsavel pela infeccdo nesses tecidos
(ALVES; VILLAR, 2011).
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As principais caracteristicas da doenca séo: aborto (terco final da gestagcéo
decorrente de inflamagdo necrética na juncdo entre carlncula e cotilédone),
mortalidade perinatal, metrite e, ocasionalmente, esterilidade permanente, retencéo
de placenta, nascimento de bezerros pequenos e fracos, queda na producéo leiteira
e infertilidade, ressaltando seu impacto na saude publica. Contudo, ap6s o segundo
aborto, as fémeas podem néo apresentar sinais clinicos, mas continuam a excretar o
agente, e sao a origem da infeccdo para as novilhas. Fetos macerados e
mumificados séo sinais frequentes em bufalos. Em machos, pode ocasionar orquite
e processos inflamatérios na vesicula seminal e ampolas (ALVES; VILLAR, 2011;
FRASE, 1997; PAULIN; FERREIRA NETO, 2008; SELEEM; BOYLE;
SRIRANGANATHAN, 2010). A maior prevaléncia da infecdo sdo animais
sexualmente maduros, podendo ocorre em animais de todas as idades (ALVES;
VILLAR, 2011).

Andriopoulos et al. (2007) relatam 14 anos de experiéncia com brucelose
aguda em humanos na Lakonia, Grecia, onde os pacientes infectados tiveram uma
histéria ocupacional relevante em menos de 20% dos casos. As manifestacdes
clinicas incluiram sintomas nao-especificos (febre, mal-estar, suores, artralgias, dor
lombar, dor de cabeca), achados como esplenomegalia, envolvimento osteoarticular,
linfadenite cervical, hepatomegalia, envolvimento geniturindrio (nos homens),

colecistite, abscesso de mama, e abdémen agudo.

3.8 DIAGNOSTICO

Acesso a ferramentas de diagndstico apropriadas € um componente essencial
na avaliacdo e melhoria da saude global. Diagndsticos séo cruciais para identificar a
presenca e a causa da doenga, tanto em nivel individual quanto populacional,
avaliando corretamente a natureza da doenca, para que seja possivel designar um
curso adequado de tratamento e 0 acompanhamento dos efeitos das intervencdes
quer de forma preventiva ou terapéutica (BURGESS; WASSERMAN; DAHL, 2006).
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O diagnostico laboratorial da brucelose bovina e bubalina baseia-se
principalmente no diagnéstico soroldgico usando soro e/ou amostras de leite.
Existem varios testes soroldégicos com desempenho diagnéstico diferente e
capacidade de se diferenciar animais vacinados de infectados (CIOCCHINI et al.,
2014).

Os testes de diagndstico para brucelose recomendados pelo PNCEBT séao
realizados exclusivamente em fémeas de idade igual ou superior a 24 meses, desde
que vacinadas entre 3 e 8 meses com a B19. Segundo Nadir Junior et al. (2012),
faz-se necesséria vacinar as fémeas bovinas e ou bubalinas entre 3 e 8 meses com
a B19; no pois evita dificuldades na interpretacdo das provas soroldgicas,
decorrentes da presenca de imunoglobulinas residuais de origem vacinal, o que

dificultaria a diferenciacao entre vacinados e infectados.

No Brasil, o PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes: Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), Anel em Leite (TAL), 2-Mercaptoetanol (2-ME) e
Fixacdo de Complemento (FC). Os dois primeiros como testes de triagem; os dois
altimos como confirmatorios. Células inteiras da amostra de B. abortus 1119-3 sdo

utilizadas na preparacéo dos antigenos.

Um dos principais procedimentos para o controle e profilaxia e na vigilancia
epidemioldgica da brucelose, é o diagnostico soroldgico, além de ter padrédo
internacional, pode ser utilizado em grandes rebanhos, custo acessivel, boa
sensibilidade e especificidade (NADIR JUNIOR et al., 2012).

3.8.1 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial pode ser sorologico ou bacteriolégico. O sorologico
é através de aglutinacdo em lamina, tubo, entre outros. E o bacterioldgico € feito
através de hemocultura ou por materiais obtidos por meio de biépsia, matérias de
aborto, etc. (MOLINARO, 2009).
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ldentificacdo do agente é feita através de métodos diretos. Esses métodos
incluem o isolamento e a identificacdo do agente, imunohistoquimica, e métodos de
deteccdo de acidos nucleicos, principalmente a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) (BRASIL, 2006). O método de cultura é um teste padrdo-ouro estabelecido,
assim, o uso desse teste para deteccdo do micro-organismo Brucella em bubalinos e
bovinos, é inviavel, por se tratar de um teste caro ou impraticavel para grandes
populacdes (GORSICH et al., 2015).

O diagndstico de isolamento e identificacdo do agente é limitante no quesito
de uso em grande quantidade, contudo esse € um diagnéstico fidedigno na
brucelose em bubalino, ja a caracterizacdo molecular da Brucella é promissora,
especialmente no uso de leite e produtos de abortamentos para identificacdo do
agente (NADIR JUNIOR et al., 2012).

Ja4 os testes sorolégicos sao métodos indiretos e incluem testes de
aglutinacdo (lenta, com antigeno acidificado, do anel em leite), de fixagdo do
complemento, imunofluorescéncia indireta, imunodifusdo em gel (dupla ou radial),
ELISA (indireto e competitivo), hemolise indireta e Western blot (BRASIL, 2006). A
direta aplicacdo destes testes de diagndésticos recomendados para gado e utilizados
em bufalo é problematica. Isto é porque a sensibilidade e especificidade dos testes
variam entre espécies (GORSICH et al., 2015).

Os testes de aglutinacdo com antigenos tamponados, mais faceis de executar
€ o teste de Rosa Bengala (RB) ou o teste de aglutinacdo em placa com antigeno
tamponado (BPA), a diferenca entre ambos é a concentracdo da massa bacteriana
onde o BPA possui 11% e o RB 8%, sendo utilizada na producdo dos antigenos a
estirpe de B. abortus 99 ou 1119-3 e para o teste Rosa de Bengala e a 1119-3 para
0 BPA, (PAULIN et al., 2010). Paulin e Ferreira Neto (2008) relatam em seu trabalho
sobre brucelose em bufalos que o BPA se destacou como o melhor teste de triagem

para bufalos.
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Teste de Soroaglutinagdo com Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) corado
com Rosa de Bengala € uma prova qualitativa, pois ndo indica o titulo de anticorpos
do soro testado. A leitura revela a presenca ou a auséncia de IgG1l. O teste possui

alta sensibilidade sendo um teste de facil execucédo (BRASIL, 2006).

O Teste do Anel em Leite (TAL) foi idealizado para ser aplicado em rebanho
leiteiro através de misturas de leite de varios animais, uma vez que a baixa
concentracdo celular do antigeno (4%) torna-o bastante sensivel. Usado para
detectar rebanhos infectados, como também para se monitorar rebanhos leiteiros
livres de brucelose. Entretanto h& limitacdes na presenca de leites acidos, ou leite de
animais portadores de mamites como também leite de animais em inicio de lactacdo
no caso do colostro, esses podem ocasionar resultados falso-positivos (BRASIL,
2006; NIELSEN, 2002).

O Teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME) € uma prova quantitativa seletiva que
detecta somente a presenca de IgG no soro, considerada a principal classe de Ig
presente em animais infectados por B. abortus. O teste possui boa sensibilidade e
alta especificidade, pois baseia-se no fato de os anticorpos da classe IgM, com
configuracdo pentamérica, degradarem-se em subunidades pela a¢do de compostos
que contenham radicais tiol, esse teste € mais especifico, e o0 teste de
Soroaglutinacdo em Tubos (SAT) também chamada de prova lenta é utilizada em
associacdo com o teste do 2-Mercaptoetanol para confirmar resultados positivos em
provas de rotina (BRASIL, 2006).

No teste de Fixacdo de Complemento (FC) no Brasil trata-se de um teste
confirmatdrio, contudo é preconizado para o transito e comércio internacional de
animais pela OIE. Este teste tem sido empregado em diversos paises que
conseguiram erradicar a brucelose ou estdo em fase de erradica-la. Na brucelose
bovina, apesar de a FC detectar tanto IgG1 como IgM, o isotipo IgG1 € muito mais
efetivo como fixador do complemento onde complexo antigeno-anticorpo ativa o
sistema complemento. Teste trabalhoso e complexo, entretanto possui boa
sensibilidade e alta especificidade (BRASIL, 2006; NIELSEN, 2002). Outra variagéo
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do FC é o teste de hemdlise indireta e a hemdlise em teste em gel, entretanto, essas
modificacdes ndo sédo aceitas como teste de diagnéstico (NIELSEN, 2002).

O ELISA indireto foi desenvolvido inicialmente para diagndéstico de brucelose
humana (NIELSEN, 2002). Este teste ajuda a discriminar entre as reacfes falso-
positivas e a verdadeira brucelose e entre a vacinacao e infeccao sendo esse de alta
sensibilidade, mas eles também s&o mais vulneraveis as reacdes nao especificas
(GODFROID, NIELSEN, SAEGERMAN, 2010). Existem varios protocolos para o
teste de ELISA Indireto e esses tém apresentado bons resultados. A maioria dos
testes de ELISA indiretos usa a camada de LPS purificadas como antigeno, mas
uma boa dose de variagdo existe no conjugado Ig anti-bovino utilizado, esse teste
detecta principalmente IgG ou subclasses de IgG. O teste possui alta sensibilidade;
entretanto, sua especificidade assemelha-se aquela do AAT (BRASIL, 2006;
SAEGERMAN et al. 2004). A versdo do ELISA indireto aprovada pela OIE é o que
se utiliza LPS purificados como antigeno, soro diluido 1:50 e um anticorpo

monoclonal especifico, conjugado 1gG bovina (NIELSEN, 2002).

Nos diferentes testes de diagnosticos indiretos, as atividades das
imunoglobulinas permitiem a distinguir entre infeccdes agudas e crbnicas. Um
exemplo disso é a presenca simultanea de IgM que € detectada em um teste de
aglutinacéo e a IgG detectada em ELISA indireto, o que sugere uma infecdo aguda,
engquanto que a infeccdo cronica € devido a presenca de apenas IgG (GODFROID,
NIELSEN, SAEGERMAN, 2010).

O Teste de ELISA Competitivo é utilizado com o antigeno imobilizado na fase
sélida o lipopolissacarideo (LPS) de B. abortus. O soro a teste com um anticorpo
monoclonal especifico contra a cadeia “O” do agente. Quanto maior a quantidade de
anticorpos anticadeia “O” no soro, maior a competicdo com o anticorpo monoclonal
especifico e diminuido assim a cor da reacdo. E um teste muito sensivel e
especifico, preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal como teste

confirmatdrio para essa enfermidade (BRASIL, 2006).
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Sobre os testes de precipitacdo, temos o teste de Imunodifusdo em Gel de
Agarose (IDGA) e os testes de Imunodifusdo Radial Simples (SRD). Foram os
primeiros testes para distinguir anticorpo vacinal do anticorpo resultante de uma
infeccdo por B. abortus. Embora estes testes fornecam dados ndo disponiveis por
outros meios, a sua sensibilidade era insuficiente para uso em larga escala de
diagnostico ndo sendo recomendada pela OIE para diagnéstico da brucelose bovina
e bubalina (NIELSEN, 2002).

3.8.2 Diagnéstico clinico

Brucella abortus provoca abortos e reducéo da fertilidade em bufalos (DIPTEE
et al., 2005), sendo presuntivos da doenca a campo o abortamento e outros
sintomas relacionados com a reproducdo tanto em fémeas quanto em machos.
Entretanto o diagnostico sorolégico é o definitivo, pois pode ocorre alguns sinais
clinicos inespecificos, ja no abate, lesdes de bursites (bolsas serosas) sao
associadas com infec¢do com Brucella abortus (FREITAS; OLIVEIRA, 2005).

Em humanos a doenca € descrita como manifestacdes multiformes (PAPAS et
al., 2005). Devido a ocasionais apresentacdes de sintomas ndo especificos,
incomuns e enganosos a brucelose, seja em uma regido endémica ou nao, continua
a ser de dificil diagnostico (ANDRIOPOULOS et al., 2007).

Complicacdes respiratérias por esse agente sao consideradas raras, sendo
que 16% dos casos incluem pneumonia lobar e derrames pleurais. Em 40% dos
casos O sistema 0sseo e a articulacdo sdo acometidos, sendo esse 0 primeiro
sistema a ser acometido e ocasionando assim osteomielite, artrite periférica, bursite
entre outras (CORBEL, 2006; PAPAS et al., 2005). O segundo sistema a ser
acometido é o reprodutivo, homens apresentam epididimite e orquite, mulheres
apresentam abortos espontédneos no primeiro e no segundo trimestre de gestagéo
(PAPAS et al., 2005).
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3.9 MEDIDAS DE CONTROLE E PREVENCAO

A brucelose bovina é alvo do programa de controle e erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) no Brasil, que teve inicio em 2001. O programa
normalmente adota a mesma estratégia para o controle e erradicacdo de bovino e
bubalino. Assim o rebanho bubalino segue a mesmas recomendacdes de bovinos
nos quesitos profilaxia, diagnostico e controle (BRASIL, 2006).

Por ser zoonose e causar prejuizos a producéo de carne e leite, a Brucelose
tornou-se um alvo dos programas de controle e erradicacdo em varios paises
(NADIR JUNIOR et al., 2012). Entretanto, programas de erradicacdo tem alto custo e
requerem boa manutencdo e uma excelente infraestrutura. Em alguns paises, esses
programas de brucelose podem ser concebidos para controlar a enfermidade, em
vez de erradica-la (OLSEN; TATUM, 2010).

Segundo Lage et al. (2008), o programa de controle e erradicacdo da
brucelose deve estar fundamentado em agfes que envolvam identificar e eliminar os
animais infectados, indenizando o proprietario com a finalidade de repor o animal
descartado, entretanto, ocorre restricbes na implantacdo de um programa neste
sentido, principalmente em paises subdesenvolvidos, devido a falta de recursos.
Desta forma, a vacinagdo dos animais tem um papel de extrema relevancia. A
brucelose é dificil de erradicar a partir de uma area, mas pode ser prevenido e
controlado, através de vacinacdo de animais, pois essa medida aumenta a
resisténcia dos animais e interrompe a transmissdo do agente sob condicdes
naturais (CHAND, CHHABRA; NAGRA, 2015).

Os estudos sobre vacinacdo foram realizados em bovinos e foram
extrapolados para os bufalos sem a adequada verificagdo (FOSGATE et al., 2002b),
visto que Fosgate et al. (2003), verificaram que a vacina comercial RB51 na dose
recomendada falhou na protecdo de bufalo em infeccdo apos a exposicdo natural a
B. abortus biovar 1, ndo podendo ser utilizada esta vacina nos bubalinos velhos néo

vacinados com a vacina amostra B19.
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Testes convencionais de vigilancia para diagnostico sorologico sdo baseados
primariamente na detec¢cdo de anticorpos contra um epitopo imuno dominante da
Brucella. A identificacdo de uma resposta humoral € um método valido para
determinar se um animal foi exposto ao patdgeno, assim a utilizacdo de métodos de
diagnosticos sorolégicos que combinam testes de triagem (alta sensibilidade,
especificidade mais baixa) com exames confirmatorios (alta especificidade,
sensibilidade mais baixa) sdo projetados para detectar animais positivos. Esses
métodos sdo métodos mais econdmico e com maior precisdo (OLSEN; TATUM,
2010).

A utilizacdo de métodos de diagndsticos soroldgicos se faz necessario para
identificar os animais infectados no rebanho, ou para 0os novos animais que estao
sendo incluindo no plantel, visto que o controle da enfermidade se baseia na

vacinacao das bezerras e na eliminacao de portadores (RIET-CORREA et al., 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado em duas propriedades de bufalas da raca
Murrah, voltadas para producédo de leite em um municipio préximo a Salvador -
Bahia, distante uma da outra cerca de 30 km, representadas por Propriedades 1 e 2.
A regido possui precipitacdo média anual de 1.650 mm, clima chuvoso quente e

Umido com ventos moderados.

A Propriedade 1 conta com 635 ha (hectares), sendo 535 ha em sistema de
pastejo rotacionado (20% de Brachiaria humidicula, 78% de Brachiaria decumbens,
2% de Brachiaria arrecta, cana-de-acucar e Brachiaria mutica), com cerca elétrica
para divisdo dos piguetes e represas na maioria deles. Conta ainda com sala de pré-
ordenha com uma area de 100 m2 que recebem o0s animais provenientes dos
piguetes antes das ordenhas, sendo esta estrutura oferecida nas duas propriedades.
A sala de ordenha é composta de sistema de ordenha mecanica, com duas linhas de
leite com doze lugares de cada lado, com registro automatico da producao de leite.
O plantel possui 330 animais em lactacao, divididos em trés lotes de ordenha. Os
bezerros permanecem com suas maes pelo periodo de sete dias, depois tem acesso
a elas somente na hora da ordenha para o apojo diario, recebendo em seguida
suplementacdo a base de farelo de trigo. As bufalas recebem apo6s a ordenha,
concentrado a base de farelo de trigo, caroco de algodao, farelo de soja, sal mineral

e cevada.

A Propriedade 2 tem 600 hectares sendo 300 ha em sistema de pastejo
rotacionado (60% de Brachiaria humidicula, 20% de Brachiaria decumbens, 1% de
capim elefante; 1% de cana-de-agucar e 18% de gramineas tolerantes ao
alagamento (Echinochloa pyramidalis e Leersia hexandra). Tal como a Propriedade
1, utiliza-se a cerca elétrica para divisdo das pastagens, possui ainda um rio que
corta a propriedade, fornecendo agua aos piquetes. O curral possui 700m? de area

coberta e 500m?2 de &rea descoberta, conta com balanca, tronco de contencéo e
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sistema de ordenha mecéanica com balde ao pé, com oito lugares, em duas linhas de
ordenha. A propriedade tem 110 animais em lactagdo, divididos em dois lotes de
ordenha. Na propriedade 2, o mesmo manejo alimentar € semelhante ao da
propriedade 1, com incluséo de capim elefante e cana de acucar e sem oferecimento
de cevada. A quantidade de alimento oferecida € com base na producao individual
de leite. Em ambas as propriedades, as vacas secas alimentam-se de pastagens e

recebem o sal mineral em cochos espalhados nos piquetes.

O manejo reprodutivo é semelhante nas duas propriedades e a estacdo de
monta é realizada no periodo de mar¢co a agosto com Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo (IATF) no periodo de setembro a fevereiro. Nas propriedades, a idade
média a primeira IA ou monta estd em torno de 18-24 meses e idade média ao
primeiro parto entre 30 a 36 meses. Em ambas as propriedades, a sanidade do
rebanho € mantida perante o uso de vacinas e vermifugos. S&o realizadas duas
ordenhas diarias. Nos dois locais de estudo sdo acompanhados os procedimentos
de manejo, como entrada das vacas na sala de ordenha, teste de mastite, pré-
desinfeccdo dos tetos (pré-dipping), secagem dos tetos, fixacdo e retirada das
teteiras, desinfeccdo dos tetos pds-ordenha (p6s-dipping) e saida das vacas da sala

de ordenha.

4.2 ANIMAIS

A primeira fase do trabalho envolve a colheita de soro, estocagem e
identificacdo das amostras. Estas foram agrupadas envolvendo animais Nuliparas e
multiparas de até seis lactacBes. Animais esses da espécie pertencente a familia
Bovidea género Bubalus bubalis e da raca Murrah. Segundo o padrédo racial
estabelecido pela Associacdo Brasileira dos Criadores de Bufalos - ABCB (2015) os
animais da raga Murrah possuem a conformagédo média, apresentam chifres curtos,
enrodilhando-se em anéis na altura do cranio, de boa capacidade digestiva, sendo
considerada entre as racas bubalinas a melhor produtora de leite. As fémeas

possuem um peso médio de 550kg. Tendo aptiddo mista com prevaléncia para o tipo
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leiteiro, € considerado um animal de temperamento décil. O manejo reprodutivo

desses animais é feito por inseminagéo artificial.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS

Antes da coleta de sangue foi aplicado um inquérito epidemiolégico com o0s
seguintes pontos: historico de abortamento e natimortos, a quantidade de fémeas na
propriedade, sistema de criagdo e manejo dos animais, principal atividade da
propriedade e contato com outros animais. Foram coletadas amostras de sangue de
118 Bufalas (Bubalus bubalis), com idades variadas, 59 animais com 24 a 28 meses
Nuliparas e 59 animais multiparas, sendo esses vacinados de 3 a 8 meses de idade
com a B19. Os animais foram selecionados de forma aleatoria.

Realizou-se colheita de sangue por meio de puncdo venosa (veia coccigea e
jugular) das bufalas nas propriedades. O material foi armazenado e levado ao
Laboratorio de Doencas Infecciosas do Hospital Universitario de Medicina
Veterinéria da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia onde foram realizadas
as analises. O material foi centrifugado a 1500 rpm (rota¢cdes por minuto) por dez
minutos. O soro foi armazenado em microtubos devidamente identificados,

conservados em uma temperatura de -20°C até sua utilizagao.

4.4 AAT (ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO)

Para a realizagdo do AAT para investigacdo de Brucelose, utilizou-se o
antigeno pertencente a linhagem da Brucella abortus 1119-3, na concentragdo
celular de 4%, inativado pelo calor e corado pelo corante Rosa de Bengala,
adquirido através da Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB). O
protocolo foi realizado seguindo recomendacao do PNCEBT (BRASIL, 2006).

Os soros assim como o antigeno, foram retirados respectivamente do

congelador e da geladeira, colocados a temperatura ambiente por aproximadamente
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30 minutos. Em seguida, as amostras de soro foram organizadas em galeria,
identificadas para controle, depois homogeneizadas e, com uma micropipeta, retirou-
se 30ul colocados, com uma inclinacdo de 45°, na placa de vidro. O antigeno foi
colocado ao lado, na mesma quantidade (30ul), sem ter contato com o soro. Apés
esta etapa, fez-se uma homogeneizagdo, podendo contar com a ajuda de um
bastdo, em movimentos circulares, durante 4 minutos. A leitura foi feita com o auxilio
de uma caixa de fundo escuro e a identificacdo da reacao positiva € constatada pela
presenca de grumos. Devido ao fato deste Teste ser altamente sensivel, se constitui

em Teste de Triagem.

4.5 ELISA INDIRETO

Para o teste do ELISA foi realizado o protocolo de Maturino (2014), seguindo o
ponto de corte de 0,223, recomendado pelo referido autor. A sensibilizacdo das
placas de poliestireno de 96 pocos, de fundo plano (Corning Costar Corporation
Cambridge, USA), foi realizada com antigeno soluvel e em seguida as placas foram
incubadas overnight a 4°C. Apos a incubacao, as placas foram lavadas com tampéao
PBS 0,02M, pH 7,2. Em seguida, as placas foram bloqueadas com 100 pl de solu¢éo
de albumina bovina a 0,2% por cavidade e incubadas a 37°C, durantelh. Os soros
testes foram diluidos em PBS, pH 7,2 (1:2.000), distribuidos nas placas (100pl/poco)
e incubados por uma hora a 37°C. Ap6s a incubacdo com anticorpo primario, as
placas foram lavadas com PBS a 0,05% de Tween 20 e submetidas a incubacéo
com anticorpo secundario espécie especifico (anti-lgG conjugado com peroxidase),
na diluigdo 1:10.000. A seguir, foram novamente lavadas e receberam 100ul do
substrato cromogénico (orthophenylene-diamine, OPD) diluido em tampéo citrato-
fosfato a 0,15M, pH 5,0. Passados os 15 minutos, a reagao foi bloqueada com 10pl
de H2SO04, e a leitura realizada em espectofotometro de microplacas, com filtro de
490nm.
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4.6 AVALIACAO ESTATISTICA

Apos a realizacdo dos testes descritos a ultima etapa foi a tabulagdo dos
dados, que foram tratados estatisticamente pelo percentual simples para verificar a
presenca do patdgeno, onde verificou-se a frequéncia de bufalas Sororreagentes e

N&o Sororreagentes através das provas realizadas.

O célculo da concordancia foi realizado segundo Mathias et al. (1998), por

meio da seguinte formula:

_ Poszitivos em ambos os testes + negativos em ambos os festes
Concordancia = A 100
Total de soros testados
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5 RESULTADOS

Os 118 soros de animais selecionados de forma aleatoria, aparentemente
apresentavam-se assintomaticos e sem evidéncia epidemiologica da brucelose,
entretanto, nas propriedades havia historico de aborto no tergo final da gestacéo e
nascimento de natimorto o que correspondia a 14% dos nascidos vivos segundo 0s

dados obtidos através do inquérito.

Das 118 amostras analisadas neste experimento todas foram submetidas ao
teste do Antigeno Acidificado Tamponado, a qual nenhuma foi reagente a técnica

conforme a figura 1.

Antigeno Acidificado Tamponado

0%

= Reagente

= Ndo reagente

FIGURA 1: Amostras de soro de bufalas submetidas a técnica do AAT

As amostras foram submetidas ao método de diagnostico de ELISA indireto,
na qual 82 amostras apresentaram valores de densidade 6ptica acima do “cut-off”
(0,223), valor esse obtido por Maturino (2014), com Absorbancia variando entre
0,114 a 0,760 conforme representado na Figura 2. Obteve-se assim um total de 82
amostras reagentes, sendo que destas 58 foram amostras da propriedade 1 e 24 da
propriedade 2 e 36 ndo reagentes, sendo que desse grupo apenas 2 amostras
pertencia a propriedade 1. Visto que 0s animais mesmo nao reagentes ao teste do

AAT demonstraram no ELISA indireto um valor significativo de reagentes ao teste.
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Duas amostras estiveram mais proximas do valor de corte apresentado um valor de

0,222 e 0,227 o que corresponde na figura 2 as amostras 3 ndo reagente e 109

reagente, respectivamente. O menor valor de densidade obtido foi referente a uma

das amostras ndo reagente representada pela amostra 44 na figura 2.

Densidade Optica
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Y
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.o'. - - . - . e
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= = . - e
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+Média da DO = Média do Desvio Padriio da DO

FIGURA 2: Valores de absorbancia de soro de bufalas reagentes ao Teste ELISA
Indireto.

As amostras submetidas ao teste de Antigenos Acidificado Tamponado e ao

Método de ELISA indireto obtiveram-se respectivamente, nenhuma amostra

reagente e 69% das amostras reagentes, das nao reagentes 100% e 31%. Sendo

gue a concordancia entre os dois testes foi de 30,5%, figura 3.

ELISA X  Antigeno Acidificado Tamponado

0%

= Reagente

= N3o reagente

FIGURA 3: Comparacao entre os métodos ELISA Indireto e o AAT em soros de
Bufalas.
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6 DISCUSSAO

Foi observado que o método de ELISA é amplamente utilizado no diagndstico
sorologico por ser bastante sensivel, sendo esse método de facil manipulacéo
(KUNO, 1987), concordando assim com o resultado apresentado o qual observa-se
que o método de ELISA indireto tem melhor desempenho comparado com a técnica
do Antigeno Acidificado Tamponado, por detectar mais animais reagentes na

espécie bubalina, apresentando ser um método mais sensivel que o método do ATT.

Além disso, o ELISA indireto pode ser utilizado na rotina de diagnostico da
enfermidade, em grande populacdo, uma vez que consegue diferenciar animais
infectados dos ndo infectados, contribuindo como formas de diagndstico (PUTINI,
2008).

Nas andlises de Molnar et al. (2002) onde fizeram um levantamento
sorolégico com 440 amostras de soros bubalinos compararam resultados obtidos
entre testes soroldgicos e obtiveram sensibilidade e especificidade respectivamente
97,14% e 95,66% no ELISA indireto com conjugado contra IgG bovino total, 91,42%
e 94% no teste do antigeno acidificado tamponado, o autor relata que o total de
amostras positivas e negativas foram semelhantes no ELISA e no AAT, contudo, no
AAT 13 amostras foram falso-positivas e 17 falso-negativas. Relata ainda que as
amostras falso-positivas e falso-negativas nos testes ELISAs estiveram préximos do

valor de corte (resultados incertos ou suspeitos).

Fosgate et al. (2002b) descrevem que desempenho de testes sorologicos de
diagnoésticos para Brucelose varia de acordo com a espécies testada, o que foi
observado no trabalho de Molnar et al. (2002) onde observa-se que ha diferencas
entre espécies, visto que em bubalinos o Elisa indireto apresentou-se mais sensivel
gue especifico, diferente de alguns resultados encontrados em bovinos e em outras
espécies, constituindo-se assim um melhor teste para triagem devido a sua alta

sensibilidade.
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Jardim et al. (2009) em um estudo de comparacdo do ELISA indireto no
diagnostico da brucelose em rebanho bovino vacinado e néo vacinado, descreve
qgue o uso do ELISA indireto em rebanho vacinado, aumentaria muito a necessidade
de uso de provas confirmatérias para os resultados positivos do ELISA na triagem,
porem o uso do ELISA indireto como prova confirmatéria aumentaria o sacrificio de
animais falso-positivos, isso devido a alta sensibilidade, assim a técnica poderia

favorecer a deteccao de imunoglobulinas residuais da vacina B19.

Entretanto de acordo o com o PNCEBT (BRASIL, 2006), as fémeas devem
ser vacinadas com idade de 3 a 8 meses com vacina B19, assim quando a
vacinacdo ocorre até os 8 meses de idade, tais anticorpos desaparecem
rapidamente, e 0s animais acima de 24 meses sdo considerados totalmente
negativos nas provas sorologicas, lembrando desta forma que os animais separados
nas propriedades possuiam idades variadas, sendo 59 animais com 24 a 28 meses
Nuliparas e 59 animais multiparas e acima 4 anos, sendo essas bufalas vacinadas

com idade de 3 a 8 meses com a B19.

E importante também se lembrar de que o manejo reprodutivo nas
propriedades durante a estacdo de monta é realizado com Inseminacéao Artificial em
Tempo Fixo (IATF), observando-se assim o risco em relacéo a Inseminacao Artificial,
onde o sémen é depositado diretamente no Utero, escapando das barreiras naturais
(MONTEIRO et al., 2006). Tendo assim a possibilidade desses animais estarem
contaminados devido a esse tipo de manejo. Pois 0s prejuizos para a
bubalinocultura com a brucelose sdo determinados na area reprodutiva, causando
grande perca para o produtor (RADOSTITS et al.,, 2007; CHAND, CHHABRA &
NAGRA, 2015). Observou-se nas duas propriedades sintomatologia de perdas
reprodutivas tendo um percentual 14% de abortos e natimortos, sendo esses uns
dos sinais clinicos da enfermidade. Entretanto, considerando que todos os animais
avaliados eram vacinados com B-19 para Brucella abortus. E necessario investigar
outras causas de inducéo de abortamentos em bubalinos nas propriedades, pelo

indice de abortos revelados.
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As particularidades no comportamento bubalino acabam diversificando um
pouco a forma de transmissédo da brucelose nessa espécie, em compara¢do com o
bovino, visto que esses animais tém habitos diferentes, como o habito de se banhar.
Observou-se nas duas propriedades a presenca de lagos, rios e corregos. Além da
forma de criacdo adotada pelas propriedades que é a forma mais apropriada para a
criagdo dessa espécie, a forma extensiva, dando acesso a extensa area, podendo
entrar em contato com outros animais, expondo-o a determinados micro-organismos
como por Brucella abortus (PAULIN; FERREIRA NETO, 2008).

Desta forma, o estudo de novas técnicas de diagnostico contribuird para um
controle de enfermidades de maneira mais eficiente e mais confiavel, assim ver-se
necessario a comparacdo entres elas para verificagdo de qual possui melhor
desempenho no diagnostico de bubalinos. O teste do antigeno acidificado
tamponado na maior parte da literatura vista, € um teste mais sensivel do que
especifico, principalmente nas analise de diagnostico de Brucella abortus para
espécie bovina, ou seja, ele tem a capacidade de identificar os individuos que foram

exporto ao antigeno.

Ja o método de ELISA tendo como exemplo Nielsen et al. (2005), em estudo
de outras espécies, observa-se que o método apresenta 96,2% sensibilidade e
99,7% especificidade, esse teste é tido como um teste mais especifico, ou seja,
especifico porque tem a capacidade de identificar os individuos que sdo negativos.
Maturino (2014) relata que a sensibilidade e especificidade do teste ELISA em
amostras de soros bovino, apresentou maior especificidade que sensibilidade
mostrado assim que o desempenho de testes sorologicos de diagnésticos para
Brucelose varia de acordo com a espécies testada, como visto anteriormente
conforme pesquisa de Molnar et al. (2002) onde o teste de diagnostico ELISA

Indireto em bubalino apresentou-se mais sensivel.

O diagnéstico de triagem para bufalos recomendado pela literatura é o BPAT,
gue de acordo com Fosgate e colaboradores (2002b) estima que o teste BPAT em

bafalos, apresenta uma sensibilidade de 96,3 e uma especificidade de 90,7, sendo
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esse um teste de aglutinacdo com antigenos tamponados, o teste de aglutinacdo em
placa, o qual se difere do Rosa Bengala na concentragdo da massa bacteriana, visto
que esse teste possui melhor desempenho que o Rosa de bengala, conferindo

assim um melhor teste para triagem de brucelose em bubalinos.

Entretanto, tém sido relatadas as diferencas de sensibilidades e
especificidades de testes sorologicos para a brucelose entre gado e bdfalo
(MONTAGNARO et al., 2008). Desta forma como foi observado na literatura que o
diagnéstico do ELISA Indireto em Bdfalos possui maior sensibilidade que
especificidade esse pode ser considerado um teste de triagem e deve utilizado junto

com uma prova confirmatoria.

Diante da diversificacdo entre as duas espécies, torna-se essencial criar um
programa de acompanhamento sorolégico de Brucella abortus especifico para
bafalos (SILVA et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a técnica do ELISA Indireto para teste de diagnostico em
bubalinos € uma boa opcédo para diagnostico de triagem pois possui melhor
desempenho comparado com o AAT, os animais reagentes podem ser considerados

positivos ap6s confirmacao desses com o método do 2-Mercaptoetanol (2-ME).
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