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RESUMO

Com o objetivo de verificar a cinética de produgéo de anticorpos em bezerras
vacinadas contra Brucelose, foram acompanhadas 47 fémeas, vacinadas com
idade entre trés e oito meses, com vacina comercial, viva atenuada de Brucella
abortus, cepa B19. As amostras de sangue das bezerras foram colhidas no dia da
vacinacao (dia zero) e apés 30, 60, 90, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e 360
dias. Os soros foram avaliados pelas técnicas de Soroaglutinagdo Rapida em Placa
- SAR; Antigeno Acidificado Tamponado — AAT e ao 2-Mercaptoetanol - 2-ME.
Antes da vacinagao os soros foram submetidos ao teste de SAR, com o objetivo de
verificar a presenga de anticorpos maternos contra a doenga. Todas as amostras
apresentaram resultado negativo pré vacinagdo. Dois animais vacinados nao
apresentaram anticorpos pés—vacinais durante todo o experimento. Apds 30 dias,
45 fémeas apresentaram titulos acima de 1:25 no teste de SAR e AAT positivo. No
2-ME, os maiores. titulos foram observados aos 30 dias, quando 40 animais
apresentaram titulos-acima de 1:25. Aos 90 dias 45 fémeas mantiveram a titulagéao
>1:25 ao SAR, mas apenas 20 delas 2100. No AAT, 30 animais apresentaram-se
positivos, enquanto no 2-ME 19 animais apresentavam este resultado. Aos 180
dias, 31 animais apresentaram-se negativos ao AAT, 35 ao 2-ME e um dos animais
obteve titulacdo 21:100 no SAR, sendo considerado positivo. Aos 240 dias os 45
animais apresentaram resultados negativos ao SAR, aos 300 dias no 2-ME e aos
360 dias no AAT. Aos 360 dias apds a vacinagdo os 45 animais obtiveram
resultados negativos aos trés testes, sugerindo que os testes sorologicos podem
ser utilizados em bezerras vacinadas entre trés e oito meses de idade, doze meses

apos esta vacinagéo.

Palavras-chave: Brucelose, Brucella abortus, imunizagao, soroaglutinagéo.
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ABSTRACT

With the objetive to verify the cinetic of production of antibodies in heifers vaccinated against
brucellosis, 47 females had been folloied, vaccinated with age between three and eigth months, with
commercial vaccine, alive attenuated, B19 standard, strain of Brucella abortus. The samples of
heifers blood had been harvested in the vaccination day (zero day) and after 30, 60, 90, 150, 180, 210,
240, 270, 300, 300 and 360 days. The serum had been evaluated by the techniques of : plate
agglutination, rose bengal plate and mercaptoethanol. Before the vaccination the serum had been
submitted to the plate agglutination with the objective to verify the presence of maternal antibodies
against the illness. All the samples had presented negative result before the vaccination. Two
vaccinated animals had not presented antibodies after-vaccine during all the experiment. After 30 days,
45 females presented level above of 1:25 in the plate agglutination and rose bengal plate positive. In
the mercaptoethanol, the biggest headings were observed to the 30 days, when 40 animals presented
levels above of 1:25. On the 90 days, the 45 females had kept with level > 1:25 to the plate
agglutination, but only 20 of them 2 1:100. In the rose bengal plate, 30 animals had been presented
positive result, while in the mercaptoethanol, 19 animal presented this result. In the 180 days, 33
animals had presented negative to the rose bengal plate, 37 to the mercatoethanol and one of the
animals got with level > 1:100 in the plate agglutination, being considered positive. In 240 days, the 45
animals had presented negative result to the plate agglutination, in 300 days in the mercaptoethanol
and in the 360 days in the rose bengal plate. In 360 days ofter the vaccination the 45 animals had
gotten negatives result in the three tests, suggesting that agglutination tests can be used in heifers

vaccinated between three and eight months of age, twelve months after this vaccination.

Key words: Brucellosis, Brucella abortus, immunization, agglutination test.



Ao Senhor meu Deus, que toda a honra e gléria lhe sejam dadas!

“Porque planejam as nagdes pagas fazer revoltas? Porque perdem tempo pensando em
revoluges ? Os seus reis se revoltam,e 0s seus governantes se ajuntam contra o0 Deus
Eterno e o rei que Ele escolheu. Eles dizem: “ Vamos nos livrar do seu dominio; acabemos
com o poder que eles tem sobre nds.” Do seu trono 1& no céu, o Senhor ri e zomba deles.
Entao, muito irado, fala com eles e os assusta com seu furor. Deus diz: "Ja coloquei 0 meu
rei no trono la em Sido, no seu santo monte”. O rei diz: “Anunciarei o que o Deus Eterno
afirmou. O Eterno me disse: "Vocé é o meu filho; hoje eu me tomei seu pai. Pega, e eu lhe
darei todas as nagoes, e a terra toda sera sua.Com uma barra de ferro vocé as quebrara e
as fard em pedacos como se fossem um pote de barro.”

Salmo 2: 1-9
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1. INTRODUCAO

A brucelose é uma enfermidade de evolugdo crénica e de carater infeccioso, altamente
transmissivel. Causada por uma bactéria denominada Brucella abortus, acomete preferencialmente
fémeas em idade de reproducdo, e eventualmente os machos. O carater intracelular da bactéria
dificulta as medidas terapéuticas, assim as medidas preventivas de vacinagdo das fémeas, tem
importéancia fundamental no combate a doenca (ACHA e SZYFRES, 1987; LORD et al, 1998;
POESTER, 1998; CAMPANA et al. 2003).

A brucelose bovina é uma das zoonoses de maior importancia nas Américas, ndo somente
por sua implicagéo para a saude humana, mas também pelas sérias perdas que causa a criagéo
industrial, com a conseqiente diminuicao da oferta de géneros alimenticios (CARRILLO, 1990 A).

A ocorréncia da brucelose ja causou elevados prejuizos a criagao de bovinos, como no
periodo de 1930 a 1945, quando a prevaléncia atingiu cifras entre 40% - 60%. Em 1955 teve inicio, em
alguns paises com ocorréncia endémica, os Programas de erradica¢do, obtendo sucesso gracas a
identificacao e eliminagdo dos animais reagentes (ISHIZUKA, 2004).

No Brasil, a brucelose bovina é endémica em todo o territério nacional e existe
heterogenicidade entre as regides quanto a sua freqiiéncia (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003). O
ultimo diagndstico da brucelose bovina no pais foi realizado em 1975. A porcentagem de animais
soropositivos foi estimada em 4,0% na Regido Sul; 7,5% na Regido Sudeste; 6,8% na Regido Centro-
Oeste; 2,5% na Regiao Nordeste e 4,1% na Regido Norte (BRASIL/MAPA, 2001).

O controle da brucelose no Brasil estava regulamentado pela Portaria Ministerial 23/76, mas
nao obteve a eficacia desejada, por falta de um programa estruturado, que estimulasse os produtores
a adotarem agdes sanitarias adequadas em suas propriedades. Em 2001, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento — MAPA - iniciou o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e Tuberculose Animal - PNCEBT, que objetivas baixar a prevaléncia e a incidéncia da
brucelose e entre outras medidas, determina a obrigatoriedade da vacinagdo de fémeas entre trés e
oito meses de idade com a vacina B19 e o uso dos testes soroldgicos: Antigeno Acidificado

Tamponado — AAT, para triagem e o teste do 2-Mercaptoetanol - 2-ME, como confirmatério. Estes



testes devem ser feitos apds os 24 meses de idade nas fémeas vacinadas para evitar que anticorpos
vacinais interfiram nos resultados (BRASIL/MAPA, 1976; BRASIL/MAPA, 2001).

O presente estudo objetiva avaliar durante 12 meses, a resposta soroldgica de bezerras
vacinadas contra a brucelose entre trés e oito meses de idade, possibilitando a avaliagdo da situagao
sanitaria de um rebanho, utilizando testes soroldgicos em bezerras antes dos 24 meses de idade, sem
a interferéncia de anticorpos induzidos pela vacinagao.

HIPOTESE: Demonstrar a partir de que idade as fémeas bovinas vacinadas com a cepa
B19 de Brucella abortus, podem ser examinadas com testes de soroaglutinagdo, sem que ocorram
falsos positivos, uma vez que os testes hoje disponiveis a baixo custo, ndo diferenciam animais

vacinados com a cepa B19 daqueles infectados.



2. OBJETIVOS

Considerando a ocorréncia de resultados falso-positivos em testes soroldgicos de bezerras

antes dos 24 meses de idade em virtude da vacinagao de bezerras contra a brucelose, o presente

trabalho tem como objetivos:

Demonstrar a partir de que idade as fémeas bovinas vacinadas com a cepa B19 de
Brucella abortus, tem o declinio dos titulos vacinais, uma vez que os testes hoje
disponiveis a baixo custo, ndo diferenciam animais vacinados com a cepa B19 daqueles

infectados.

O acompanhamento do perfil sorolégico de animais vacinados contra a brucelose, entre

trés e oito meses de idade, com a vacina viva atenuada de Brucella abortus, cepa B19.

Verificar a possibilidade da realizagdo de testes sorolégicos para brucelose, em fémeas
vacinadas, antes da idade de 24 meses, permitindo assim a avaliagao do estatus
sanitario de um rebanho, sem que 0s residuos de anticorpos pds-vacinais interfiram

nestes resultados.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ETIOLOGIA

As bactérias do género Brucella apresentam-se como cocobactérias gram negativas, curtas
(0,6 -1,5mm x 0,5 - 0,7 mm), ndo capsuladas nao esporuladas, aerdbicas ou microaerdfilas, imdveis
e podem apresentar-se em cultivos primarios com morfologia colonial lisa ou rugosa (rugosa estrita ou
mucoide). Esta morfologia estd diretamente associada a composi¢do bioquimica da molécula
lipopolissacarideo da parede celular e para algumas espécies tem relagio com a viruléncia. E uma
bactéria intracelular facultativa (POESTER, 1998; CAMPANHA et al., 2003).

Dentro do género Brucella, sdo descritas seis espécies independentes, e mesmo nao sendo
espécie-especifica, cada uma apresenta um hospedeiro preferencial: Brucella abortus - bovinos e
bubalinos, B. suis — suinos, B. canis — caes, B. ovis — ovinos, B. melitensis — caprinos, B. neotomae —
rato do deserto.

A B. melitensis, B. abortus e a B. suis, sao denominadas “Brucelas Classicas” e sa0
divididas em biovares que se distinguem por diferentes caracteristicas bioquimicas, de
comportamento, ou ambas, frente a soros monoespecificos A. (abortus) e M. (melitensis). Assim a B.
melitensis esta dividida em trés biovares, de 1 a 3, a B. abortus em sete biovares, de 1a 7 e a B. suis
em cinco biovares, de 1 a5 (ACHA e SZYFRES, 2001).

Os bovinos s&o suscetiveis a B. melitensis e B. suis, mas a espécie mais importante para 0s
bovinos e a responsavel pela maior parte das infecgoes € a B. abortus (CORREIA e CORREIA, 1975;
BRASIL/MAPA, 2001).

O homem ¢é suscetivel a brucelose causada por B. melitensis, B. suis, B. abortus e B. canis,
sendo um grande risco a saude publica principalmente em paises em desenvolvimento
(BRASIL/MAPA, 2001).

3.2 ASPECTOS HISTORICOS DA BRUCELOSE



3.2.1 BRUCELOSE NO MUNDO

Sob 0 nome genérico de brucelose incluem-se, atualmente, todas as doengas causadas por
agentes do género Brucella, sem considerar-se as espécies animais infectadas e as manifestagbes
decorrentes da infeccao.

David Bruce em 1887, isolou pela primeira vez, um microorganismo gram negativo de casos
fatais de infeccdo em soldados ingleses aquartelados na llha de Malta, acometidos de "febre do
Mediterraneo” ou "febre ondulante”, j& conhecida por Hipdcrates e bastante disseminada no Velho
Mundo no século XVII. Sendo entdo o agente isolado, denominado de Micrococcus melitensis
(ISHIZUKA, 2004).

Concomitantemente ao achado de Sir Bruce, Nocard em 1885, ja havia observado
numeroso organismos cocoides em casos de abortos bovinos e em 1987 Bang e Stribolt cultivaram e
isolaram o0 agente dos abortos (ISHIZUKA, 2004).

Em Nova Jersey, no ano de 1906, foi detectado a B. melitensis no leite de cabras importadas
da llha de Malta. Estas mesmas cabras ja haviam contagiado grande parte da tripulagdo e dos
passageiros do barco “Joshua Nicholson”. Nas Américas, a brucelose pode ter suas origens na época
das conquistas e a infeccdo ingressada com os animais domésticos importados da Espanha e de
outros paises europeus (CARRILLO, 1990 B).

Desde seu isolamento e descricao, a brucelose tornou-se uma das enfermidades zoondticas
mais difundidas no mundo, sendo encontrada em mais de 200 espécies de mamiferos, bem como em
muitas espécies de aves (ACHA e SZYFRES, 1977).

Poucos sdo 0s paises considerados livres da doenga, como por exemplo: Alemanha,
Dinamarca e Suécia ou com regides do pais livres, como a Gra-Bretanha e a Italia (JORNAL OFICIAL
DA U.E. , 2003).

3.21.1 OCORRENCIA NO HOMEM



Em 1863, Marston fez uma descricdo minuciosa da doenga, mas esta ja  era conhecida
anteriormente a esta data, por ocorrer no homem, recebendo nomes diversos, como febre de
Chipre, ou de Malta (CORREA e CORREA, 1992).

No homem, a doenca esta relacionada com a prevaléncia da infec¢do nos reservatorios
animais. O homem € suscetivel a infecgao por B. melitensis, B. abortus, B. canis e B. suis. A espécie
de maior importancia para o0 homem é a B. melitensis, sequida pela B. suis (exceto pelo biovar 2), B.
abortus e B. canis, sendo que a B. ovis e B. neotomae ndo foram comprovados. As infecgdes por B.
abortus e B. suis ocorrem com maior freqiiéncia em grupos ocupacionais, como veterinarios,
tratadores de animais, etc., e a B. melitensis é mais freqliente na populagédo em geral, sendo neste
caso 0s quadros humanos mais graves (ACHA e SZYFRES, 2001; BRASIL/MAPA, 2001).

Na América Latina os paises que registram maiores numeros de casos s30 a Argentina o
México e o Peru. O mesmo acontece nos paises que rodeiam o Mar Mediterraneo, no Iram, na Antiga
Unido Soviética e na Mongdlia, entre outros (ACHA e SZYFRES, 2001).

Nos paises onde foram instituidos programas de controle da brucelose, o indice em
humanos diminuiu significativamente, como por exemplo, na Dinamarca, que entre 1931 e 1939
registrava 500 casos por ano, e apds erradicar a doenga nos animais em 1962, a doenca em

humanos desapareceu (ACHA e SZYFRES, 1977; ACHA e SZYFRES, 2001).

3.2.2 BRUCELOSE NO BRASIL

O primeiro estudo sobre brucelose bovina no Brasil foi feito por Tineciro Icibaci, por ocasiao
do | Congresso Nacional de Medicina Veterinaria, em 1922.  Pesquisando tecidos oriundos de fetos
abortados, descreveu um foco de brucelose bovina no Municipio de Sao Carlos, S&o Paulo. Em 1917,
Thomaz Pompeo Sobrinho, havia estudado abortos em eqiinos, em ovinos e em bovinos. Em 1928 os
pesquisadores Tiago Melo e Neiva, isolaram B. abortus do sangue de uma vaca que havia abortado.
Silvio Torres em 1931, verificou a existéncia de oito animais soropositivos para brucelose e 19

suspeitos em um lote de 51 bovinos importados (BRASIL/MAPA, 1997; BRASIL/MAPA, 2001).



Em 1933, Silvio Pinto propds testes em animais importados como forma de impedir a
disseminagao da doenga no pais, logo apds em 1936, Desidério Finamor detectou a brucelose bovina
pela primeira vez no Rio Grande do Sul pelo sorodiagndstico. Mello em 1950, relatou a disseminagao
da brucelose bovina por todo 0 pais apontando para uma prevaléncia de 10 a 20%, sendo que 0s
indices mais altos estavam nas regides leiteiras do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais (PAULIN e FERREIRA NETO, 2002).

Estudos mostram que a brucelose bovina esta disseminada em todo o territério nacional,
com variagdes regionais. Em 1975 foi efetuado o primeiro e mais amplo inquérito epidemiolégico
nacional, onde verificou-se uma prevaléncia regional de 4% na regido Sul; 7,5% na regido Sudeste;
6,8% na regiao Centro-Oeste; 2,5% na regido Nordeste e 4,1% na regido Norte (BRASIL/MAPA,
2001).

Posteriormente, outros levantamentos soroldgicos por amostragem, realizados em alguns
estados, revelaram pequenas alteragdes na prevaléncia de brucelose desde 1975. No Rio Grande do
Sul a prevaléncia passou de 2,0%, em 1975, para 0,3% em 1986; em Santa Catarina passou de 0,2%,
em 1975, para 0,6% em 1996; no Mato Grosso do Sul a prevaléncia estimada em 1998 foi de 6,3%,
idéntica ao valor encontrado em 1975 no antigo estado do Mato Grosso; em Minas Gerais passou de
7,6%, em 1975, para 6,7% em 1980; no Parana, a prevaléncia estimada em 1975 foi de 9,6%,
passando para 4,6% de bovinos soropositivos em 1989 (BRASIL/MAPA, 2001; POESTER et al,
2002; DIAS, 2003).

Desde 1944, o Ministério da Agricultura vem propondo tentativas de controle da brucelose
bovina por meio de programas, que visavam principalmente a vacinagao e a identificacao de animais,
abate voluntario e diagndstico nos rebanhos (DIAS, 2003).

Em 1976, o controle da brucelose bovina foi regulamentado pela portaria ministerial 23/76,
que continha medidas regulamentadas para a profilaxia da brucelose animal, prevendo a notificagao
de focos, aconselhava a eliminagéo ou o isolamento dos positivos e a vacinagdo de fémeas entre trés

e oito meses de idade.



Contudo, as medidas ndo estavam atingindo a eficacia desejada, em razéo da auséncia de
um programa estruturado que criasse estimulos para os pecuaristas adotarem agdes sanitarias mais
adequadas (BRASIL/MAPA, 1976).

Apesar das medidas adotadas pela Instrugdo Normativa 23/76, os dados oficiais do Boletim
de Defesa Sanitaria Animal, demonstraram que a prevaléncia de animais positivos se manteve entre
4% e 5%, no periodo entre 1988 e 1998 (BRASIL/MAPA, 2001).

Em janeiro de 2001 o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento- MAPA, langou o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal- PNCEBT, que
objetiva diminuir a prevaléncia e a incidéncia destas enfermidades. Entre outras medidas, o PNCEBT
determina a obrigatoriedade da vacinagdo da brucelose em fémeas entre trés e oito meses de idade,
com a cepa B19 de Brucella abortus, e a eliminagdo em no maximo 30 dias, dos animais reagentes

positivos (BRASIL/MAPA 2001).

3.2.2.1 OUTROS ANIMAIS

A brucelose em suinos é controlada de acordo com as normas de certificagdo de Granjas de
Reprodutores de Suinos Certificada — GRSC, da Secretaria de Defesa Agropecudria, que
estabelecem procedimentos de diagndstico e controle na populagdo de matrizes, utilizando o
monitoramento sorol6gico.

A brucelose ovina e caprina de importancia epidemioldgica, causada por Brucella melitensis,
ndo foi até hoje diagnosticada no Brasil. A epididimite ovina, causada por Brucella ovis, ndo estao
incluidas no Programa Nacional, mas sim em normas estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, em

programas distintos da brucelose bovina (BRASIL/MAPA 2001).

3.2.3 BRUCELOSE NO PARANA

Palmiquist em 1947 diagnosticou, pela primeira vez no Estado do Parand, a brucelose

bovina, utilizando provas de soro-aglutinagao (PALMQUIST, 1949).



Um levantamento sobre a incidéncia da doenca, a fim de determinar o mais precisamente
possivel a sua freqiéncia, foi iniciado em 1947. Os trabalhos foram iniciados pelo gado leiteiro da
regido de Curitiba, mas por dificuldades encontradas nas condigdes, principalmente de locomogao,
ndo foi possivel examinar todos os estabulos da regido, sendo entdo escolhidos 647 estabulos em
distritos diferentes da regido. Nos nove distritos estudados, foram coletados soros de 647 animais,
onde foram encontrados 11 positivos e 11 suspeitos, dando uma porcentagem de 3,4 % de reagentes
aprova.

Para a avaliagao do gado de campo (corte), o Estado foi dividido trés zonas: Norte, Centro e
Sul. A zona Norte com os municipios de Andira, Bandeirantes, Cambara, Comélio Procdpio,
Cariopolis, Jacarézinho e Santo Anténio da Platina. Na zona do Centro foram Ponta Grossa,
Jaguariaiva e Castro, e na zona do Sul 0os municipios de Palmeira, Piraquara, Palmas, Porto
Amazonas e Lapa.

Na zona Norte foram examinados 569 animais, obtendo 110 animais positivos e 39
suspeitos, resultando em uma porcentagem de 21,18% de reagentes a prova. Na zona do centro,
foram examinados 183 animais, obtendo 15 positivos e 14 suspeitos, perfazendo o indice de 15,83%
de animais reagentes. Na zona Sul foram examinados 104 animais, obtendo somente um animal com
resultado positivo, resultando em 0,96% de animais reagentes a prova (PALMQUIST, 1949).

Em 1975 o Ministério da Agricultura promoveu o primeiro levantamento nacional, por meio de
um inquérito soroepidemioldgico por amostragem. Neste inquérito 0 estado do Parand obteve o indice
de prevaléncia de 9,6%. Posteriormente cada estado brasileiro fez seu levantamento
soroepidemioldgico, quando entdo o Parana demonstrou que suas medidas de profilaxia e a
vacinagdo de bezerras entre trés e oito meses de idade, apesar de ndo ser obrigatdria no estado,
estavam obtendo alguns resultados, mas nao o esperado. Neste levantamento obteve-se a
prevaléncia de animais positivos de 4,6% (BRASIL/MAPA, 2001).

No ano de 2001, em consonancia com o PNCEBT, o Parana langou o Programa Estadual de
Controle e Erradicagdo da Brucelose e da Tuberculose Animal- PECEBT, cujo regulamente técnico

prevé a obrigatoriedade da vacinagao de bezerras entre trés e oito meses de idade, a eliminagéo de
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animais reagentes positivos e a certificagdo de propriedades como livre ou monitoradas para estas
enfermidades (PARANA, 2001).

Em 2002, o Estado do Parana promoveu seu ultimo levantamento soroepidemiolégico da
brucelose bovina. O estado foi dividido em sete circuitos produtores, representadas pelo nimero de
propriedades, numero total de bovinos e fémeas com idade igual ou superior a 24 meses. Foram
coletadas amostras de 14.855 animais, provenientes de 2.098 propriedades (de escolha aleatéria)
distribuidos nos sete circuitos. Dos 2.094 rebanhos analisados, 97 foram positivos, obtendo a
prevaléncia de 3,89% em propriedades e dos 14.808 animais analisados, 149 foram sororeagentes a
brucelose, com uma prevaléncia de 2,34% (DIAS, 2003).

3.3 MECANISMOS DE INFECCAO

3.31.  NOS BOVINOS

A principal fonte de infeccdo bovina sdo os restos fetais, envolturas fetais e descargas
vaginais contendo grande numero de brucelas. O pasto também pode ser contaminado por fezes de
bezerros que se alimentam de leite infectado, pois nem todas as brucelas sdo eliminadas pelo trato
digestivo (ACHA e SZYFRES, 2001).

A principal porta de entrada do agente no animal € a mucosa do aparelho digestivo (via oral).
Apds atravessar a barreira intestinal, alcanga a circulagdo sangiiinea por meio do sistema porta. A
primeira infecgdo ocorre quando estas entram nos macréfagos, multiplicando-se e posteriormente
dirigindo-se aos ¢érgdos de eleicdo (aparelho reprodutor) (ACHA e SZYFRES, 2001; CAMPANA,
2003).

A principal causa da ocorréncia da doenga em um rebanho de animais livres é com a entrada
de animais infectados, podendo ainda entrar pela inseminagéo artificial ou ainda quando uma vaca
entra em contato com pasto contaminado, restos placentarios, placentas, etc. (DERIVAUX, 1982).

Quando a brucelose recém-ingressa em uma criagao ela pode comportar-se como epidemia,

causando surto de abortos (CORREA e CORREA, 1992).
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3.3.2 OUTROS ANIMAIS

Nos suinos a B. suis é o principal agente, sendo a B. abortus e a B. melitensis, de
ocorréncia ocasional. As fontes de infec¢do sao as mesmas que para 0s bovinos. As vias principais de
transmissao sdo a digestiva e a venérea, sendo a monta natural um modo comum e importante de
transmissao da infecgdo (DERIVAUX, 1982; ACHA e SZYFRES, 2001).

As cabras e em menor grau, as ovelhas, sdo suscetiveis a B. melitensis e se infectam de
forma similar ao bovino. A contaminagdo se da por via digestiva, respiratoria e pela penetracdo da
bactéria pelas mucosas, especialmente pela digestiva (DERIVAUX, 1982).0 macho pode contrair a
brucelose depois de cobrir uma fémea infectada e depois transmiti-la a outras fémeas, porém este
papel do macho na transmissao ainda ndo esta bem definido. A excrecao se da pela urina e pelo leite.
Na epididimite no cameiro pela B. ovis, 0 sémen é a principal fonte de infecgéo, e a transmissédo se da
por contato retal e prepucial entre um macho e outro. A infec¢do nas fémeas € pouco freqiente, se da

por via venérea e normalmente de pouca duragdo (DERIVAUX, 1982; ACHA e SZYFRES, 2001).

3.3.3NO HOMEM

A transmissao da brucelose ocorre pelo contato do agente com mucosas ou solugoes de
continuidade da pele. A carne crua com restos de tecido linfatico e 0 sangue de animais infectados,
embora apresente menor risco, pode conter microorganismos viaveis e, portanto significa risco para a
populagdo humana consumidora (BRASIL/MAPA, 2001).

O homem pode se infectar ao auxiliar 0s animais brucélicos no parto, com o feto, liquidos
fetais e restos de placenta. O habito de consumir leite cru e outros produtos de origem animal sem

cozimento também representam fonte de infec¢do ao homem (ACHA e SZYFRES, 2001).

3.4 EPIDEMIOLOGIA
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A brucelose é uma enfermidade de distribuicdo mundial, apesar de alguns paises da
Europa, Canada e EUA a manterem sob controle ou ja a erradicaram, como 0s nordicos.
O papel dos animais na epidemiologia é essencial, pois a brucelose é uma zoonose. Os

casos de transmissao entre humanos sao raros (ACHA e SZYFRES, 2001).

3.4.1 BOVINOS

A infeccdo entra em um rebanho sadio pela compra de um animal infectado ou pela
inseminagao artificial. Uma fémea sadia, gestante, que entra em contato com material contaminado,
pode ser infectada rapidamente e abortar (CAMPANA, 2003).

A eliminagao da brucela pelo animal contaminado ocorre principalmente no momento do
parto, contaminando o ambiente (solo, pasto, agua, etc.) com restos e liquidos fetais, bem como as
pessoas que 0s manipulam e 0s animais que o ingerem, contribuindo com a disseminagao da doenca.
Apds o aborto, a infecgdo se localiza no ubere e nos ganglios supramamarios, e a eliminagdo do
agente pelo leite pode durar muito tempo, mas de forma irregular e intermitente (DERIVAUX, 1982)

Os bezerros sdo relativamente resistentes, mas se forem alimentados com leite de vacas
brucelicas podem eliminar 0 agente nas fezes, tornando-se assim fontes de infecgdo nas propriedades
(DERIVAUX, 1982). Bezerras infectadas antes do nascimento, ou logo apds o nascimento, se
permanecerem infectadas, podem tornar-se fontes de infec¢ao nos rebanhos (CORREA e CORREA,
1992).

O periodo de incubagdo pode variar conforme o periodo da prenhez em que a vaca se
infectou. Quanto mais adiantada a prenhez, menor o periodo de incubagdo. Em uma contaminagao
via oral, em periodo de monta, o tempo de incubagdo pode chegar a 200 dias. O periodo desde a
infecc@o ao aparecimento de anticorpos, € variavel de semanas até meses. Fatores como a viruléncia
da bactéria, doses e vias de infecgdo fazem com que o periodo de incubagdo varie (ACHA e

SZYFRES, 2001).

3.4.2 OUTROS ANIMAIS
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Nos suinos a brucelose é eliminada via espermatica, e pode prolongar-se por um grande
periodo. Quando a brucelose entra em uma propriedade livre, todos 0s animais sao suscetiveis. Os
leitbes podem permanecer infectados até a idade adulta, sendo de importancia para o controle da
doenca em uma propriedade. As fémeas infectadas podem eliminar a brucela em grande quantidade
no momento do parto e com o leite (DERIVAUX, 1982).

Em algumas espécies como ovinos, tanto a via venérea quanto a contaminacao de pastos e
instalagbes podem ser responsaveis pela infeccdo. Animais domésticos tais como o gato, o cachorro e
as aves, nao tem papel relevante na eliminagao da brucelose ao homem ou a outros animais
(MERCK, 1986)

Os animais silvestres podem ser portadores, mas seu papel como transmissores ainda nao
estd bem definido (SZYFRES e TOME,1964). Alguns animais silvestres sdo fontes naturais de
infeccdo, como 0s ratos do deserto (Neotoma lepida) que sao reservatorios de B. neotomae (ACHA e
SZYFRES, 1977; ACHA e SZYFRES, 2001).

Nos camivoros, a infec¢do € adquirida pela ingestao de fetos ou restos fetais de aborto,
mas ndo ha comprovacao da transmissao de um individuo para outro entre um carnivoro e outro. E
provavel que ao se controlar a brucelose dos animais domésticos, esta seja extinta neste grupo. Os
animais domésticos também podem transmitir a infec¢do para 0s animais silvestres, como no caso da
Argentina onde ocorre a infeccao de raposas (Dusicyon gymnocercus, D griseus) por B. abortus
biotipo 1. A situagdo se torna relevante quando ha transmisséo de animais domésticos aos silvestres
onde a brucelose se perpetua, como no caso do antilope das estepes (Saiga tatarica) ou o bisonte

americano (Bison bisom) (ACHA e SZYFRES, 2001).
3.4.3 HOMEM
A brucelose zoondtica é considerada uma doenga de carater ocupacional, pois pode infectar

a pessoa que manipula anexos e fluidos fetais e carcagas de oriundas de animais infectados, como

bovinos, suinos, caprinos e ovinos. Magarefes, trabalhadores das industrias de laticinios e até mesmo
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donas de casa estdo sujeitos a infeccdo pelo contato com a came ou leite contaminados
(BRASIL/MAPA, 2001).

O grande risco para a saude publica é decorrente da ingestdo de leite cru e produtos
lacteos oriundos de animais infectados e ndo submetidos a tratamento térmico (queijo fresco, iogurte,
etc.). O periodo de incubagdo pode variar de uma a trés semanas, mas pode prolongar-se por até

alguns meses (ACHA e SZYFRES, 2001).

3.5 SINAIS CLINICOS

351 BOVINOS

Quando a brucelose entra em um rebanho, o principal sinal clinico ¢ o aborto,
principalmente entre o sétimo e o oitavo més de gestagdo, mas pode ser mais precoce. A esterilidade
temporaria ou permanente, repeticao de cio e perdas na producao de leite por mastites inespecificas,
também sao caracteristicas da enfermidade (DERIVAUX, 1982; ACHA e SZYFRES, 2001).

O periodo de incubagao varia entre 14 a 180 dias, sendo a febre um sinal presente.

A secre¢ao vaginal, purulenta ou ndo, é freqiiente, com coloragéo cinza ou vermelho pardo,
e a infecgdo ocorre na glandula mamaria. A imunidade € lenta, o que pode ocasionar até trés abortos
na mesma fémea, até que as gestagoes sigam normalmente. Estima-se que em torno de 10 a 25%
das vacas abortam pela segunda vez e depois voltam a ter uma fungdo reprodutora normal. As
gestacbes seguem normalmente e os bezerros nascem a termo (ACHA e SZYFRES, 1977).

Nos machos as brucelas podem localizar-se nos testiculos e nas glandulas genitais anexas
e quando a enfermidade se manifesta clinicamente, os testiculos podem aumentar de volume, com
diminui¢éo da libido e infertilidade (ACHA e SZYFRES, 2001).

Observa-se artrite no tarso e metatarso ou poliartrite, tenosinovite, bursites e abcessos
cutaneos. As lesbes observadas nos fetos abortados sé@o: edema de pele, pericardio e no cordao
umbilical e transudato sero-hemorragico nas cavidades tordcica e abdominal e no pericardio

(CAMPANA et al.,, 2003).
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352 OUTROS ANIMAIS

Nos suinos a infeccdo por B. abortus, é geralmente assintomatica, limitando-se aos
ganglios da cabega. Quando a brucelose por B. suis entra em uma propriedade livre, a enfermidade
apresenta-se de forma aguda. Ocorrem abortos, infertilidade, nascimento de leitdes fracos, orquite,
epididimite e artrite (ACHA e SZYFRES, 2001).

Nos caprinos a sintomatologia € similar aquelas observadas em outras espécies, com 0
aborto entre o terceiro e quarto més, a principal manifestacdo. Em uma infec¢do natural, outros
sintomas como artrite ou mastite sao raros. As cabras nao prenhes, mas sexualmente maduras sao
suscetiveis e sofrem infecgdo crbnica, inaparentes e podem apresentar riscos a outros animais do
rebanho. A brucelose ovina tem a sintomatologia similar a caprina, sendo 0s ovinos mais resistentes

que os caprinos (ACHA e SZYFRES, 2001).

353 HOMEM

A Brucella mais patogénica ao homem é a B. melitensis, seguida pela B. suis (exceto pelo
biovar 2) B. abortus e B. canis. O periodo de incubagdo da brucelose dura de uma a trés semanas,
mas pode prolongar-se por varios meses. E uma doenga septicémica, de inicio repentino, com febre
continua, intermitente ou irregular (BRASIL/MAPA, 2001). Os sintomas da brucelose aguda sao
semelhantes aos de diversas outras enfermidades, como calafrios, sudorese profusa e febre. Um
sintoma muito comum € a astenia e qualquer exercicio produz um profundo cansago. A temperatura
pode variar de normal pela manha, até 40° C a tarde. A sudorese apresenta-se durante a noite e tem
um odor caracteristico (CORREA e CORREA, 1992; ACHA e SZYFRES, 2001).

Os sintomas comuns s&o: insdnia, impoténcia sexual, constipacdo, anorexia, dor de cabega,
dores articulares e dores generalizadas. A doenga produz um grande impacto sobre o sistema

nervoso, traduzido por irritabilidade, nervosismo e depressao. Muitos pacientes ficam com os ganglios
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periféricos aumentados e também com o bago e o figado inchados. A ictericia é rara (ACHA e

SZYFRES, 2001).

3.6 RESPOSTA IMUNOLOGICA

A Brucella tem estrutura antigénica completa, entre 0s antigenos mais importantes estao o
lipopolissacarideo—LPS, o hapteno nativo-HP, proteinas citoplasmaticas e de membrana externa. Por
estar localizada na superficie da célula e por sua imunogenicidade, o LPS é o primeiro antigeno a
induzir 0 aparecimento de anticorpos (SANCHES et al., 2000).

Uma vez que a Brucella invadiu a mucosa, macréfagos e neutrdfilos presentes na
submucosa, fagocitam a bactéria (GORVEL e MORENO, 2002).

A Brucella utiliza-se de macréfagos e neutrdfilos como prote¢éo contra organismos celulares
e humorais durante a bacteremia. Esta bacteremia ocorre apés duas a quatro semanas, e quando ele
se liberta dos neutrdfilos, é fagocitado exclusivamente por macréfagos dos 6rgaos onde se encontra,
se multiplicara, causando uma reticuloendoteliose difusa (CORREIA e CORREIA, 1992).

Apds uma a duas semanas aparecera a IgM e apds quatro semanas a IgG e IgM. Podera
ocorrer a formagéao de nodulagdo de macréfagos em células epitelidides e infiltragdo por linfécitos e
plasmdcitos, ocorrendo necrose de caseificagdo, quando a distribuicdo do agente nao for muito difusa
(POSTER, 1975).

Na placenta da vaca, ocorre grande quantidade de eritritol, um hidrato de carbono, que
estimula a multiplicagdo da espécie, 0 que explicaria a grande suscetibilidade dos tecidos fetais dos
bovinos. Estando na placenta a bactéria tem predile¢do pelo epitélio trofoblastico, resultando em
placentite necrética, causando aborto por comprometimento da circulagdo materno-fetal (ACHA e
AZYFRES, 2001).

Em geral a infecdo com Brucella induz a respostas imunol6gicas humorais e mediadas por
células. Em magnitude e duracao, estas respostas podem ser influenciadas por muitos fatores, como
a viruléncia da cepa infectante, a quantidade de indcuo, a idade, sexo, gestacdo, espécie e estado

imunoldgico dos hospedeiros (OMS, 1986).
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Os anticorpos circulantes estdo ligados a fragdes séricas denominadas imunoglobulinas. A
macroglobulina IgM, do grupo 19S, aparece nos periodos iniciais da infeccdo enquanto as
microglobulinas 19gG, do grupo 7S, aparecem posteriormente. No leite de vacas brucélicas séo
encontradas as imunoglobulinas do grupo 12S, sendo que o aparecimento de outras imunoglobulinas

como a IgA e a IgD, ndo esta bem esclarecido (CARRILLO, 1970).

3.7 DIAGNOSTICO

No diagndstico da brucelose, os sinais clinicos devem ser considerados como indicativos da
enfermidade, mas o diagndstico final devera ser sempre soroldgico ou bacterioldgico, por ser o aborto
um sinal clinico de diversas enfermidades em animais (CORREA e CORREA, 1992).

Para um exame bacterioldgico, 0s materiais a serem enviados séo fetos, envolturas fetais,
secregOes vaginais, leite e semen. A eliminagdo da bactéria pelo leite de uma vaca infectada é
constante e intermitente, sendo um excelente material para o isolamento da Brucella (ACHA e
AZYFRES, 2001).

A Brucella tem um bom crescimento em agar sangue 5 -10%, no entanto o conteudo
abomasal do feto e 0 colostro normalmente estdo contaminados por fungos e bactérias, sendo entao
necessario um meio seletivo composto de agar sangue com 5% de soro negativo eqiino ou bovino e
um suplemento antibidtico. O suplemento antibiético normalmente utilizado para B.ovis é diferente
daquele utilizado para B. abortus (QUINN , et al., 1994).

Existem diferencas entre a B. abortus biotipo 1, de campo e a amostra cepa B19, derivada
da B. abortus, utilizada na vacinas. Ocorrem reagdes similares no teste do CO, mas a cepa B19 é
inibida pelo eritritol e suscetivel a penicilina, enquanto a B. abortus tem crescimento em presenca do
eritritol e apresenta-se resistente a penicilina (QUINN , et al., 1994).

O diagndstico diferencial da brucelose é realizado com o isolamento e a identificagdo do
agente. No entanto ha circunstancias em que nao é possivel o diagndstico bacterioldgico, sendo entao
conveniente utilizar os métodos soroldgicos, como por exemplo os realizados nos Programas de

erradicagao (OMS, 1986).
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Os testes de soroaglutinagdo sao os principais métodos de diagndstico da brucelose bovina
e bubalina no Brasil. Ressalta-se 0 papel, quase exclusivo, da soroaglutinagao como prova utilizada
para diagndstico individual da brucelose. Estas provas contribuiram muito para os Programas de
controle e erradicagao desta enfermidade em diversos paises, apesar de néo diferenciarem animais
vacinados com a cepa B19 daqueles realmente infectados (SAMARTINO, 2002).

Varios paises tem como eleicdo as provas de soroaglutinagdo para o diagndstico da
brucelose nos seus programas de controle da enfermidade. As provas mais utilizadas séo: AAT, SAR e
0 2-ME.

No Brasil sao utilizados os testes do AAT como triagem e 0 2-ME ou a Fixagdo de
Complemento — FC, como confirmatdrios. No transito intemacional é exigido a FC. O SAR, a partir de
2003, ndo é mais aceita como prova de triagem no Brasil, por ser considerada inadequada. Estudos
comparativos entre diversos testes de diagndstico, demonstraram que esta prova é inapta por nao
apresentar resultados confidveis, ndo sendo mais permitida sua comercializagdo e utilizagdo
(BRASIL/MAPA, 2001).

Os resultados das provas soroldgicas apresentam interferéncia dos anticorpos vacinais,
quando os animais sao vacinados com amostra B19 de Brucella abortus, sendo necessario precaugao
na interpretagcao destas provas, em conjunto com boa coleta de dados dos animas em questao
(JACOBO et al., 2001).

Para evitar a ocorréncia de falsos positivos por causa da vacinagdo, o0 MAPA determina que
em fémeas vacinadas com amostra B19, os testes sorolégicos sejam feitos apds os 24 meses de
idade do animal (BRASIL/MAPA, 2001).

Varios testes estdo sendo desenvolvidos com o intuito de diferenciar os anticorpos vacinais
daqueles resultantes de infec¢do por Brucella abortus, ou ainda que apresentem reagoes cruzadas
com outros microorganismos como por exemplo a Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella urbana

0:30, Pseudomonas maltophilia e Vibrio cdlera O:1 (OMS, 1986).

3.71 NO HOMEM
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O diagndstico da brucelose no homem é baseado na sintomatologia apresentada e
complementada pelo diagndstico laboratorial. Para confirmar a enfermidade, sdo utilizados o
isolamento e a tipificagdo da bactéria, 0 que também pode identificar a fonte de infec¢do. O material
utilizado para os exames de diagndstico s@o entre outros, ganglios e liquido cefaloraquidiano e de
abcessos.

Em areas enzoéticas de B. abortus, é recomendada a repeticdo dos exames, pois muitas

vezes 0 paciente faz uso de antibidticos antes do diagndstico final (ACHA e SZYFRES, 2001).

3.7.2 TESTES DE DIAGNOSTICO INDIRETO

Entre os testes desenvolvidos estdo o Teste de Polarizagdo de Fluorescéncia — TPF, o Teste
de Elisa Indireto (I-Elisa), o Teste de Elisa Competitivo (C-Elisa) e o Teste do Anel do Leite — TAL e
para 0 Programa Nacional ficaram estabelecidos os testes de AAT e o 2-ME, em conjunto com a
Prova Lenta em Tubo — PL (BRASIL/MAPA, 2001).

O TPF, sendo que o antigeno utilizado neste testes é preparado com polissacaride O (cadeia
0) de B. abortus conjugado com isotiocianato de fluoresceina. A prova baseia-se no movimento ao
acaso de uma molécula em agéo, sendo que o tamanho molecular é o principal fator que influencia a
taxa de rotacdo de uma molécula e é inversamente proporcional a esta. O soro ou o leite podem ser
utilizados neste teste (BRASIL/MAPA, 2001). O TPF, apresenta boa acuracia quanto a detec¢do de
anticorpos de infec¢édo e ndo de vacinagao e pode ser utilizado como confirmatério (OMS, 1986).

Para o teste de Elisa Indireto (I-Elisa) existem varias técnicas que apresentam bons
resultados. Utiliza-se como antigeno o lipopolissacarideo de B. abortus imobilizado em placas de 96
poc¢os. Como conjugado utiliza-se um anticorpo monoclonal anti-lgG1 bovina conjugado a peroxidase.
Agentes quelantes (EDTA/EGTA) sao utilizados para minimizar reagdes nao especificas.

Este teste apresenta alta sensibilidade, no entanto sua especificidade assemelha-se a do
AAT (BRASIL/MAPA, 2001).

Para efetuar o teste de Elisa Competitivo (C-Elisa) utiliza-se como antigeno na fase sélida o

lipopolissacarideo de B. abortus. O soro a testar € misturado a um anticorpo monoclonal especifico
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contra o polissacarideo O (cadeia O) de B. abortus. Um conjugado peroxidade-anti-IlgG de
camudongo € utilizado para a detec¢do do anticorpo monoclonal ligado ao polissacarideo na fase
solida do teste. Quanto maior a quantidade de anticorpos anti-antigeno O de Brucella sp no soro
testado, maior a competicdo com o anticorpo monoclonal especifico e menor a quantidade de cor
desenvolvida. Por comparagdo a um controle, é possivel quantificar a quantidade relativa de
anticorpos anti-brucella no soro teste. Este teste é muito sensivel e especifico, porém de custo
elevado. Esta aprovada para utilizagao como teste confirmatdrio pela OIE (BRASIL/MAPA, 2001).

O Teste do Anel do leite — TAL, deve ser aplicado em misturas de leite de varios animais,
pois a baixa concentra¢do celular do antigeno (4%), torna-o bastante sensivel. Se houver anticorpos
presentes no leite, a combinagdo de antigenos corados com hematoxilina combinam com B. abortus
do antigeno e se aderem aos glébulos de gordura, fazendo com que se forme um anel azulado com a
coluna de leite branca abaixo, representado rea¢ao positiva. Nao havendo anticorpos presentes, o
anel sera branco e a reagao negativa. Esta prova é util na deteccdo de rebanhos infectados e no
monitoramento dos livres, no entanto pode apresentar falsos-positivos em presenca de leite acido de
animais em inicio de lactag&o ou portadores de mamites (BRASIL/MAPA, 2001).

O SAR ou Prova de Huddleson foi desenvolvida por Huddleson em 1920, sendo esta técnica
difundida mundialmente, especialmente nas Américas, onde € um método de rotina, pois tem as
vantagens de ser rapida e simples. Esta prova detecta IgM e IgG, e é feita com soro dos animais
contra antigeno padronizado, constituido por suspensédo de B. abortus corada com cristal-violeta ou
verde brilhante (CARRILLO, 1970).

No Brasil, 0 SAR n&o é mais utilizado desde 2003 (BRASIL/MAPA, 2001).

A prova do AAT teve sua origem no Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. O
desenvolvimento da prova ocorreu a partir da observagao de que a IgGi bovina € menos ativa em pH
neutro, mudando o0 seu comportamento bioquimico em meio &cido. O pH 3,65 + 0,05 aumenta o poder
da aglutinagao da IgGi, reduz a reatividade da IgM e destroi aglutininas inespecificas (GARCIA e

CARRILLO, 1982; WRIGHT e NIELSEN, 2002).
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O AAT é uma prova qualitativa e ndo quantitativa, pois nao determina a concentragdo de
anticorpos no soro. Nesta prova o antigeno é tamponado em pH baixo, 0 que reduz a atividade da
IgM, tomando-a seletiva a identificagdo da subclasse 19gG; (MEGID et al., 2000).

O AAT, em substituicdo do SAR, possibilita estratégias de controle da brucelose em menor
espago de tempo, em virtude de sua alta sensibilidade, especificidade, praticidade e baixo custo. Esta
prova € utilizada nos Estados Unidos e na Inglaterra, como prova rapida para separar bovinos
positivos de negativos e posteriormente confirmada com outras provas (MEGID et al., 2000). No Brasil
esta prova € utilizada como prova de triagem a campo, quando da certificacdo de propriedades livres
ou monitoradas para brucelose (BRASIL/MAPA, 2001).

A prova do 2-ME detecta tanto a IgG; como lgGs, sendo que o reagente do 2-ME aumenta a
sensibilidade do teste, pela reatividade da IgG; aumentando a tendéncia de detectd-la, em
comparagdo a lgG,. Isto provavelmente ocorra pelo pH acido (5,5) do 2-ME a 0,714%, utilizado na
prova. Os compostos quimicos com grupos sulfidrilos (radical tiol), como o 2-ME, por exemplo,
conferem ao teste a propriedade de inativar as imunoglobulinas IgM, que tem sua formagdo em
pentameros degradada, perdendo assim sua atividade aglutinante. Esta prova é utilizada como prova
confirmatdria, apos o AAT (ALTON, 1976; PAULIN, 2002).

Para auxiliar na interpretagao da prova do 2-ME, ela deve ser realizada com conjunto com a
prova lenta em tubo “standard’, que consiste no mesmo método do 2-ME, apenas sem a presenca do

reagente e com as mesmas diluicoes (GARCIA e CARRILLO, 1971).

3.8 CONTROLE

O controle da brucelose estd baseado principalmente no diagndstico presuntivo, na
vacinagao das bezerras, no isolamento dos animais reagentes positivos do restante do rebanho e a
eliminacdo destes (SAMARTINO et al., 2000).

Para se obter um bom controle e profilaxia da enfermidade, com a eliminagao das fontes de
infeccdo e o descarte dos animais reagentes positivos, apés um teste de triagem, seguido por um

teste confirmatério, devem ser tomadas medidas relativas aos animais suscetiveis como, a vacinagao
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das bezerras entre trés e oito meses de idade, entrada controlada de animais na propriedade,
medidas de higiene, principalmente pds-parto, e sorologia periddica (ISHIZUKA, 2003).

Uma das vacinas mais utilizadas em programas governamentais é a B19, de Brucella
abortus, mas esta vacina causa a grande maioria dos falso-positivos, nos testes de soroaglutinacéo.
Esta reacdo advém do fato de que a amostra 19 de Brucella abortus apresenta morfologia colonial
lisa, que é incapaz de alterar sua viruléncia por passagens sucessivas em animais (ALTON, 1998).

A vacina RB51 foi desenvolvida a partir da amostra 2308 virulenta, uma mutante rugosa que
tem a caracteristica de ndo induzir no animal vacinado a formacéo da cadeia O — polissacarideo-
especifico, que interfere nos testes soroldgicos, e podera ser utilizada em programas governamentais
(LORD, 1998).

O uso da vacina RB51 no Brasil esta liberada para uso em casos especiais como 0s surtos
em uma area determinada ou outros casos determinados pelo Servigo Oficial, mas ainda nao ha
producédo nacional. A vacina oficial estabelecida para programa de controle empreendido pelo governo

brasileiro e utilizada para diminuir a prevaléncia da doenga no pais é a B19 (BRASIL/MAPA, 2001).

3.8.1 PROGRAMA DE CONTROLE DA BRUCELOSE

As decisbes quanto as estratégias apropriadas para combater e/ou erradicar a brucelose,
devem ser adaptadas para uso nacional, entretanto alguns paises delegam aos Estados ou Provincias
as aplicagdes que mais se adaptem as condi¢des epidemioldgicas e socioecondmicas existentes
(OMS, 1986).

Em 2001 o Ministério da Agricultura langou o Programa Nacional de Controle e Erradicagao
da Brucelose e da Tuberculose Animal- PNCEBT, e entre as medidas adotadas estdo: a vacinagao
compulséria, padronizagdo dos testes de diagndstico utilizados, isolamento e abate dos animais
reagentes positivos, controle da movimentag@o de animais para a reprodugao, cursos de treinamento
para médicos veterindrios e a certificagdo de propriedades como livres ou monitoradas para estas

enfermidades ( POESTER et al., 2002).
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A vacinagdo obrigatoria das bezerras com idade entre trés e oito meses, visa diminuir a
prevaléncia e a incidéncia desta enfermidade. A certificagdo de propriedades como Livres ou
Monitoradas para a brucelose e a tuberculose, que estdo dentro dos principios técnicos sugeridos
pelo Cddigo Zoosanitario Internacional e sdo aceitos internacionalmente, e sdo instrumentos para que
0s produtores e o setor agro-industrial valorizem os seus produtos (BRASIL/MAPA, 2001).

A adesdo a certificagdo de uma propriedade é voluntaria, sendo a certificagdo monitorada,
indicada para as propriedades destinadas a gado de corte e genética e a certificacao de livre, para as
propriedades especializadas em gado de leite.

Nas propriedades a serem certificadas como livres, serdo feitos testes em todo o rebanho,
respeitando a faixa etaria, obtendo-se a certificacdo apds trés testes consecutivos negativos. Em
propriedades monitoradas, 0s testes sao realizados por amostragens de reprodutores no plantel,
utilizando-se o conceito de gestao de risco. Apds a obtengao do certificado, somente podem ingressar
na propriedade animais oriundos de outras propriedades com a mesma situagao sanitaria ou com dois

exames de diagndstico negativos, um na origem e outro no destino (BRASIL/MAPA, 2001).

3.9 RESPOSTAS SOROLOGICAS POS-VACINAIS

A vacina recomendada para utilizagdo em programas govermnamentais € a cepa B19 de
Brucella abortus. Em pesquisa realizada em 24 paises americanos, nove utilizam a cepa B19, dois
utilizam a cepa RB51, seis deles aplicam ambas as cepas e sete deles ndo informaram qual delas
utilizam (OPS/OMS, 2000).

Preparada a partir de cepa atenuada de B. abortus, a B19 induz a imunidade celular e
humoral. Os anticorpos decorrentes da imunidade humoral sdo reduzidos a niveis ndo detectaveis ou
discriminaveis em sorologia realizada quando os animais chegam a fase adulta. Esta vacina protege
0s animais contra o aborto, mas ndo impede totalmente a infeccdo, principalmente no ubere

(ISHIZUKA, 2003).
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A vacina cepa B19 é uma vacina viva atenuada, que apresenta morfologia colonial lisa e
incapacidade de alterar sua viruléncia por passagens sucessivas em animais € nao cresce em
presenca de eritritol (ALTON, 1998).

Um dos pontos mais preocupantes no uso da vacina é a persisténcia de anticorpos
soroldgicos pds-vacinais, 0 que gera muitos resultados falso-positivos nas provas sorolégicas hoje
utilizadas, sendo dificil distinguir anticorpos de infec¢do, daqueles resultantes da vacinagao. Com a
utilizacdo da vacina, podem ocorrer reagdes cruzadas com outros microorganismos como:
Escherichia coli 0157, Yersinia enterocolitica O:9, Francisella tularensis, Salmonella urbana,
Pseudomonas maltophilia (OMS, 1986; MEGID et al., 2000).

Ao ser vacinado, o animal produz anticorpos das classes IgM e 1gG. As IgM se formam
primeiramente, podendo ser detectadas entre cinco a sete dias apds a vacinagdo, com pico entre 13 e
21 dias. Depois sua concentragao diminui, mas nao desaparece por varios meses. As IgG se formam
logo ap6s, entre 0s 14 e 21 dias apds a vacinagdo, com a maxima concentragao em 28 e 42 dias. Em
um animal vacinado as 1gG (7S) declinam rapidamente e desaparecem antes que 0s anticorpos IgM
(19S) (OLASCOAGA, 1976).

Os testes hoje preconizados pelo Ministério da Agricultura e adotados nos programas de
controle e erradicacao dos estados, que sao o AAT, como prova de triagem e o 2-ME para
confirmagéo, com opgao para Fixagdo de Complemento-FC, ndo s&o capazes de fazer a distingao de
resposta vacinal, daquela resultante de infecgdo (BRASIL/MAPA, 2001). Para que ndo ocorram estes
resultados falsos-positivos, sdo necessarios testes com alta especificidade e habilidade para
diagnosticar como positivo um animal que fora vacinado com a B19 (DAFDNER et al., 1999).

Quando os animais sdo vacinados entre trés e oito meses de idade, nas provas de
soroaglutinagdo, ha uma rapida resposta imunolégica humoral, quando entdo 0s animais apresentam
altos titulos de anticorpos. Este pico de anticorpos, segundo os pesquizadores MATHIAS et al. (1998)
ocorre aproximadamente aos 14 dias, utilizando a prova do SAR, ja RIBEIRO et al. (1997) descrevem
ter observado o pico de anticorpos nas provas do AAT e 2-ME, entre 28 a 42 dias pds-vacinagao,
verificando declinio dos anticorpos apds este periodo. Os pesquizadores COCKS e DAVIES (1972)

descrevem em sua pesquisa, ter encontrado o pico de anticorpos, em fémeas vacinadas aos cinco
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meses de idade, entre sete e quatorze dias pds-vacinagao na prova do SAR e na prova do AAT aos
cinco dias, porém neste teste 0s anticorpos comegaram a declinar somente apés a oitava semana (56
dias) pos vacinagao.

O tempo de permanéncia dos animais com titulos de anticorpos pds-vacinais pode durar
varios meses e 0s relatos destes periodos variam consideravelmente. Os pesquizadores COCKS e
DAVIES (1976) descrevem que todas as 24 fémeas vacinadas entre quatro e cinco meses de idade,
nao apresentavam reac¢ao de aglutinagdo aos testes de SAR e AAT, 38 semanas (266 dias) apo6s a
vacinagao e CARRILLO e OLASCOAGA (1976) obtiveram todas as 40 fémeas vacinadas entre trés e
seis meses de idade, sem reacdo de aglutinacdo no 2-ME, aos 270 dias ap6s a vacinacao; ja
RIBEIRO et al. (1998) demonstraram em seu experimento que todas as 33 fémeas vacinadas entre
trés e oito meses de idade, nao apresentaram reagdo a soroaglutinagdo nos testes de AAT e 2-ME,
aos 308 dias apds a vacinagao. Os resultados descritos por MATHIAS et al. (1998) demonstram que
todas as 10 fémeas vacinadas entre trés e nove meses de idade, ndo apresentaram reacao de
aglutinagdo ao teste de SAR, aos 160 dias ap6s a vacinagao e no teste de AAT, aos 259 dias.

Quando a vacinagédo é feita em fémeas com idade superior a oito meses, os titulos de
anticorpos pds-vacinais persistem por mais tempo do que quando a fémea é vacinada mais jovem
(MATHIAS et al.,1998). Os titulos pés-vacinais podem permanecer por mais de 18 meses apds a
vacinagao, conforme descrito por MATHIAS et al. (2001) em estudo feito com 108 fémeas vacinadas
aos 18 meses de idade. Destas 108 fémeas adultas, nove ainda apresentavam reacdo positiva ao

teste do AAT aos 18 meses apos a vacinagao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDENCIA DOS ANIMAIS

Os animais sao provenientes de duas propriedades com um bom controle de brucelose, no
municipio de Piraquara, regido metropolitana de Curitiba.

Uma propriedade € de gado leiteiro, predominantemente animais de raga Holandesa e a
outra de gado de corte, predominantemente de ragca Simental. Ambas praticam a vacinagdo

sistematica contra a brucelose e realizam testes de soroaglutinagdo periédicos.

4.2 ANIMAIS

Foram inicialmente utilizados 47 bovinos fémeas, com idade entre trés e oito meses de
idade, ainda nao vacinadas contra a brucelose, sendo dois animais da raga Jersey, 38 da raca

Holandesa e sete da raga Simental.

4.3 VACINACAO

No dia zero, foram colhidas amostras de sangue de todas as fémeas e logo apds, 0s
animais receberam uma dose de vacina comercial liofilizada, viva, atenuada de Brucella abortus,

cepa 19, via subcutanea.

4. 4 COLHEITA DE AMOSTRAS SANGUINEAS

As colheitas de sangue foram feitas na veia caudal ou na jugular, utilizando tubos
“vacutainer’ de 10 ml e agulhas descartaveis. As amostras foram centrifugadas a 7.000 rpm por cinco
minutos, para obtengao do soro.

Nos dias 30, 60, 90, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e 360, foram colhidas amostras de
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sangue destas fémeas para posterior andlise dos niveis de anticorpos por provas soroldgicas de:

SAR, AAT e 2-ME.

4.5 BASE FiSICA LABORATORIAL

As amostras de soro foram processadas no Instituto de Tecnologia do Parana -TECPAR, na

Unidade de Curitiba.

4.6 PROCEDENCIA DOS ANTIGENOS

Os antigenos utilizados na presente pesquisa foram produzidos pelo Instituto de Tecnologia

do Parana - TECPAR, licenciado pelo MAPA sob n°® 3362/90.

4.7 TECNICAS SOROLOGICAS

A escolha das provas sorolégicas foi baseada no PNCEBT, que preconiza o uso do testes do
AAT, como triagem e o 2-ME como confirmatdria. A prova do SAR, apesar de ter seu uso proibido a
partir de 2003 por apresentar resultados inespecificos, também foi utilizada, pois é uma prova que foi
utilizada por Médicos Veterinarios, a campo e por detectar tanto a 1gG e IgM. As provas foram
realizadas conforme descrito no Manual Técnico do PNCEBT (BRASIL/MAPA, 2001). As técnicas das

trés provas estdo descritas nos anexos 1,2 e 3.
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5. ANALISE ESTATISTICA

5.1 CORRELACAQO

Em estatistica, em particular na estatistica bioldgica, & importante conhecer a associa¢ao ou
interdependéncia entre duas varidveis, medindo o grau de correlagéo entre elas. Na afirmagéo de que
duas variaveis “sa0 relacionadas” ha o significado de que a dependéncia entre elas é de fato definitiva
e imutavel ou apenas uma pequena associacdo entre as duas (WAUGH, 1963; SPIEGEL, 1968;
SOUNIS, 1975).

No presente estudo, foi observado o comportamento conjunto de duas varidveis utilizando
graficos de dispers@o, e medidos por uma constante determinada de “coeficiente de correlagéo”,
representado pela notagdo “r". Os coeficientes de correlagdo variam de uma maneira continua entre
os limites de -1 e + 1, e quando a correlagao tem valor compreendido entre zero e 1, é positiva e
representada por r2.

Demonstramos os valores de r2 nos graficos apresentados no presente estudo, utilizando a
tabela de Rugg para determinar se o valor encontrado € “alto” ou “baixo”, conforme TABELA 1.

Coeficientes iguais a + 1 indicam correlagéo perfeita.

TABELA 1-TABELA DE RUGG - COEFICIENTES DE CORRELACAO ENTRE DUAS VARIAVEIS

Valor de r Interpretacio
r<0,15 Despresivel

015<r<0,29 Baixo

030<r<0,49 Apreciavel
r<0,50 Acentuado

Fonte: SOUNIS, 1975
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6. RESULTADOS

O acompanhamento das 47 fémeas bovinas, vacinadas com a cepa B19 de B. abortus, teve
inicio com a colheita do sangue antes da vacinagao (dia zero), seguindo até o dia 360 pds-vacinagéo.
Duas das fémeas vacinadas ndo apresentaram resposta imunoldgica humoral em nenhum dos trés
testes soroldgicos, sendo entao considerados os resultados apresentados por 45 femeas.

Os resultados dos testes sorologicos de SAR, AAT e 2 - ME, estdo apresentados na
Tabela 2.

No dia zero, todos 0s animais apresentaram resultado negativo ao teste de SAR, ou seja,

nenhuma fémea apresentava anticorpos contra a B. abortus.

TABELA 2 - Titulagdo aos testes de SAR, AAT e 2-ME, apresentada por 45 fémeas vacinadas com

cepa B19 de Brucella abortus em relagdo ao tempo decorrido (dias) pds-vacinacao.

SAR AAT 2-ME

DIA REAG. 1:25 1:50 1:100 1:200 | REAG REAG 1:25 1:50 1:100 1

1200

F % F % F % F % F %|F %|F % F % F % F % F

%

6 o o0 0 o0 0 0 0 O 0 OoflO0O OO O O 0 O 0 O 0 O

30 45 100 45 100 45 100 36 80 20 44|45 100140 89 40 8 32 71 16 36 05

60 45 100 45 100 45 100 36 80 21 47 |44 98|31 69 31 69 25 56 14 31 06

90 45 100 45 100 39 87 20 44 16 3630 64|19 42 19 42 15 33 09 20 04

150 42 93 42 93 32 71 13 29 05 11 (23 49|14 31 14 31 09 20 04 9 (2

180 20 44 20 44 10 22 01 2 O O |14 30|10 22 10 22 07 16 04 9 O1

20 19 42 19 42 13 29 01 2 0O 009 20(05 11 05 11 04 9 03 7 01

240 13 29 13 29 09 20 O O O O (05 11|03 7 03 7 03 7 01 2 O

20 05 11 05 11 0 0o o0 o0 0 o004 901 2 01 2 O 2 01 2 0

30 3 7 03 7 0 0 O O O O(f(OL 270 O O O O O O O O

33 60 2 00 2 0 0 O 0 0 000 270 0 O O O 0 O O O

360 0 ¢ 0 o 0 0 0 0 0 00 0|0 O O 0 O 0 O 0 O

11

SAR = Soroaglutinagdo Répida em Placa; AAT = Antigeno Acidificado Tamponado; 2-ME = 2 Mercaptoetanol; DIA = Dias apés a vacinagéo; REAG =

Reagente; F = Fémeas;
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Aos 30 dias apds a vacinagdo com B. abortus, 45/45 (100%) fémeas vacinadas
apresentaram titulagdo ao teste de SAR (> 1:25), sendo que 20/45 (44%) apresentavam titulagdo >
1:200, sendo consideradas positivas ao teste, segundo a tabela da 1.S. 20/02 do DDA/MAPA, para
fémeas com idade igual ou superior a 24 meses, vacinadas entre trés e oito meses de idade ( Anexo
2). O pico de reagao de soroaglutinagdo ao teste de AAT, deu-se aos 30 dias pés-vacinacdo, quando
entdo 45/45 (100%) das fémeas apresentaram resultado positivo ao teste. Os maiores titulos ao teste
do 2-ME foram observados aos 30 dias pds-vacinagdo, quando 40/45 (89%) das fémeas
apresentavam titulos 1:25; 32/45 (71) com 1:50; 16/45 (36%) com 1:100 e 05/45 (11%) com 1:200
(Tabela 2).

Aos 60 dias pds-vacinacao observou-se o pico de titulacao ao teste de SAR, quando 45/45
(100%) das fémeas apresentaram titulagdo 1:50; 36/45 (80%) com 1:100 e 21/45 (47%) com 1:200.

Apdés 90 dias da vacinagdo 45/45 (100%) fémeas ainda apresentavam reacdo a
soroaglutinagdo no teste de SAR, no entanto 16/45 (36%) delas com titulagdo suficiente para
considera-las positivas (21:200). No teste do 2-ME 19/45 (42%) mantinham o resultado positivo
(21:25), sendo que no 2-ME e no AAT, respectivamente, 28/45 (62%) e 17/45 (38%) das fémeas
apresentavam resultados negativos aos 90 dias apés a vacinagéo.

Aos 150 dias apds a vacinagao, 53% (24/45) das fémeas apresentaram-se negativas no
AAT, e 73% (33/45) ao 2-ME. No SAR, aos 150 dias pds vacinagéo, apenas 11% (05/45) apresentaram
resultados positivos ao teste (>1:200). Das fémeas, 5/45 (11%) apresentaram-se ndo reagentes ou
com titulos menores que 1:25 no teste de SAR, aos 150 dias pds-vacinagéo.

Apds os 180 dias da vacinagdo (100%) 45/45, das fémeas vacinadas apresentaram
titulagdo igual ou abaixo de 1:100, sendo consideradas negativas segundo a |.S. 20/02 do DDA/MAPA,
(Gréfico 1), sendo que apenas uma delas permanecia com resultado considerado inconclusivo ao

SAR (1:100).

GRAFICO 1 - Animais com resultados considerados positivos ao teste de SAR

(21/200), conforme a tabela da 1.S. 20/02 do DDA/MAPA, para fémeas com idade igual
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ou superior a 24 meses, vacinadas entre trés e oito meses de idade, em relagdo ao tempo

decorrido (dias), apds a vacinagao com a cepa B19, amostra de Brucella abortus.

A linha de tendéncia logaritmica apresentada no Grafico 1, demonstra que o R?= 0,873 é
positivo, pois tem seu valor compreendido entre zero e um. Por ter o valor de r<50, o coeficiente de
correlag@o entre as duas variaveis € “acentuado”. Indica também uma correlagdo perfeita, pois o

coeficiente estd muito proximo a + 1.
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Aos 270 dias apds a vacinagao, 01/45 (2%) das fémeas apresentou resultados positivo ao 2-
ME, tornando-se negativa ao 300 dias, quando entdo 45/45 (100%) das fémeas tornaram-se negativas

(Gréfico 2).
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GRAFICO 2 - Animais com resultados considerados positivos ao teste de 2-ME (1/25),
conforme interpretagdo da tabela do PNCEBT/MAPA/2001, para fémeas ndo vacinadas e machos
com idade superior a oito meses de idade, em relagdo ao tempo decorrido (dias) apds a vacinagao

com a cepa B19, amostra de Brucella abortus.

A linha de tendéncia logaritmica do Grafico 2, demonstra um R? = 0,9839 positivo e a
correlag@o entre as duas variaveis € “acentuado”. Indica também uma correlagdo perfeita, pois o

coeficiente estd muito proximo a + 1.
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No teste do AAT, 01/45 (2%) das fémeas apresentava resultado positivo aos 300 dias pos-
vacinagao. Este resultado foi mantido aos 330 dias pds-vacinagao e aos 360 dias esta fémea tornou-

se negativa, quando entao 45/45 (100%) das fémeas tornaram-se negativas (Grafico 3).
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GRAFICO 3 - Animais com resultados positivos a0 teste de AAT, em relagdo ao

tempo decorrido (dias) apds a vacinagdo com a cepa B19, amostra de Brucella abortus.

A linha de tendéncia logaritmica do Grafico 3, demonstra um R? = 0,955 positivo e a
correlag@o entre as duas variaveis € “acentuado”. Indica também uma correlagdo perfeita, pois o

coeficiente estd muito proximo a + 1.
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7. DISCUSSAO

Os trabalhos de pesquisa desenvolvidos recentemente com a vacina B19 séo escassos,
porque esta vacina esta sendo gradativamente substituida pela vacina n&o indutora de anticorpos
aglutinantes - RB51. Nos Estados Unidos, em 1996, a vacina RB51 foi licenciada condicionalmente,
substituindo gradualmente a B19 (COTRINA et al., 1999). No entanto no Brasil, com o langamento do
PNCEBT em 2001, foi normatizada como obrigatéria o0 uso da vacina B19 de Brucella abortus nas
bezerras entre trés e oito meses de idade.

Os resultados deste estudo com a vacina B19 serdo discutidos em relagao ao periodo em
que os testes soroldgicos foram realizados, apds a vacinagéo.

Antes da vacinacdo todas as fémeas apresentaram resultados negativos no SAR, ndo
apresentado nenhuma reagdo de aglutinagdo. Estes dados conferem com aqueles descritos por
BARDON et al. (2001), que avaliaram 146 fémeas antes da vacinagdo, onde todas apresentaram
resultados negativos. MATHIAS et al. (2001) encontraram resultados semelhantes ao avaliar 108
fémeas, aos 18 meses de idade, antes de serem vacinadas com a B19, embora oito animais tenham
apresentado titulo de 1:25.

Na andlise das 45 fémeas vacinadas com cepa B19 de Brucella abortus, verificou-se que,
apds apresentarem resultados negativos aos testes de SAR, aos 150 dias apds a vacinagéo, quatro
fémeas apresentaram leve oscilagdo nos niveis de anticorpos, de 1:25 para 1:50, 0 que ndo foi 0
suficiente para torna-las positivas, retornando a 1:25 na proxima colheita, 30 dias apds. MATHIAS et
al. (1998), verificaram este fendmeno em uma das fémeas examinadas em seu experimento e citam
que GONZALEZ et al. (1978), também verificaram estas oscilagdes nos titulos aglutinantes e
atribuiram estas variagGes a fatores estressantes decorrentes das praticas de manejo.

No teste de SAR, o pico de titulos foi atingido pelo maior numero de fémeas aos 60 dias
pos-vacinacdo, quando 45 animais apresentavam titulos entre 1:25 a 1:200, sendo que 21 animais
obtiveram o titulo de 1:200, desde entdo teve inicio o declinio de anticorpos. Estes resultados diferem
dos encontrados por outros pesquisadores (COCKS e DAVIS,1972; RIBEIRO et al. 1997; MATHIAS et

al., 1998), pois a média encontrada por eles, foi de 20 dias.
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COCKS e DAVIS (1972), que acompanharam 23 fémeas vacinadas aos cinco meses de
idade, com cepa B19 amostra de Brucella abortus, por 38 semanas (266 dias), demonstraram que aos
cinco dias apds vacinagdo todos 0s animais apresentavam-se positivos aos teste de SAR , sendo que
a mais alta média registrada foi entre sete e 14 dias ap6s a vacinac¢do. RIBEIRO et al. (1997), que
avaliaram 33 fémeas vacinadas entre trés e oito meses de idade, com a cepa B19, amostra de
Brucella abortus, por 728 dias apds vacinagao, por meio de testes de SAR, AAT e 2-ME, obtiveram
como resultado a titulagdo maxima aos 14°-18° dias pds-vacinagao no teste de SAR.

No estudo desenvolvido por MATHIAS et al. (1998), onde foram avaliadas 17 fémeas entre
trés e 18 meses de idade, sendo sete com trés a cinco meses, trés entre seis e nove meses e sete
com idade entre 10 e 18 meses, vacinadas com cepa B19 amostra de Brucella abortus, por um
periodo de 364 dias, as fémeas apresentaram a mais alta média de titulos de anticorpos no SAR, aos
14 dias apds a vacinagdo, sendo que aos seis dias foram detectados titulos entre 1:25 e 1:400 nesta
prova.

Aos 180 dias apds a vacinagado, nenhuma das fémeas do presente estudo seria considerada
positiva ao teste do SAR, conforme a tabela de interpretagdo da 1.S. n® 20/02 do DDA/MAPA (ANEXO
4) para fémeas acima de 24 meses, vacinadas entre trés e oito meses de idade, que considera
positivos 0s resultados >1:200. Entretanto 20 (44%) das fémeas ainda apresentavam reagdo de
aglutinagdo ao teste, sendo 20 com titulo 1:25; 10 com 1:50 e uma com 1:100. Esta ultima
considerada inconclusiva pela referida 1S, manteve este resultados aos 210 dias, tornando-se
negativa aos 240 dias apds a vacinagado. Estes resultados diferem daqueles encontrados por COCKS
e DAVIS (1972) que observaram resultados ndo reagentes a soroaglutinagdo em todas as fémeas
examinadas em 28 semanas (196 dias) e por MATHIAS et al., (1998) que observaram duas das 17
bezerras avaliadas por eles, com titulo aglutinante apds 215 dias da vacinagao; uma delas com titulo
de 1:25 e a outra de 1:50, sendo que esta persistiu até o 364° dias pds vacinagdo. Entretanto os
resultados da presente pesquisa sdo similares aos encontrados por RIBEIRO et al., (1997) que
observaram um animal positivo e dois suspeitos (atualmente denominados inconclusivos) aos 210 dias
apods a vacinagao no teste de SAR, sendo que animais apresentaram-se negativos aos 273 dias pos-

vacinagao.
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Nesta pesquisa, observou-se que o teste do AAT foi aquele em que mais tempo (360 dias)
uma das fémeas vacinadas manteve o resultado positivo. Aos 240 dias, 42 (93%) fémeas ja se
apresentavam negativas ao AAT e aos 300 dias, apenas uma delas permanecia positiva, tornando-se
negativa aos 360 dias, quando 100% delas tornaram-se negativas. Resultados proximos a estes
foram descritos por RIBEIRO et al., (1997), que obtiveram resultado ndo reagente ao AAT em todas
as bezerras aos 308 dias pds-vacinagdo e aos 182 dias pds-vacinagdo somente cinco animais
apresentavam resultado positivo neste teste.

No presente trabalho, aos 240 dias apds a vacinagao, cinco animais ainda apresentavam
reacdo de aglutinacdo ao AAT, entretanto os resultados encontrados por MATHIAS et al., (1998)
diferem desta pesquisa, pois aos 98 dias pds vacinagdo, apenas uma das 17 bezerras avaliadas por
estes pesquisadores apresentava titulos na prova do AAT. Contudo, quando analisados 0s resultados
finais, a diferenga de dados encontrados diminui, sendo que no presente trabalho todos 0s animais
vacinados tornam-se negativos aos 360 dias e 0s pesquisadores chegam a este resultado aos 259
dias. O presente trabalho também difere daquele encontrado por COCKS e DAVIS (1972), quanto aos
testes de AAT, pois estes relatam que as 23 fémeas avaliadas por eles, deixaram de apresentar
reacao de soroaglutinagédo no teste de AAT as 28 semanas (196 dias) apos a vacinagao.

Resultados similares aos encontrados nesta pesquisa, quanto a persisténcia de reagdes
positivas no teste de AAT, foram descritos por HERR e BRUGGE (1985), que acompanharam dez
animais adultos vacinados com B19, por 47 semanas (329 dias). Os autores observaram que no teste
de AAT, todos 0s animais permaneceram positivos apos a 112 semana (77 dias) da vacinagdo, sendo
que dois deles negativaram na 20% e 342 semanas ( 140 e 238 dias), mas um deles retornou ao
resultado positivo e somente um se manteve negativo até a 472 semana (329 dias).

Nesta pesquisa observou-se que aos 90 dias, 28 (62%) fémeas apresentaram resultados
negativos ao teste do 2-ME, e aos 210 dias, 42 (93%) delas ja apresentavam este resultado. Das
fémeas vacinadas apenas uma delas persistiu com resultado positivo aos 270 dias, tornando-se
negativa aos 300 dias, quando entdo 45 (100%) fémeas vacinadas obtiveram este resultado no 2-ME.

Observamos no presente estudo que uma das fémeas, apds apresentar resultado negativo

ao teste de AAT aos 150 dias, apresentou novamente resultado positivo ao teste, 60 dias apds,
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tornando-se negativa definitivamente, ja na proxima coleta, 30 dias apds. Tal fato provavelmente deve-
se fatores estressantes do manejo, segundo MATHIAS et al., (1998), ja citado anteriormente.

Os resultados encontrados no teste do 2-ME, conferem com aqueles descritos por RIBEIRO
et al, (1997) que avaliaram 33 fémeas vacinadas entre trés e oito meses de idade. Os autores
demonstraram que a titulagdo maxima no 2-ME foi encontrada aos 28° e 42° dias pés-vacinagao e que
aos 182 dias pés-vacinagdo somente seis animais eram positivos ao teste, sendo que todas as
bezerras apresentavam resultados negativos ao 2-ME aos 308 dias pds-vacinagao.

Estes resultados também conferem com aqueles descritos por BARDON et al., (2001), onde
foram avaliados com provas de diagndstico incluindo o 2-ME, dois grupos de fémeas bovinas com
idade média de seis meses. Um grupo composto de 100 fémeas e o outro com 46, vacinadas com
cepa B19 amostra de Brucella abortus. No grupo de 100 fémeas, 98% delas apresentaram resultado
positivo ao 2-ME 25 dias apds a vacinagdo, mas aos 240 dias ap6s a vacinagdo, apenas uma das
fémeas ainda apresentava resultado positivo ao teste. No grupo de 46 fémeas, 100% delas
apresentaram resultado positivo ao 2-ME, aos 25 dias da vacinagdo, mas 150 apds a vacinagao 2,2%
das fémeas ainda apresentavam resultado positivo ao teste.

Os resultados do presente estudo, demonstram que as maiores titulagoes no 2-ME foram
encontradas aos 30 dias pds-vacinagao. Estes resultados conferem com aqueles encontrados por
CARRILLO e OLASCOAGA (1976), que descrevem ter encontrado estas titulagoes aos 21 dias ap6s a
vacinagao. Porém na presente pesquisa, aos 180 dias, 14 (31%) fémeas testadas ainda apresentavam
reacao a soroaglutinagéo ao teste do 2-ME, sendo 10 (22%) delas, com reagao consideradas positivas
(21:25), ja estes pesquisadores descrevem que todos 0s 40 animais avaliados por eles, tornaram-se
nao reagentes a soroaglutinacao no teste do 2-ME aos 180 dias apds a vacinagéo.

Alguns pesquisadores observaram animais adultos vacinados com cepa B19 de Brucella
abortus, obtendo rapido declinio nos titulos soroldgicos nos testes de soroaglutinagdo, como
POESTER et al., (2001) que descreveram que ao comparar duas vacinas, entre elas a B19, vacinaram
25 fémeas entre dois e cinco anos, e obtiveram resultados negativos ao teste de AAT, aos 270 dias
apds a vacinagdo com cepa B19 de Brucella abortus. Também MATHIAS et al., (2001), observaram

em sua pesquisa com 108 fémeas vacinadas aos 18 meses de idade, que ha uma sensivel redu¢éo
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no titulo soroldgico apds 12 meses da vacinagdo. No teste do AAT, 89,81% das fémeas vacinadas
apresentavam resultados negativos ao teste apds 12 meses da vacinagdo, porém 11 das 108 fémeas
ainda apresentando resultado positivo ao teste.

Estes resultados confirmam os observados na presente pesquisa de que ocorre um rapido
declinio do titulo de anticorpos, desde que a vacinagdo seja efetuada entre os trés e oito meses de
idade. Aos 300 dias apds a vacinagao, 100% das fémeas vacinadas apresentam resultado negativo na
prova do 2-ME, considerada prova confirmatoria segundo o PNCEBT.

Neste experimento, aos 360 dias todas as fémeas apresentaram resultados negativos ao
AAT, no entanto, quando submetidas ao exame do 2-ME, apresentaram-se negativas ja aos 300 dias.
Estes resultados conferem com o que foi descrito por PAULIN et al., (2002), de que o 2-ME apresenta
boa sensibilidade para validar os testes de triagem a campo e também com o que determinam as
normas do PNCEBT/MAPA quanto ao uso do AAT como triagem e o 2-ME como confirmatério
(BRASIL/MAPA, 2001).

Duas fémeas ndo apresentaram resposta imunolégica humoral em nenhum dos trés testes
de soroaglutinagdo. Apds 12 meses de acompanhamento e ainda sem apresentarem resultados, estas
fémeas foram submetidas a testes soroldgicos de diagndstico de leptospirose, no qual ambas
apresentaram resultado negativo. Apos estes testes, as fémeas receberam uma dose de vacina L-7,
contra leptospirose, composta por sete diferentes sorovares: Leptospira icterohaemorrhagiae, L.
copenhageni, L. canicola, L . pomona, L. grippotyphosa, L. hebdomadis, L. wolffi, L. tarassovi, L.
hardjo e L. bratislava. Quinze e trinta dias apds a vacinagao, os soros destes animais foram testados
para 0s sete sorovares, sendo que as fémeas ndo apresentaram resposta a nenhum dos testes. Nao
obtendo resposta imunolégica humoral também a vacinagao contra leptospirose, conclui-se que pode
ser descartada a possibilidade de erro na vacinagao anterior.

CORREA e CORREA, (1992), descreveram que existem varias causas de problemas
relacionados a resposta imunoldgica em um animal, como a imuno-paralisia - quando uma dose de
antigeno é muito alta e estes consomem todos 0s anticorpos até impedir a produgao dos mesmos e a
imuno-indiferenga ou imuno-tolerancia — quando o antigeno € reconhecido pelo sistema reticulo-

histiocitario e linféide como préprio, ndo havendo produgéo anticorpos contra ele. Isto ocorre porque



41

os fetos ja produzem anticorpos quando seu sistema reticulo-histiocitario e linfoide estao formados e
diferenciados, ou seja, se tornam imunocompetentes, aproximadamente aos 2/3 da gestacao e se as
células deste sistema entrarem em contato com um antigeno estranho neste periodo, estas células ao
se diferenciarem, o reconhecerao como proprio.

Quando a fémea bovina se infecta durante o tergo inicial da gestacéo, ocorre uma infecgéo
fetal, causando o nascimento de bezerros imunotolerantes, ou persistentemente infectados - PI. Estes
animais apresentam importante papel na epidemiologia de uma doenga, pois podem eliminar o agente
infectante continuamente em suas secre¢oes (BOTTON, et al., 1998; CAMARGO et al., 2003).

Os resultados das provas soroldgicas a que foram submetidas as fémeas do presente
estudo, demonstraram declinio continuo dos titulos de anticorpos, sendo que todas as fémeas
apresentaram resultados negativos aos seis meses apds a vacinagao no SAR, aos dez meses no 2-
ME e aos 12 meses no AAT. Estes resultados concordam com as recomendagdes feitas por RIBEIRO
et al, (1997), de que estas provas poderiam ser empregadas mais cedo do que preconizava 0
Ministério da Agricultura em 1979, que era de 30 meses apds vacinagdo. Com o langamento do
PNCEBT em 2001, este prazo foi alterado para 24 meses ap0s a vacinagao.

No teste do AAT, oficialmente designado para triagem a campo, 0s resultados do presente
estudo demonstraram que 0s animais tornaram-se negativos apos 12 meses da vacinagao, ou seja, se
vacinados entre trés e oito meses, estardo com idade entre com idade entre 15 e 20 meses, quando
entdo os rebanhos poderdo ser testados sem que ocorram resultados falso positivos em virtude da
vacinagdo. Também, segundo os pesquisadores MEGID et al., (2000) a susbtituicio da prova do SAR
pelo AAT, que é mais sensivel e especifico, possibilita aos veterinarios um diagndstico mais apurado e
reduz o envio de grande numero de amostras aos laboratérios especializados e o reteste de animais

suspeitos.
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8. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

As conclusbes encontradas neste experimento em relagdo aos titulos soroldgicos pos-
vacinais em bezerras imunizadas com cepa B19 de Brucella abortus foram:

1 - Em fémeas vacinadas entre trés e oito meses de idade, o declinio dos anticorpos pos-
vacinais, detectaveis na soroaglutinagao, inicia aos 30 dias apds a vacinag¢ao, com o desaparecimento
total destes anticorpos, aos 360 dias da vacinagao;

2 - E possivel utilizar a prova do AAT, aos 150 dias apds a vacinagdo, obtendo resultados
negativos ao teste em 50% das fémeas vacinadas entre trés e oito meses de idade;

3 - Utilizando o teste do 2-ME como confirmatdrio, é possivel obter estes resultados em
60% das fémeas, aos 90 dias apds a vacinagao;

4 - Apds 360 dias da vacinagdo, é possivel utilizar o teste de AAT, como triagem a campo,
em 100% das fémeas vacinadas, sem que ocorram reages de falso-positivos em virtude da
vacinagao.

5 - Aos 30 dias apds a vacinagdo, duas das 47 fémeas (4,25%) nao apresentaram resposta
imunoldgica humoral, frente a vacina B19, e este resultado persistiu pelos 360 dias em que foram
acompanhadas.

6 — Animais vacinados entre trés e oito meses de idade, apds 360 dias desta vacinagao,
quando estarao entre 15 e 20 meses de idade, poderao ser testados sem que ocorram resultados

falsos positivos.
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ANEXO 1 -TECNICA DA PROVA DO MERCAPTOETANOL - 2-ME

Material: Antigeno para soroaglutinagéo lenta em tubos; 2-mercaptoetanol; salina 0,85%;
salina 0,85%, fenicada 0,5%; tubos de 10x75mm ou 10x100mm;pipetas de Bang ou micropipetador de
volume ajustavel; dispensador automatico de 1ml e 2 ml; pipetas de 10ml; caixa de luz indireta;
vidrarias.

Técnica: Colocar em estante 2 fileiras de 4 tubos 10 x 100mm ou 10x75; Marcar a 12 fileira
comaletraT (Lenta) e a 22 com aletra M (2-ME).

Com pipeta graduada ou de Bang, fluir no 1° tubo da 12 fileira 0,08ml de soro, no 2° tubo
0,04, no 3% tubo 0,02 e no 4° 0,01ml. Repetir o procedimento na segunda fileira.

Inclui-se um soro controle conhecido com atividade aglutinante na prova lenta em tubos com
titulo de 1:200 ou superior e outro negativo na prova 2-ME.

Na fileira "T", com o dispensador automatico de 2ml ou pipeta de 10ml, pipetar em cada um
dos 4 tubos, 2ml do antigeno diluido 1:100 (0,045% de células) em salina fenicada (0,5% de fenol).

Na fileira "M", com o dispensador automatico de 2ml (regulado para 1ml) ou pipeta de 10ml,
pipetar 1 ml de solugcdo de 2-mercaptoetanol 0,1M (diluida em solugdo salina sem fenol), em cada
tubo.

Mistura-se agitando bem a estante.

Aguardar em temperatura ambiente 30 minutos. Apds este tempo, agregar em cada tubo
"M", 1 ml do antigeno diluido 1:50 (0,09% de células) em solu¢do salina fisiolégica (sem fenol). A
concentragao final do antigeno na solugéo sera 0,045%;

Agitar os frascos. Incubar a 37° por 48h + 3h;

A leitura deve ser com fonte de luz indireta contra um fundo escuro e opaco, com uma fonte
de luz que atravesse 0s tubos.

Interpretacdo: O grau de aglutinagdo em cada uma das distintas diluicoes deve ser
classificado como: completo (+), incompleto (1) ou negativo (-).

Reacdo Completa (+) — O liquido da mistura antigeno + soro aparece translucida, com

formagao de pelicula e 0s grumos nao se rompem com a agitagéo suave.


















