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1. INTRODUCAO

A brucelose bovina € causada pela
Brucella abortus, que ao longo de sua
evolugio desenvolveu mecanismos para
conviver  com  seus hospedeiros,
particularmente os bovinos, de tal forma
fjuc se tornasse possivel sua sobrevivéncia
no organismo do hospedeiro por periodos
prolongados, favorecendo a perman2ncia e
i transmissdo do patégeno na populagdo.
Um dos aspectos mais importantes desse
processo € a capacidade de B. abortus de
sobreviver e se multiplicar no interior de
células especializadas em destruir agentes
invasores, sendo o melhor exemplo os
macrofagos. Portanto, a B. abortus é capaz
de interferir com a fungiio bactericida do
macréfago, a0 mesmo tempo em que ela
Uria para si mesma um ambiente protegido,
livre dos “perigos’ da vida extracelular no
organismo do hospedeiro, ondz estio
presentes anticorpos, complemento, cntre

Iscola de Veterindria da UFMG, C. Postal
567, - 31123-970 Belo Horizonte, MG
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outros fatores antibacterianos. Outra célula
alvo da B. abortus é o trofoblasto, que é a
principal célula da por¢io fetal da placenta.

No trofoblasto, a B. abortus encontra
condigdes excepcionalmente favordveis 2
sua replicagio, levando a placentite, aborto
e disseminagio do agente entre outros
animais do rebanho. Estes mecanismos
foram recentemente detalhados nas
revisdes de Ficht (2003), Ko & Splitter
(2003) e Gorvel & Moreno (2002). Nas
segbes abaixo sdo discutidos alguns
aspectos relevantes sob o ponto de vista
médico veterindrio da patogénese e
patologia da infec¢io por B. abortus.

2. PATOGENICIDADE
2.1. Vias de infecc¢do e disseminacao

A via mais comum de infecgio por
Brucella abortus € o trato gastrintestinal
(Ackermann et al, 1988; Ko & Splitter,
2003). Apds a ingestdao as bactérias sdo
endocitadas pelas células epiteliais do
intestino delgado (Ackermann et al., 1988),
particularmente as células M das placas de
Peyer (a estrutura da placa de Peyer bovina
foi descrita em detalhes por Parsons et al.,
1991), e se alojam inicialmente nos
linfonodos regionais, onde proliferam no
interior de fagécitos (Anderson et al.,
19864a;). A invasao dos vasos linfiticos e a
bacteremia subseqiientes permitem a
dissemina¢io da infecgiio por todo o
organismo e, conseqiientemente, a
colonizagio de virios tecidos,
especialmente  os  drgidos  genitais
masculinos, dtero gestante e glindulas
mamadrias.

A B. abortus também pode ser encontrada
no bago, figado, linfonodos, ossos e
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articulagdes. A inalagdo também tem sido
descrita como importante via de infecgio
(Ko & Splitter, - 2003). Descreve-se
também a penetragio de bactérias pela
pele, conjuntiva e mucosas. As principais
fontes de infecgdo sdo fetos abortados,
placentas, anexos fetais e descargas
uterinas contaminadas, que sdo eliminadas
apés aborto ou no periodo pds-parto

(Fig.1).

Os touros geralmente nio transmitem a
infeccio pela monta natural, porém a
inseminagdo artificial utilizando s€men
contaminado pode infectar as vacas
receptoras. O cuidado com avaliagio do
sémen é importante, pois touros podem ser
sorologicamente negativos e eliminarem B.
abortus no plasma seminal (Lambert et al.,
1963; Rankin, 1965).

Em vacas gestantes, a infeccio fetal ocorre
apés a multiplicagio de B. abortus nas
células trofobldsticas, que leva a necrose
do trofoblasto, vasculite, separagio da
placenta fetal da materna e ulceragio da
membrana co6rio-alantéidea.
Posteriormente, a bactéria se dissemina
para as vilosidades coridnicas, tecidos
fetais e lume uterino (Anderson et al.,
1986a).

2.2. Interaciio entre Brucella abortus
e o trofoblasto

A B. abortus possui grande afinidade pela
placenta de ruminantes, o que leva a
ocorréncia de placentite e
conseqiientemente abortos, principalmente
no tergo final da gestagdo (Anderson et al.,
1986a). Na placenta os microorganismos
replicam com grande avidez no meio
intracelular de células do epitélio
trofobldstico, o que € responsdvel pela

3

grande quantidade de B. abortus nesse
tecido (Anderson et al., 1986a,b; Meador
& Doyoe, 1989). A afinidade de B. abortus
pelo trofoblasto de ruminantes parece estar
relacionada a4 presenga de elevadas
concentragdes de eritritol e progesterona na
placenta. B. abortus € um dos poucos
organismos que tém capacidade de utilizar
o eritritol como fonte de carbono e energia
(Samartino & Enright, 1993). Tanto o
eritritol quanto a progesterona colabora
para o crescimento in vitro de B. abortus
(Anderson et al., 1986a,b). Samartino &
Enright (1996) demontraram que B.
abortus cresce preferencialmente no
trofoblasto do final da gestagdo (180 a 240
dias). Células trofobldsticas do inicio da
gestagiio (60 a 120 dias) praticamente ndo
permitem o crescimento intracelular da
bactéria. Estes dados correlacionam bem
com a manifesta¢io clinica da infecgio, ou
seja, aborto preferencialmente no tergo
final da gestagio.

A vaca tem placenta do tipo cotiledondria,
na qual as unidades placentdrias, chamadas
de placentomas, s@o restritas as dreas em
que o alantocérion tem interagio com as
cariinculas e, conseqiientemente, hd a
formagio  dos  cotilédones, (?ujas
vilosidades coriGnicas penetram nas criptas
carunculares (Santos & Marques Jinior,
1996). Acreditava-se que, apds a
ocorréncia de bacteremia, a B. abortus
proveniente da circulagio sangiiinea
materna infectava inicialmente as células
do trofoblasto eritrofagocitdrio (localizados
nos cotilédones), com posterior extensio
para o trofoblasto intercotiledondrio
(Anderson et al., 1986a). Dessa forma, as
células trofobldsticas representam o sitio
primdrio de entrada e replicagio de B.
abortus na placenta (Anderson et al.,
1986a). Apds a penetragio nas células do
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trofoblasto, as bactérias iniciam o processo
de replicagio no interior de cisternas do
reticulo endoplasmdtico rugoso (Anderson
¢t al., 1986b). Posteriormente, as células
do trofoblasto cério-alantéideo sofrem
necrose levando a ulceragoes da membrana
corio-alantéidea e liberagio de grande
niimero de bactérias que entiio infectam os
lecidos fetais (Anderson et al., 1986b).
listas alteragdes placentdrias e fetais viio
culminar com a ocorréncia de aborto, que
lem grande importincia para a transmissio
da doenga, uma vez que os produtos do
aborto, incluindo-se o feto, a placenta e as
secregOes uterinas eliminadas por vdrios
dias apds a expulsdo do feto, representam a
principal fonte de infecgdo para os outros
animais do rebanho.

2.3. Mecanismos de invasio e
sobrevivéncia nas células do
hospedeiro

Bactérias  do  género  Brucella sio
classicamente classificadas como parasitas
intracelulares  facultativos.  Entretanto,
alguns autores consideram que a melhor
classificagho  seria a de parasitas
intracelulares facultativamente
extracelulares devido 2 preferéncia desses
microorganismos pelo meio intracelular
{Gorvel & Moreno, 2002). Contrariamente
a4 outras bactérias patogénicas, fatores
cldssicos de viruléncia como exotoxinas,
flagelos, fimbrias, cdpsulas e outros nio
sao encontrados em Brucella sp. Os fatores
envolvidos com a patogenicidade sio
aqueles que permitem a invasio, a
sobrevivéncia é a multiplicagdo
intracelular nas células do hospedeiro
(Gorvel & Moreno, 2002},

Brucella sp. pode infectar " fagdcitos e
células ndo fagociticas in vivo e in vitro

€ 244060 2005
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(Detilleux et al., 1990a,b; Pizarro-Cerdi et
al., 1998). Apéds invadir as mucosas,
bactérias opsonizadas e ndo opsonizadas
sdo internalizadas por fagécitos localizados
na submucosa. Quando B. abortus sofre
opsonizagdio e € fagocitada por macréfagos
ativados, ela se torna mais susceptivel aos
mecanismos bactericidas dos macréfagos.
Em macréfagos ativados, a maioria das
bactérias internalizadas € destruida no
interior de fagolisossomos antes de atingir
os sitios de replicagio intracelulares, apés
resistir por um curto periodo de tempo aos
mecanismos microbicidas dessas células
(Gorvel & Moreno, 2002). Ao contririo do
que ocorre nos macréfagos, B. abortus nio
replica dentro de neutréfilos (Gorvel &
Moreno, 2002).

Apesar de nio terem sido reconhecidos
ligantes na superficie de Brucella sp. e
receptores celulares especificos em células
nao fagociticas, hd indicios que apontam
para a existéncia de moléculas especificas
que determinariam a ligagdo de bactérias
is células do hospedeiro (Gorvel &
Moreno, 2002). A internalizagio das
bactérias por células ndo fagociticas
envolve a participagiio do citoesqueleto de
actina e de microtibulos (Guzmdn-Verri et
al., 2001). Apesar das formas rugosas de
Brucella sp. fixarem-se com melhor
eficiéncia as células do hospedeiro, as
formas lisas sdo mais eficientes no
processo de invasdo, indicando um papel
importante do polissacarideo O e das
moléculas associadas na invasibilidade de
Brucella sp. (Detilleux et al., 1990a,b).

Uma vez no interior das células do
hospedeiro, as cepas virulentas de B.
abortus alteram a dinimica normal de
maturagdo do fagossomo, bloqueando sua
fusdo com os endossomos e lisossomos,

e

o
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impedindo que ocorra  degradagio
bacteriana e possibilitando sua localizagio
nos sitios intracelulares de replicagdo
(Gorvel & Moreno, 2002). Conforme
ilustrado na Fig. 2, nos estdgios iniciais da
- infecgio, as bactérias podem  ser
encontradas no interior de vactiolos com
caracteristicas semelhantes a
autofagossomos. Posteriormente, as formas
virulentas de B. abortus transitam em
diregio as cisternas  do  reticulo
endoplasmético rugoso, onde ocorre
intensa replicagdio (Anderson et al., 1986b;
Pizarro-Cerda et al., 1998). A infecgio por
B. abortus inibe a fusio entre o fagossomo
e o lisossomo, tanto em células fagociticas
quanto em células ndo fagociticas. Estudos
iniciais demonstraram  que  extratos
soliveis de B. abortus interferiam com a
maturacgio do fagossomo (Frenchick et al.,
1985). Mais recentemente foi descoberto
um sistema de secregdo tipo IV,
semelhante ao encontrado em patGgenos de
plantas como 0 Agrobacterium
tumefaciens, que estd envolvido com a
regulagio do trinsito das formas virulentas
de B. abortus entre os vaciolos
semelhantes a autofagossomos e as
cisternas do reticulo endoplasmitico
rugoso, sendo  considerado  como
importante fator de viruléncia (Boschiroli
et al, 2002; Ko & Splitter, 2003).
Utilizando-se o camundongo como modelo
para infecgio experimental, observou-se
atenuagiio bastante significativa em cepas
de B. abortus que ndo possuiam o sistema
de secregdo tipo IV funcional (Sun et al.,
2002). As formas lisas de B. abortus sdo
mais resistentes 4 degradagio por fagdcitos
que as formas rugosas, indicando que o
lipopolissacarideo (LPS) de Brucella,
apesar de sua baixa atividade bioldgica, €
um fator de viruléncia com papel
importante na sobrevivéncia das bactérias

no interior das células do hospedeiro
(Gorvel & Moreno, 2002; Ko & Splitter,
2003).

2.4. Imunidade Brucella

abortus

contra

A resposta A infecgdo por B. abortus
envolve ativagio antigeno-especifica de
linfécitos T CD4+ e CD8+ e produgio de
anticorpos especificos (Zhan et al., 1993;
Golding et al., 2001; Ko & Splitter, 2003).
O papel da imunidade inata na infecgio por

Brucella é de reduzir o nimero inicial de

bactérias e promover condigbes para
desenvolvimento da imunidade adquirid
(Golding et al., 2001; Ko & Splitter, 2003).
As células “natural killer” (NK) parece

ter importdncia nos estigios iniciais da
infecgiio promovendo destrui¢io direta de

células infectadas e secregio de interferon
y (INFy) (Golding et al., 2001).

Um aspecto importante da imunidade inata

em bovinos,
abortus

i brucelose € que,
resisténcia natural a B

pela sele¢io genética feita por meio de
acasalamentos  dirigidos = (Adams &
Templeton, 1995). A freqiiéncia

genGtipos bovinos naturalmente resistentes

na populagio bovina em geral ¢ de 20%
sendo que o acasalamento de touros

Templeton, 1998). A resisténcia genética &

brucelose é consistente com a existéncia de

dois ou mais genes controlando

fendtipos resistentes. Aparentemente, um
gene conhecido como Nrampl (do inglés:

Natural resistance associated macrophag
protein 1) tem papel fundamental
resisténcia genética a  brucelose.
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clonagem e sequenciamento do Nrampl
bovino foram realizadas por Feng et al.
(1996). A resisténcia natural de bovinos
nio  vacinados € uma caracteristica
hereditdria associada ao polimorfismo do
gene  Nrampl bovino (Adams &
Templeton,1995; Horin et al., 1999).
Atualmente nosso grupo tem estudado a
influéncia do genétipo em relagio a este
polimorfismo do Nrampl e a resisténcia i
brucelose em condi¢des de campo.

A principal fungio da imunidade humoral
na protegio contra infec¢io por B. abortus
parece ser a opsonizagio (Ko & Splitter,
2003). Uma vez que a prote¢iio contra
patdgenos intracelulares ¢ dependente
basicamente de resposta celular, a protegiio
contra infec¢io por B. abortus é mediada
por linfécitos T, especialmente do tipo

Thl, que sdo mediadores da resposta
celular. A produgio de INFy por essas
células leva a estimulagio da atividade
microbicida de macréfagos (Zhan et al.,

1993; Oliveira et al., 1998; Oliveira et al.,

| 2002). Além do Fator de Necrose Tumoral-
hereditiria e a freqiiéncia de gendtiposf @ (TNF-a),

resistentes pode ser bastante aumentada

que ¢ produzido por

macréfagos infectados e que ajuda no
controle da taxa de replicagio intracelular
df: Brucella sp. (Caron et al., 1994), outras
citocinas (IL-2, IL-10, IL-12) também sio
produzidas e controlam o crescimento
intracelular das bactérias (Wyckoff III,
el 2002).

vacas resistentes resultou em aumento
desta freqiiéncia para 58,6% (Adams & Estudos recentes indicam que a ativagiio de
linfécitos T CD8+ citotéxicos apresenta
especial importincia na imunidade contra
§ Brucella, devido a produgio de INFy por
estas células e eliminagdo de macréfagos
infectados
citotoxicos (Oliveira et al., 1998: Wyckoff
a [1I, 2002). Acredita-se que, embora as
Alcélulas T CD4+ desempenhem papel

através  de mecanismos

€ ¢ AGO 2005

importante na imunidade contra B. abortus,
essas células ndo sio essenciais na

protegio contra a infec¢do (Oliveira et al.,
1998).

A natureza do estimulo antigénico
associado 4 fatores do hospedeiro
determina o desenvolvimento de resposta
do tipo Th1 ou Th2. Considerando-se que a
resposta Thl é mediada por células e
protetora, enquanto a resposta do tipo Th2
¢ humoral e ineficaz, a identificagio dos
antigenos de B. abortus indutores de
resposta Thl € essencial para o completo
conhecimento da imunidade contra esse
microorganismo e para o desenvolvimento
de vacinas eficazes. Entretanto, até o
momento, somente um pequeno nimero de
antigenos foi identificado ressaltando a
necessidade de mais estudos nessa drea
(Oliveira et al., 2002).

3. ASPECTOS CLINICOS

O estabelecimento e desenvolvimento da
infecgio dependem da idade e do estado
reprodutivo do animal, resisténcia natural,
estado imunolégico, via de infecgio, dose
infectante e viruléncia da cepa infectante
(Nicoletti, 1980; Adams, 2002).

Em vacas gestantes nio-vacinadas ocorre
aborto apés o quinto més de gestagio e
geralmente nas gestagdes subseqiientes, o
bezerro nasce a termo, embora ainda possa
ocorrer aborto (Radostits et al., 2003).
Uma pequena porcentagem de novilhas
infectadas ao nascimento e
sorologicamente negativas pode abortar ou
ter bezerro infectado na primeira gestagiio,
sendo consideradas animais com infeccio
latente” e importantes na manutengio da
doenga no rebanho (Nicoletti, 1980).
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Um surto de brucelose em rebanho leiteiro
geralmente resulta em queda na produgdo
de leite, aumento na contagem de células
somaticas no leite e reducdo da fertilidade
por aumento no intervalo de partos devido
i ocorréncia de aborto ou de metrite pds-
parto (Gorham et al., 1986; Meador &
Deyoe, 1989).

B. abortus é uma causa comum de orquite
(Lambert et al., 1963; Trichard et al., 1982)
que pode estar associada a vesiculite e
epididimite (Rankin, 1965; McCaughey &
Purcell, 1973). A amostra vacinal BI19
também ¢é capaz de causar lesdo
semelhante no testiculo, embora com baixa
freqiiéncia (Santos et al., 1998). Os touros

podem apresentar febre, anorexia e
depressdo nas primeiras semanas de
infeccio (Campero et al., 1990), mas

freqlientemente esses sinais sdo
inaparentes. Na fase aguda da infecglo, a
vesicula seminal pode apresentar um
aumento de volume perceptivel ao toque
retal (Lambert et al., 1963; Campero et al.,
1990). Além disso, a bolsa escrotal pode
estar aumentada de volume, quente,
edematosa e dolorosa & palpagio, mas estes
sinais podem  desaparecer com a
cronicidade e evoluir para lesdes
irreversiveis. Portanto, os touros afetados
podem apresentar infertilidade tempordria
ou permanente dependendo da intensidade
das lesdes (Radostits et al., 2003).
Freqiientemente, as orquites sdo unilaterais
(Trichard et al., 1982), mas mesmo nesses
casos, o touro pode se tornar estéril devido
a degeneragdo do testiculo contralateral
(Lambert et al., 1963; Campero et al.,
1990).

Em regides onde a doenga é enzodtica, as
vacas com mais de cinco anos de idade
podem apresentar higromas nas

articulagdes e em outros locais associados
ao histérico de aborto, artrite e longo
intervalo de partos (Musa et al., 1990). B.
abortus pode ser fregiientemente isolada
dos tecidos de bovinos acometidos com
sinovite ndo supurada caracterizada pelo
aumento de volume doloroso das
articulagdes (Wyn-Jones et al, 1980;
Radostitis et al., 2003) e artrite nio
supurada progressiva e erosiva tem sido
observada em animais jovens provenientes
de rebanhos livres vacinados com a cepa
B19 (Bracewell & Corbel, 1980, Wyn-
Jones et al., 1980). Aparentemente ocorre
uma resposta imunoldgica cronica contra
os antigenos da amostra vacinal B19 que se
depositam na membrana sinovial das
articulagbes  causando  uma  artrite
imunomediada (Wyn-Jones et al., 1980).

amarelada e recobertos por exsudato
umarronzado de odor fétido. Os linfonodos
regionais podem estar aumentados de
volume. H4 considerdvel variagdo na
severidade das lesdes placentdrias que
levam a aborto ou nascimento de
prematuros nos casos mais Severos ou o0s
bezerros nascem a termo nos casos menos
severos (T. A. Paixio, F. P. Poester, R. L.
Santos e A. P. Lage, dados ndo
publicados). Lesdes macroscépicas ndo sio
detectdveis na glandula mamdria, mas os
linfonodos supramamdrios freqiientemente
cncontram-se  aumentados de  volume
(Meador et al., 1989b).

Os fetos abortados podem estar autolisados
por ocasido do aborto e geralmente, se
upresentam edematosos, contendo liquido
uvermelhado no tecido subcutineo e nas
cavidades corporais. Em alguns casos, os
Jorgdos abdominais, principalmente figado
¢ bago estio recobertos por fibrina,
caracterizada macroscopicamente como
material filamentoso amarelado (Enright et
al., 1984; Gorham et al. 1986; T. A.
Paixdo, F. P. Poester, R. L. Santos ¢ A. P.
l.age, dados ndo publicados). O conteido
destomacal pode estar turvo, amarelado ou
marronzado com flocos de fibrina
(Enright et al., 1984).

4. ALTERACOES ANATOMO-
PATOLOGICAS -

As descrigdes das lesdes macro e
microscdpicas se basearam parcialmente
em dados de infecgdes experimentais
realizadas recentemente por nosso grupo €
que ainda nio foram publicados (T. A.
Paixiio, F. P. Poester, R. L. Santos ¢ A. P.
Lage, dados ndo publicados).

4.1, Alteragies macroscopicas

pneumonia € a lesdo fetal mais
omumente descrita em casos de aborto
yor brucelose (Adams, 2002), mas nem
odos os fetos abortados t€m pneumonia
Lopez et al., 1984). Os pulmdes podem
star aparentemente normais ou quando
\lterados, apresentam dreas focais a difusas
le coloragio acinzentada e firme a
nlpagdo, septos interlobulares espessos e
rdematosos e pleura recoberta por fibrina
Enright et al., 1984). Fregiientemente o
inico achado € pleurite fibrinosa (Fig. 5),

No dtero gestante pode ser observada
quantidade varidvel de exsudato fétido,
amarelo-amarronzado, floculento ¢ com
debris necroticos (Fig. 3). As lesoes
macroscopicas da placenta sd0
caracteristicas, mas ndo patognomdnicas e
nem uniformes, sendo que alguns
placentomas estdo aparentemente normais
e enquanto outros estdo necréticos e/ou
hemorrdgicos (Fig. 4). Os cotilédones
afetados estio fridveis, de coloragio)
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sem alteragdes macroscépicas
significativas no parénquima pulmonar (T.
A. Paixio, F. P. Poester, R. L. Santos e A.
P. Lage, dados ndo publicados). Os
linfonodos, mais freqiientemente os iliacos
internos, bronquiais e pré-hepdticos podem
estar aumentados de volume, edematosos
com espessamento da regido cortical e
hiperplasia dos nddulos linféides (Enright
et al., 1984; Gorham et al., 1986). O timo
pode estar diminuido de tamanho, menos
firme que o normal e os septos conjuntivos
edematosos e com hemorragias petequiais.
As adrenais também podem estar
aumentadas de volume com a cortical de 2
a 3 vezes o tamanho esperado (Enright et
al., 1984). Porém em alguns casos
pericardite fibrinosa pode ser o inico
achado macroscépico no feto abortado (T.
A. Paixdo, F. P. Poester, R. L. Santos e A.
P. Lage, dados nio publicados).

Orquite necrética € caracteristica de
brucelose no touro, mas também pode
resultar de outras infec¢bes ou traumas
severos e isquemia. Freqilentemente a
orquite necrftica estd associada a
periorquites agudas que .se cronificam
levando a obliteragio completa do
suprimento sangiiineo e infarto testicular
(Adams, 2002). Ao corte, as dreas de
necrose, focais ou difusas, t8m coloragio
amarelada, sio fridveis e, as vezes,
calcificadas. A tdnica vaginal encontra-se
espessa, edematosa e com actimulo de
exsudato fibrinopurulento amarelado e
floculento (Trichard et al., 1982; Campero
et al.,, 1990). A vesicula seminal e o
epididimo  quando  afetados  estio
aumentados de volume, com areas focais
de necrose ou fibrose (Lambert et al.,
1963; Rankin, 1965; McCaughey &
Purcell, 1973).
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Figura 1. Vaca lambendo um feto abortado por outra
vaca devido infecgio por Brucella abortus. A via mais
comum de infecgao da brucelose bovina é a oral.

Figura 2. Macréfago bovino contendo Brucella
abortus entre duas e 24 horas apds inoculagdo
experimental. Cortesia do  Dr. Luis Ernesto
Samartino, INTA, Buenos Aires, Argentina. Barra =
Tpm.

Figura 3. Grande quantidade de exsudato no ttero d
vaca que sofreu aborto recente por Brucella abortus.

Figura 4. Placentite necrética por Brucella aborty

Extensas
corresponde ao tecido necrético.

dreas de material amarelado g
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Figura 5.‘ Pleurite fibrinosa em feto abortado devidi
infecgio por Brucella abortus.
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4.2. Alteracoes microscopicas

Nas vacas, os linfonodos apresentam
hiperplasia ~ dos  foliculos linfGides,
linfadenite multifocal caracterizada por
infiltrado de neutréfilos e dreas de
hemorragia e, com a cronificagio do
processo, desenvolvem-se focos de reagio
inflamatéria do tipo granulomatosa. Essas
alteragdes sdo mais freqlientes nos
linfonodos  mandibulares,  parotideos,
supramamarios e ilfacos internos. No bago,
ocorre hiperplasia linféide e infiltrado
multifocal de neutréfilos (Payne, 1959;
Meador et al., 1988; Meador et al., 1989b).

Apés o aborto, observa-se endometrite
difusa  caracterizada  por infiltrado
inflamatério  composto  por linfdcitos,
plasmdcitos e neutréfilos no intersticio do
endométrio e também no lume das
glindulas endometriais que se apresentam
distendidas. As vezes, o epitélio
endometrial estd erodido ou mesmo
ulcerado e recoberto por fibrina e debris
celulares. A superficie caruncular estd
necrética com intenso infiltrado
neutrofilico na lamina prépria. Exsudato
contendo neutréfilos, eritréeitos e bactérias
intra e extracelulares é observado no lume
uterino e nas vilosidades carunculares. Na
placenta  as  células  trofobldsticas
corioalantéideas estdo distendidas com
inimeros cocobacilos Gram negativos
associadas a edema, necrose, acimulo de
fibrina,  infiltrado  inflamatério  de
macréfagos e neutréfilos e, as vezes,
vasculite (Payne, 1959; Meador et al.,
1988; Meador et al., 1989b Meador e
Deyoe, 1989; Paixado; Poester; Santos;
Lage®. Apés quatro a seis semanas, 0 que

' Paixio, T. A.; Poester, F. P.; Santos, R. L; Lage, A.
P.. dados nao publicados)

se observa é um infiltrado
predominantemente de mononucleares com
poucos neutréfilos, multifocal a difuso,
moderado e predominantemente
periglandular e perivascular (Meador et al.,
1988).

A glindula mamdria geralmente apresenta
mastite intersticial multifocal ou difusa,
discreta, principalmente com infiltragio de
macréfagos e alguns lumes glandulares
repletos de polimorfonucleares. Com a
evolugio do processo, observa-se somente
um actimulo discreto de linf6citos e poucos
macréfagos no  parénquima  glandular
(Payne, 1959; Meador et al., 1988; Meador
et al., 1989a,b).

Pleuropneumonia  fetal e  placentite
necrética sdo as lesdes mais freqiientes
observadas na brucelose (Hong et al,
1991). Nos pulmoes observa-se
broncopneumonia ou pneumonia
intersticial com quantidade varidvel de
fibrina e predominio de infiltrado
inflamatério mononuclear com muitos
macrofagos e focos de -infiltragio de
neutréfilos.  Além  disso, os septos
interlobulares encontram-se edematosos e,
as vezes, observa-se arterite necrética
(Enright et al., Lopes et al, 1984; 1984;
Meador et al., 1988). Os linfonodos
apresentam  hiperplasia dos foliculos
linféides e acumulo de plasmdcitos,
macréfagos e focos de infiltragio de
neutréfilos e eosindfilos nos  seios
medulares. As vezes podem ser observadas
ireas focais com actimulo de células

gigantes e macréfagos  epitelidides
caracterizando uma linfadenite
granulomatosa. No bago  observa-se

hiperplasia linféide e no timo deplecio
linféide acompanhada de edema e
hemorragia focal (Enright et al., 1984).



Brucelose bovina

Infiltrado inflamatério  mononuclear
multifocal, focos de necrose e granulomas
com células gigantes podem  ser

observados no figado, bago e rim (Enright
et al., 1984; Meador et al., 1988 Hong et
al.,  1991). Meningite histiocitdria
multifocal ou difusa associada ou ndo a
presenca da bactéria e vasculite ja foi
descrita em alguns fetos abortados, embora
ndo seja uma alteragdo comum. O quadro
de meningite pode estar associado com
inflamagdo sistémica, pericardites,
peritonites e artrites fibrinopurulentas
(Hong et al., 1991).

No touro, histologicamente observa-se
periorquite  cronica  com exsudato
fibrinopurulento e, nos testiculos, observa-
se inflamacdio e necrose intratubular com
grande quantidade de debris celulares e
bactérias no lume dos tdbulos seminiferos.
Conforme as lesdes progridem para a
cronicidade, o infiltrado inflamatério
invade o intersticio progredindo para
necrose difusa ou formagao de granulomas
(Lambert et al., 1963; Adams, 2002).
Menos freqiientemente, observa-se
epididimite e vesiculite seminal necrética
ou granulomatosa (Lambert et al., 1963;
Rankin, 1965; McCaughey & Purcell,
1973; Campero et al., 1990).
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1. INTRODUCAO

A correta identificagio de animais
infectados é uma das bases de um
programa de controle ou de vigilincia
epidemiolégica da brucelose bovina. Para
se alcangar este objetivo sdo utilizados
virios testes diagnésticos que, em fungio
de suas caracteristicas de sensibilidade e
especificidade, de facilidade de realizagao,
de custo e de disponibilidade, sio
cmpregados de maneira distinta nas
diferentes situagoes epidemiolégicas que se
apresentam.

O diagnéstico da brucelose bovina pode ser
realizado por vérias metodologias, ou pela
combinag¢do delas, como:
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v O diagnéstico clinico, baseado em
abortos, nascimento de bezerros fracos
e esterilidade de machos e fémeas;

¥" o diagndstico epidemiol6gico, baseado
no histérico do rebanho;

¥" o diagnéstico direto, compreendendo o
isolamento e identificagio do agente
etioldgico, a reagdo em cadeia da
polimerase e as técnicas de
imunoistoquimica;

¥ o diagnéstico indireto, a sorologia,
com suas diversas técnicas para a
demonstragio de - anticorpos
especificos em fluidos organicos.

Os diagnésticos clinico e epidemiolégico
sio importantes, pois proporcionam a
suspeita inicial da presenga da doenca, a
qual necessita ser confirmada por outras
técnicas, soroldgicas ou, principalmente,
diretas, pois nio sdo suficientes para a
conclusio do diagnéstico. Em fungio disto,
o diagndstico laboratorial exerce um papel
de destaque no diagnéstico da brucelose
bovina. Os métodos diretos de diagnéstico,
como o isolamento e a identificagio da
bactéria, possuem a vantagem da sua alta
especificidade e por identificarem as
diferentes espécies e biovariedades do
agente. Entretanto, como hi a necessidade
de se manipular material altamente
contaminado e infeccioso, é imperiosa a
utilizagio de instalagbes e equipamentos de
prote¢do para se manter a biosseguranga
(nivel 3) adequada ao trabalho com
Brucella sp.

Em fungdo disto, métodos indiretos, por
serem mais rdpidos, mais baratos e menos
perigosos, tém sido utilizados com mais
freqiiéncia. Estes métodos utilizam
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técnicas que detectam anticorpos em
diferentes fluidos corporais.

Apesar  dos resultados dos. testes
sorolégicos serem apenas presuntivos e_da
possibilidade do aparecimento de. reagdes
cruzadas com outros MIcroorganismos, a
positividade nestes testes ¢ indicativa de
uma exposi¢ao a antigenos de Brucella sp.

2. COLETA DE MATERIAL

O primeiro passo para um diag:néstico
confidvel é a boa coleta de material. Por
melhor que sejam  as condigoes
laboratoriais ¢ a metodologia empregada,
erros na coleta de material sdo muito
dificeis de corrigir.

Uma boa pritica é enviar juntamente com
o material um histérico da propriedade, do
caso ou dos achados clinicos € de
necropsia. A identificagio da origf:m dcz
material e, principalmente, do animal é
essencial, portanto hé necessidade de
marcagio individual dos animais.

O melhor material a ser enviado para o
laboratério, quando a escolha forem os
métodos  diretos de  diagndstico, 530
secregdes e fragmentos de érgios do f’eto
abortado (pulmio, bago, figado, contetdo
abomasal e swab retal), placenta materna €
fetal e secregdes vaginais no pds-parto ou
pos-aborto. A quantidade de B. abom‘f
nestes materiais apds o parto ou aborto €
muito grande, 0 que facilita o isolamento
(ORGANIZACION..., 1986; Crawford et
al., 1990).

No caso da vaca, além do swab vaginal no
pés-parto ou pds-aborto, 0 material de
escolha em animais necropsiados ou de
matadouro é o sistema linfitico: linfonodos

parotideo, retrofaringeo, pré-escapular,
iliaco interno e supramamdrio e bago.
Além destes, cotilédones, ttero e glindula
mamiria sio também importantes. Nos
machos, além dos linfonodos, o bago,
testiculos, prostata, epididimo e vesiculas
seminais sio os 6rgdos de eleigdo.

O sangue e o leite ndo sdo 08 principais
materiais de escolha para o diagndstico da
brucelose bovina, pois a bacteremia é
curta, em torno de 24-48h, e a eliminagdo
pelo leite é intermitente (Alton ‘et ‘al.,
1988), o que contribui para diml'm.nr a
possibilidade de sucesso no diagnostico.

O material deve ser acondicionado em
recipientes resistentes € a prova de
vazamentos, que devem ser corretamente
identificados  (Manual 2004). Estes
recipientes devem ser colocados em sacos

pldsticos ou outro recipiente também a
corretamente

prova de vazamento,
enderegado. Este  conjunto dcvq se
acondicionado conforme a necessidade
sob refrigeragio se o transporte for rapido

ou congelado, se o tempo de transporte €

estocagem for longo.

No caso de envio de material par
histopatologia, © material deve  sel
identificado e acondicionado em frasco d
boca larga, a prova de vazamentos, €
formol tamponado a 10% e mantido
temperatura ambiente. Para um _melho
desempenho  da imunoistoquimica,

material deve ser entregue rapidamente
laboratério, pois o formol a 10% deve
trocado por dlcool 70% em torno de 18
ap6s o inicio da fixagdo (Uzal, 1993).

Deve-se salientar que a brucelose bovina
uma zoonose importante, cuja transmissa

também pode ocorrer por aerossol Of
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contato direto com material infectado,
sendo  vaqueiros e veterindrios os
principais grupos de risco na aquisigio da
doenga, pelo contato com material
altamente infectado (Acha, Szyfres, 1986;
Santos et al., 2005). Portanto, medidas de
seguranga devem ser tomadas na coleta e
manuseio de material proveniente de
aborto ou parto e durante a necropsia de
[etos ou animais suspeitos. A utilizagdo de
cquipamentos de protegao individual como
luvas descartiveis, Gculos de seguranga,
mdiscara (nivel de prote¢ao minimo P2 ou
N95) e avental de manga longa sdo
imprescindiveis (Manual, 2004). Apés a
manipulagio de material contaminado, os
utensilios e equipamentos de protegao
utilizados devem ser esterilizados ou
destruidos (Russel et al., 1984; Manual,
2004).

A coleta de sangue para a sorologia ndo

oferece os mesmos riscos apresentados

pela manipulag¢do de material contaminado,

pois a bacteremia na brucelose bovina é de
curta duragdio. Para a coleta, o ideal é a
utilizagio de tubos siliconizados, com
viicuo e sem anticoagulante. Apds a coleta
do sangue, os
tfemperatura ambiente, ao abrigo da luz
solar, por cerca de uma hora, para a
completa coagulagio. Entdo, o tubo pode
ser colocado sob refrigeragio (4°C), para
retragio do codgulo, ou o soro separado
decantado
frasco. Este frasco deve ser corretamente
identificado e mantido sob refrigeragio, se
o tempo de estocagem for curto, ou
congelado.

tubos devem

ficar a

imediatamente  para  outro

evitar o congelamento e

descongelamento da amostra, pois isso
pode levar a diminuigdo do titulo de
linticorpos.
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3. DIAGNOSTICO DIRETO
1.1. Isolamento e identificacao

O isolamento e identificagdo € considerado
uma técnica de referéncia para o
diagnéstico da brucelose, sendo muito
importante ndo s6 para o diagndstico como
para o conhecimento da epidemiologia da
doenga, em fungdo de possibilitar a
tipificagio das amostras isoladas. No
entanto, ¢ um processo demorado e
dependente de laboratérios especializados
e com seguranga Dbiolégica, pois
Brucella sp. sdo classificadas como
microorganismos de nivel 3 de
biosseguranga (Teixeira, Valle, 1996;
Nielsen, Ewalt, 2004). Por outro lado, os
tecidos mais apropriados para isolamento
como bago, linfonodos e glindula mamadria
nem sempre sdo possiveis de coletar,
principalmente no animal vivo. Sangue,
leite e secregOes vaginais (exceto no pos-
parto ou pés-aborto) apresentam a bactéria
apenas de forma intermitente.

Os meios de cultura mais adequados para
isolamentos  primdrios - devem  ser
preparados a base de meios sélidos (dgar
dextrose, dgar triptose e dgar tripticase
soja), os quais facilitam a identificagdo e o
isolamento de colbnias tipicas e ndo
favorecem a dissociagio. E oportuno
salientar que algumas amostras de
Brucella, especialmente em cultivo
primdrio, s6 se desenvolvem em meios
adicionados de 5% de soro e em atmosfera
entre 5 e 10% de CO; (Alton et al., 1988).

Quando se suspeita que o material possa
estar  contaminado  com  bactérias
secunddrias, ou quando se pesquisa a
bactéria no leite, recomenda-se adicionar
a0 meio bdsico um suplemento seletivo
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que suprime os contaminantes sem afetar o
crescimento de Brucella sp. Dentre os
inimeros suplementos seletivos
disponiveis, o que tem sido empregado
com mais éxito é o preconizado por Farrell
(1974) que emprega polimixina B,
bacitracina, actidione, 4cido nalidixico,
nistatina e vancomicina.

Apbés o isolamento de bactérias com
caracteristicas de Brucella sp., hd
necessidade de se identificar a espécie e a
biovariedade. Esta caracterizagio € feita
mediante um conjunto de  provas
bioquimicas (produgio de H,S, atividade
uredsica, etc), necessidade de COj,
crescimento em presenca de corantes
(tionina e fuccina bdsica), aglutinagdo com
soro mono-especifico (anti-A e anti-M,
anti-LPS liso e anti-LPS rugoso) e
fagotipagem (Alton et al., 1988).

A especificidade do isolamento e
identificagio é de 100%, pois possibilita a
identificagiio de espécie e biovariedade dos
isolados. Fatores como presenca de
inibidores (antibi6ticos, desinfetantes, etc);
nimero reduzido de microorganismos no

material; coleta, acondicionamento e
transporte  inadequados do  material;
presenga de microorganismos

contaminantes, erros laboratoriais; etc; que
resultam em cultivos negativos ou
favorecem o aparecimento de animais
falso-negativos, podem comprometer a
sensibilidade da técnica.

Por suas caracteristicas, o isolamento e
identificagio ndo é uma técnica que se
adapta facilmente ao diagnéstico de rotina
em larga escala da brucelose, sendo
empregado em programas de controle
principalmente para a confirmagao de
infecgdo, em rebanhos e no monitoramento
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epidemiolGgico das amostras presentes na
regido.

1.2. Imunoistoquimica

Técnica versitil que alia a praticidade da
utilizagio ~ de  material  preparado
rotineiramente para a histopatologia com a
especificidade das reagdes antigeno <
anticorpo e a detecgdo espacial de
antigenos no tecido. A imunoistoquimica
vem sendo empregada nos tltimos anos no;
diagnéstico de vdrias doengas infecciosas;
(Santos et al, 1998; Campero et al,
2002;).

A imunoistoquimica tem sido utilizada
para o diagndstico de brucelose em
material de fetos abortados e no estudo da
patogenia da brucelose (Meador et al
1989: Santos et al, 1998). Além das
caracteristicas ja citadas, i
imunoistoquimica possui a vantagem de
ndo necessitar que a bactéria esteja vidve
no tecido, além do diagnéstico poder ser
realizado retrospectivamente. Em fungio
de suas caracteristicas, a imunoistoquimica
pode ser um método auxiliar no
diagnéstico da brucelose.

1.3. Reagio em Cadeia  das
Polimerase (PCR)

A introdugio de técnicas de amplificagio
de d4cidos nucléicos, principalmente 2
reagio em cadeia da polimerase (PCR),
proporcionou uma  popularizagio di
biologia molecular. A PCR é um técnica
que possibilita a identificacio de um
microorganismo a partir do seu DNA
presente na amostra. A técnica utiliza um
par de iniciadores ("primers"), geralmentg
especificos para uma seqiiéncia génica da
microorganismo, ¢ uma enzima, a DNA

Cad. Téc. Vet. Zootec., n47, p.13-29, 2005

polimerase, geralmente a Tag DNA
polimerase, para a amplificagio do DNA
presente na amostra. Apdos virios ciclos de
amplificagio (em torno de 30 ciclos), o
material amplificado € separado por
cletroforese em um gel (agarose ou
poliacrilamida), corado por brometo de
etideo e analisado sob iluminagdo por luz
ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

Nos dltimos anos, muitos ensaios baseados
na técnica de PCR foram descritos para a
identificagio de Brucella sp. Alguns
utilizam como alvo seqiiéncias conservadas
do género Brucella, como o gene do RNA
ribossomico 16S (Herman & de Ridder,
1992) ou o gene que codifica a proteina
BCSP31 (Bailey et al., 1992; Costa et al.,
1996), possibilitando a identificagio
genérica dos isolados. Estes ensaios
demonstraram ser possivel detectar um
nimero bastante reduzido de bactérias na
amostra, revelando uma alta
especificidade, apresentando, entretanto,
resultados  falso-positivos somente em
amostras  de  Ochrobactrum  anthropi,
microorganimo do género mais relacionado
com

Brucella sp. (Velasco et al., 1998).

Outros ensaios empregando genes como
omp2A e omp2B (Leal-Klevezas et al.,
1995; Cloeckaert et al., 1995) ou
seqiiéncias de inser¢io como a IS7/1
(1S6501) (Bricker & Halling, 1994; Ewalt
&  Bricker, 2000) possibilitaram a
identificagiio de espécie e de biovariedade
das amostras, ou mesmo a diferenciagio
entre as amostras vacinais B19 e RB51 e
amostras de campo (Bricker & Halling,
1995; Ewalt & Bricker, 2000). Apesar de
sua  complexidade, estes ensaios se
mostraram muito sensiveis e especificos.
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idealizados
iniciadores

Também  foram el
utilizando direcionad
seqiiéncias repetitivas (Mercier @
1996; Tcherneva et al., 1996), pre
aleatoriamente no genoma de Brucel
ou iniciadores aleatérios (Fekete ¢
1992; Tcherneva et al., 2000).

ensaios produzem perfis caracteristic
cada amostra e sio utilizados para o ¢
da epidemiologia da brucelose bovina

Além de seu emprego para a identifi
das amostras isoladas, os virios ensa
PCR também foram testados pi
amplificagio a partir de material ¢
como material de aborto, sangue, sec|
nasais e sémen (Bricker, 2002)
bastante sucesso, apesar de 1
problemas no preparo e extragio de
para utilizagio no ensaio.

Por serem testes extremamente sensi
especificos, podendo detectar vm n
muito pequeno de bactérias, os ensa
PCR podem auxiliar na identificag
Brucella sp. nos mais diversos ma
desde material de aborto até alin
como leite e queijo. Entretanto, a
necessita de laboratérios e &
especializados para sua execugic
fun¢iio de equipamentos que utiliza ¢
evitar contaminagdes cruzadas.

4. DIAGNOSTICO SOROLOGIC!

Os métodos sorolGgicos sdo o0s m
mais antigos empregados no diagndst
infecc@o por Brucella sp., existindo
como a aglutinagdo lenta em tubo
foram utilizados logo apés a identif
de Brucella melitensis como respo
pela febre de Malta no homem no fi
século XIX (Nielsen, 2002).

Na rotina de diagndstico da bru
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animal, em fungdo da sua simplicidade de
execu¢dio e interpretagdo, O0s métodos
sorolégicos sdo os mais freqiientemente
utilizados. Nestes testes utilizam-se
antigenos  preparados  com células
bacterianas mortas, coradas ou ndo, ou
fragdes de Brucella sp. que, quando
colocados frente a diferentes fluidos
orginicos, detectam anticorpos especificos
(Alton et al., 1988; Nielsen, 2002). Estes
anticorpos ~ sio  mais  comumente
pesquisados no soro, plasma sangiiineo e
leite @ com menos freqiiéncia no plasma
seminal e muco vaginal (Alton et al.,
1988).

Os testes sorolégicos empregados no
diagnéstico da brucelose bovina podem ser
classificados em testes de triagem, testes
de vigilincia sanitdria ou monitoramento ¢
testes confirmatorios.

A maioria dos testes empregados no
diagndstico da brucelose foi desenvolvida
em fungdo da dindmica de formagdo dos
anticorpos posteriores a um estimulo
antigénico. A resposta de anticorpos apés
uma infecgio por B. abortus patogénica
caracteriza-se pelo aparecimento de quatro
isotipos de imunoglobulinas: IgM, 1gG;,
1gG,, IgA (Nielsen et al., 1984). Estas
imunoglobulinas sdo dirigidas em sua
grande maioria contra 0 lipopolisacéride
(LPS) de Brucella sp., principalmente
contra cadeia O do LPS. A resposta de IgM
aparece poucos dias apés a exposigao,
aumenta rapidamente, atingindo um valor
méximo entre 1-2 semanas e depois
declina, permanecendo, porém em niveis
detectiveis. O isotipo IgG, segue um
padrio semelhante, sem, no entanto
apresentar declinio com o passar do tempo,
sendo esta a classe de anticorpos mais
importante do ponto de vista diagnéstico.
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Os isotipos I1gG; e IgA-aparecem ao redor
de duas semanas pds-infecgdo, aumentam
gradualmente, mas permanecem em niveis
baixos. Ao contririo, bezerras vacinadas
a0s oito meses de idade com a amostra
B19, embora apresentem uma resposta de
anticorpos muito similar & dos animais
infectados, com o passar do tempo, OS
quatro isotipos tendem a desaparecer da
circulagdio e ao redor de 24 meses de idade
praticamente todos 0s animais apresentam-
se sorologicamente negativos, embora,
imunizados, pois a imunidade protetora é
principalmente celular (Nielsen et al.,
1984: MacMillan, 1990, Wyckoff, 2002).

Em fungiio da sua estrutura pentamérica €
de sua decavaléncia, as imunoglobulinas da
classe M (IgM) sdo aglutininas com grande
capacidade aglutinante nas provas de soro-
aglutinag@o. Sio 08 anticorpos
predominantes na resposta humoral de
curta duragio contra a maioria dos.
antigenos bacterianos e por isso sdo

principal fonte de anticorpos responsdvei
por reagoes cruzadas e indesejiveis,
inclusive aquelas produzidas por reagdh
contra outras bactérias (Nielsen, 1998). E
fungio disto, a maioria das modificagoes
introduzidas nos testes diagndsticos d
brucelose visam reduzir a atividade desse
anticorpos.

1.4. Testes com Antigeno
Acidificado

As provas de triagem caracterizam-se po
apresentarem alta sensibilidade, o qu
significa uma percentagem desprezivel d
animais falso-negativos, serem simples d
realizar, econdmicas e praticas. Nest
grupo  destacam-se as  provas
empregam antigenos acidificado
tamponados: Card Test (Nicoletti, 1967

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.13-29, 2005

rosa de bengala ou teste do antigeno
acidificado tamponado (AAT) (Morgan et
al, 1969) ou ainda o teste de aglutinagio
em placa com antigeno acidificado
tamponado (BPAT - buffered plate
avelutination test) (Angus e Barton,1984).
Antigenos preparados com células inteiras
de B. abortus lisa, em tampio icido (pH
1.65). tém sido muito tteis em programas
de controle e erradicagdo da brucelose. O
baixo pH destes antigenos reduz a
atividade aglutinante das IgM, propiciando
aumento da aglutinagio pelas IgGy, que
sio  as  principais  imunoglobulinas
relacionadas com a infecgio em bovinos
(Olascoaga, 1976). Por outro lado, a
especificidade desses testes ndo € alta. No
caso do teste do antigeno acidificado
tamponado (AAT), a presenga de qualquer
aglutinagio resulta em um teste positivo
(Brasil, 2004). Logo, soros com resultados
positivos neste teste devem ser submetidos
a provas confirmatérias. A Fig. 1 mostra
resultado do AAT em soros reagentes
positivo e negativo. A grande vantagem
das provas de triagem ¢, no entanto, a
eliminagio da necessidade de se testar os
animais que resultarem negativos no teste,
cconomizando-se  tempo €  recursos
(Nielsen, 1998).

1.5. Teste do Anel em Leite (TAL)

Outro teste de utilidade empregado € o
teste do anel em leite (TAL), usado seja
para a identificagio de focos, seja para o
monitoramento de rebanhos ou zonas livres
da enfermidade. Neste teste, um antigeno
¢laborado com células inteiras, corado com
hematoxilina, em pH 4 é colocado frente a
uma mistura de leite de vdrias vacas. Se a
amostra  contiver  anticorpos  contra
Brucella sp., estes anticorpos irdo aglutinar
as bactérias presentes no antigeno, ao
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mesmo tempo em que irdo aderir aos
glébulos de gordura do leite via porgiio Fc
da molécula (Olascoaga, 1976). Apds
incubagdo a 37°C por 1h, este complexo é
entio carregado para a superficie da
amostra, resultando num anel corado que
indica a positividade da amostra. Caso
contririo, o0  antigeno  permanece
uniformemente disperso no leite e o anel
de gordura aparece de cor branca,
indicando a negatividade da amostra
(MacMillan, 1990; Brasil, 2004) (Fig. 2).
O resultado positivo ao TAL do leite de
um rebanho indica a possibilidade daquele
rebanho possuir animais infectados. Logo
os animais deste rebanho devem ser
testados individualmente por sorologia
para se confirmar a presenga de animais
infectados.

1.6. Teste ~de  Reducio pelo
2-Mercaptoetanol 2ME)
A introdugdo das chamadas provas

complementares ou confirmatdrias surgiu
da necessidade de se aumentar a
especificidade das provas soroldgicas. A
presenca de anticorpos ndo especificos em
soros de animais ndo infectados por B.
abortus foi observada por Hess e Roepke
(1951) que concluiram por estes anticorpos
pertencerem i classe IgM. Estes anticorpos
sio produzidos pelo contato dos animais
com bactérias que possuem a cadeia O do
lipopolissacdride (LPS) semelhante ao de
B. abortus, como Salmonella urbana,
Escherichia  coli  (0:116, 0:157),
Pseudomonas maltophilia e Yersinia
enterocolitica 0:9 (MacMillan, 1990;
Nielsen et al., 2004). A partir destas
observagdes, diversas provas foram
introduzidas com o objetivo de eliminar
estes anticorpos. Com  base no
conhecimento das propriedades das IgM,
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que sdo anticorpos termoldbeis, reduzidos
por radicais tiol ou precipitados por
substincias como o rivanol ou agentes
quelantes como o EDTA (4cido tetracético
etilenodiamina), é que foram sugeridas
provas como a da inativagao do soro por
calor a 56°C (Amerault et al, 1962), do
rivanol (Nicoletti, 1969), da redugdo pelo 2
- mercaptoetanol (2ME) (Anderson et al.,
1964) e da aglutinagio com EDTA
(Nielsen et al., 1979).

No Brasil, o Programa Nacional de
Controle e FErradicagio da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) adotou o 2ME
como o teste confirmatério oficial, a ser
realizado por laboratérios credenciados ou
oficiais (Brasil, 2004). Na realizagdo desta
prova sio utilizadas duas séries de tubos
com diluigdes seriadas dos soros: uma com
adigio de 2 - mercaptoetanol e outra sem
adigio de 2 - mercaptoetanol, que
corresponde a prova lenta em tubos, € a
interpretagdo é feita por comparagio entre
ambas.

Se, por exemplo, um soro, revelar titulo
alto na prova lenta e resultado negativo no
2ME, significard a presenca de anticorpos
inespecificos. Se, no entanto, 0 titulo
permanecer 0 mesmo em ambas as provas,
ou apresentar um leve decréscimo no 2ME,
significard um predominio de IgG, ou seja,
presenga de infecgdo ativa (Manual, 2004).
Este teste é de utilidade para detectar
animais cronicamente infectados, cujos
resultados na prova de aglutinagdo podem
revelar titulos baixos.

Soros com titulos inferiores a 25Ul no —
2ME, indicando auséncia ou baixa
quantidade de IgG especifica, sio
negativos ou inconclusivos no 2ME,
dependendo do seu "status” vacinal. Se os
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[975). Em casos de infec¢do cronica,
quando hi predominio de IgG, esta prova
npresenta resultados positivos, enquanto a
soroaglutinagio pode apresentar titulos
baixos ou mesmo auséncia de aglutinagao
(MacMillan, 1990). Animais vacinados
com B19 entre trés a oito meses, tornam-se
negativos a fixagdo do complemento seis
meses apds a vacinagio, ou seja, bem antes
da soroaglutinagiio (Morgan, 1967).

soros s3o origindrios de animais com idade
igual ou superior a 24 meses ou que foram
vacinados com B19 na idade de trés a oito
meses, 0s soros que apresentarem titulos
abaixo de 100UI na série de tubos da prova
lenta sio negativos e aqueles que
apresentarem titulos iguais ou superiores a
100UI sio considerados inconclusivos. No
caso de animais que ndo foram vacinados
ou machos e que tenham idade igual ou
superior a oito meses sdo considerados
negativos aqueles que tenham titulo na
série de tubos da prova lenta inferior a

lista prova apresenta a desvantagem de ser
bastante laboriosa e poucos laboratérios a
mantém como rotina, sendo reservada para

50UL.  Aqueles que possuem titulos § 50 em situagGes especiais.
superiores a S0UI sdo considerados
inconclusivos.  Esses  animais  sio No Brasil estd aprovada como teste

confirmatério de diagndstico para ser
executada por laboratdrios oficiais (Brasil,
2004). A Organizagdo Mundial de Saide
Animal (OIE) coloca a FC entre as provas
I serem empregadas para o diagnéstico de
brucelose em animais destinados ao

considerados inconclusivos por estes SOros
possuirem titulos de IgM que podem
indicar animais no inicio de infecgdo,
devendo ser, portanto, testados novamente.
Os animais que apresentam titulos iguais
ou superiores a 25UI na série de tubos com

2 - mercaptoetanol, isto €, apresentarem Irinsito  internacional (Nielsen, Ewalt,
titulos de IgG  especificos, sdo 2004).
considerados positivos (Brasil, 2004).

1.8. Ensaios Imunoenzimdticos

A Fig. 3 representa o teste do 2ME em (ELISA)
soro de um animal infectado por B.
abortus. 0 avango nos programas de erradicagiio da
brucelose em alguns paises, o qual levou
reducdo da prevaléncia da infecgdo a niveis
muito baixos, gerou a necessidade de se
dispor de técnicas soroldgicas altamente
especificas, de ficil execugio e capazes de
diminuir a taxa de falso-positivos em

lun¢iio, principalmente, da vacinagdo com

1.7. Teste de Fixacio do
Complemento (FC)

Outra prova considerada complementar o
confirmatéria é a prova de fixagdo do
complemento (Olascoaga, 1976) (Fig. 4).

Usada desde longa data para o diagndsticojd amostra B19. Estas provas, mais
de diversas enfermidades, foi somente a vonhecidas como ensaios de ligagio
partir dos anos 60 que esta prova passou & primdria  (primary  binding  assays),

upareceram na década de 1980, na forma
le ensaios imunoenzimiticos, e se
‘iracterizam pela ligagdio dos anticorpos
liretamente ao antigeno, sem a necessidade

ser usada como rotina no diagnéstico d
brucelose  (Hill, 1963). Tem sido
demonstrado que  existe uma bo
correlagio entre os resultados desta prova
com a presen¢a da infecgdo (Alton et al
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de uma fungdo secunddria como ocorre,
por exemplo, na aglutinagio. Este
imunocomplexo € entio detectado por uma
segunda reagdo, a qual envolve a
conversio de um substrato incolor a
colorico pela atividade de uma enzima
ligada ao anticorpo secunddrio (Nielsen et
al, 1989).

Virios formatos de provas
imunoenzimdticas foram descritos na
literatura, os quais vdo desde provas de
ELISA indiretas (com diferentes antigenos
e conjugados) (Nielsen e Gall, 1994) a
ELISA competitivas (Nielsen et al. 1989;
MacMillan et al., 1990) (Fig. 5).

{Xs principais vantagens do uso de provas
imunoenzimdticas sio: a facilidade com
que se podem ajustar os valores de
sensibilidade e especificidade; a sua
automacdo (parcial ou total), permitindo a
realizag@o de um nimero grande de testes;
a interpretagio objetiva dos resultados e a
padronizagiio dos testes. Estas provas tém
como desvantagem apresentarem um custo
relativamente alto no momento da sua
implantagio no laboratério  (Nielsen,
1998). '

1.8.1. ELISA Indireto (iELISA)

O iELISA emprega em sua fase sélida
como antigeno o lipopolissacdride (LPS)
purificado de amostras lisas de B. abortus.
Os anticorpos contra B. abortus presentes
no soro em teste se aderem ao antigeno e
apds lavagens da placa serio detectados
por um conjugado anti-IgG bovina. Apés a
adicdo ce um substrato incolor haverd
desenvolvimento de cor em fungio da
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Figura | — Teste do Antigeno Acidificado Tamponado — Soro
reagente positivo (A) apresentando grumos e soro reagente
negativo (B) sem grumos.

Figura 2 — Teste do Anel em Leite. Nos tubos 2 ¢ 3 sdo vistos
leites reagentes a0 TAL. Tubo 1 controle positivo. Tubo 4
controle negativo. A

1:100 1:200

Figura 3 — Teste de redugdo pelo 2-mercaptoetanol — Soro
apresentando titulo de 25 Ul na série de tubos com 2-
mercaptoetanol. Na diluigio de 1:25 a coluna de liquido se
encontra limpida com presenca de flocos da aglutinagdo
no fundo do tubo. Nas demais diluigdes o antigeno
permanece em suspensdo e ndo hd aglutinagdo.
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(Juebra do substrato pela enzima conjugada
a0 anticorpo anti-IgG  bovina. Portanto,
(uanto  maior a intensidade da cor
desenvolvida, maior a quantidade de
anticorpos contra  Brucella sp. no soro
testado.

1 2. 3 4 5 6 7 8 9
anel
T TR R R
g ees
aeed
B
. T

Figura 4 - Teste de Fixagio de Complemento. Soros le 4-
Soros negativos; Soros 2, 3, 5, 6 ¢ 7 — Soros positivos com
titulos diferentes; Soro 8 — Controle positivo. Soro 9 —
Controle negativo.

Além de ser realizado com soro bovino, o
teste também tem sido utilizado para a
iletecgiio de anticorpos anti-Brucella em
leite bovino e soros de caprinos ovinos e
suinos (Nielsen, 2002; Olsen, 2004).

1.8.2. ELISA
(cELISA)

Competitivo

0 cELISA também utiliza em sua fase
wlida o lipopolissacéride (LPS) purificado
de amostras lisas de B. abortus como
antigeno. O soro a ser testado € adicionado
I placa juntamente com um anticorpo
monoclonal especifico para a cadeia O ou
1.PS de B. abortus (Nielsen et al., 1995;
MacMillan, Stack, 2000; Nielsen, 2002;
Nielsen, Ewalt, 2004). Este monoclonal
compete pelo LPS adsorvido na fase sélida
com os anticorpos presentes no soro. Como
o anticorpo monoclonal é conjugado a uma
enzima, apds a adi¢do do substrato incolor,
haverd desenvolvimento de cor pela quebra
do substrato, indicando negatividade da
L jcagio. Neste caso, quanto maior a
intensidade de cor, maior a quantidade de
unticorpos monoclonais aderidos a placa e,
conseqiientemente, menor a quantidade de
unticorpos anti-Brucella sp. presentes no
soro testado.

Figura 5 — Representagio esquemdtica de ELISA indirel
(iELISA) (A) e ELISA competitivo (¢cELISA) (B). Na primei
fase dos testes, o antigeno, cadeia O ou LPS de B. abortus
adsorvido na fase sélida (). No iELISA, é adicionado na fa
subsegiiente o soro teste, que pode conter IgG anticadeia O @
LPS de B. abortus (Y). Em seguida é adicionado anticorp
monoclonal anti-IgG bovina marcado com peroxidase (Y). B
¢ELISA o soro teste e anticorpo monoclonal anticadeia O @
LPS de B. abertus sio colocados no “pocinho” na mesma faf
do teste. Na tltima fase de ambos os ensaios, o substral
incolor ¢ adicionado. Quanto maior a quantidade de conjuga
nos “pocinhos” maior serd a quebra do substrato e conseqiie
desenvolvimento de cor. Entre todas as fases sdo realizads
lavagens para a remogdo dos reagentes nao aderidos.

A Organizagio Mundial de Saide Animal
(OIE) preconiza este ensaio como teste
recomendado para o diagnéstico de
brucelose em animais destinados ao
triinsito  internacional (Nielsen, Ewalt,
2004). Tem sido usado também no
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et al., 1999).

1.9. Ensaio de
Fluorescente (FPA)

Polarizacgio

Recentemente, uma prova baseada em
ensaios de polarizagiio, chamada ensaio de
polarizacio  fluorescente  (FPA), foi
validada para uso inicialmente em soros
bovinos e com a finalidade-de ser usada a
campo (Nielsen et al., 2001).

Esta prova baseia-se no fato de moléculas
em suspensdo apresentarem um taxa de
rotagdo inversamente proporcional ao seu
tamanho. Este ensaio utiliza moléculas
marcadas com um fluorétopo que sdo
analisadas sob luz polarizada. O tempo de
rotagdo destas moléculas pode ser medido,
nos planos vertical e horizontal, por um
analisador de polarizagio fluorescente.

Para o diagnéstico de brucelose, emprega-
se um antigeno constituido pela cadeia O
do LPS de B. abortus com tamanho
aproximado de 22 KDa, marcado com
isotiocianato de fluoresceina. Antes de se
adicionar o antigeno ao soro, faz-se uma
leitura apenas com o soro diluido para se
obter o "ruido de fundo" da amostra. Logo
apds, o antigeno € adicionado ao soro
diluido e incubado por dois minutos. A
seguir o analisador faz a leitura do
resultado, subtraindo a leitura final da
inicial, sendo o resultado apresentado em
unidades de milipolarizagio (Nielsen et al.,
1996; Nielsen et al., 2000). Quando ha
formagio do complexo antigeno-anticorpo,
este apresentard um tamanho maior que o
do antigeno isolado, logo sua velocidade
de rotagio seri mais lenta, o que serd
medido e registrado pelo analisador. Um
ponto de corte foi estabelecido em
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unidades de milipolarizagao, indicando que
os soros com resultados acima deste valor
sio considerados positivos € aqueles com
resultados  inferiores sido considerados

negativos.

Esta prova pode ser realizada a campo,
desde que acoplada a um computador
portitil, podendo ser usada com soro, leite
ou mesmo sangue  total (com
anticoagulante EDTA), tendo sido validada
também para uso em diversas espécies
incluindo bovinos, suinos, bisdes e
cervideos (Nielsen e Gall, 2001), bem
como na espécie humana (Lucero et al.,
2003). As vantagens desta prova sio a
rapidez na obtengdo dos resultados, a
facilidade de realizagio a campo ¢ a
capacidade de reagir apenas com S0ros de
animais infectados. As desvantagens
decorrem da atual auséncia de registro
comercial dos reagentes (antigeno) € do
investimento inicial para aquisi¢do do
analisador. Este teste também se mostrou
Gtil no diagnéstico da brucelose humana.

Em trabalhos recentes de avaliagdo e
validagio de testes para diagndstico de_
brucelose, o FPA tem mostrado  ser,
juntamente com 0 ¢ELISA, um dos testes
com melhor desempenho (soma dos
valores de sensibilidade e especificidade)
(Samartino et al., 1999: Nielsen, 2002;
McGiven et al., 2004).

5. UTILIZACAO DE  TESTES
DIAGNOSTICOS EM  PRO-
GRAMAS DE CONTROLE DE
BRUCELOSE BOVINA

Os testes sorolégicos tém aplicagoes

distintas em um programa de controle €
erradicagio de brucelose em fungio de
suas caracteristicas de sensibilidade,

especificidade, valor preditivo positivo €
negativo e da prevaléncia da doenga na
populagao a ser testada.

A sensibilidade e a especificidade sa0
caracteristicas  intrinsecas  dos  testes
diagnésticos e ndo sd0 influenciadas pela
prevaléncia da doenga na populagio.
sensibilidade de um teste diagnéstico €
probabilidade de um animal infectado ser
classificado como positivo no teste ¢ 3
especificidade € a probabilidade de u
animal ndo infectado ser classificado com
negativo no teste (Kramer, 1988; Henken
et al., 1997, Tarabla, 2000).

O valor preditivo positivo ¢ a proporgio de
animais positivos no teste que estio
infectados e o valor preditivo negativo € 8
propor¢io de animais negativos no teste
que ndo estdo infectados (Kramer, 1988;
Henken et al., 1997, Tarabla, 2000). Estas
caracteristicas dos testes diagnésticos sig
muito  importantes para O médica
veterindrio que recebe 0O resultado de u
teste diagndstico, pois mostra a utilidade
deste teste para a elucidagdo do quadro e
questdo. Estas caracteristicas dos testes
diagndsticos sao especialmente
influenciadas pela prevaléncia -da doeng?
(Kramer, 1988; Henken et al, 199
Tarabla, 2000, Manual, 2004). Portantoy,
em situagdes de alta prevaléncia, o valol
preditivo positivo se apresenta alto ¢ ¢
valor preditivo negativo se apresenta baixa
Ao contrdrio, em situagdes de bai
prevaléncia o valor preditivo positivo de
um teste diagnéstico € baixo € 0 valo
preditivo negativo ¢é alto. Além disto, em
situagoes de baixa prevaléncia da doenca @
valor preditivo positivo é altamenté
influenciado pela especificidade dos testes
diagnésticos (Kramer, 1988; Henken et al.
1997, Tarabla, 2000, Manual, 2004).
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Comg os programas de controle e
errac!u:agao visam diminuir
consideravelmente a  prevaléncia até

atingir-se uma situagio de auséncia de
doenga, ou seja, prevaléncia zero, o
desempenho dos testes diagndsticos tende
a cFiferir durante a evolugdo dos programas,
c)'ugindﬂ sensibilidade e especificidade de
diagnéstico muito proximas de 100% nas
ffxses finais de erradicagio ou em zonas
livres de doenga. Em fung¢do da dificuldade
de se obter um teste diagndstico com estas
caracteristicas, os programas sanitdrios
empregam como estratégia a utilizagao de
testes em série (Henken et al, 1997

Tarabla, 2000, Manual, 2004). ,

Os testes de triagem sdo, em geral, testes
de alta sensibilidade. Isto possibilita a
deFecgz'no do maior ndimero possivel de
animais infectados. Entretanto, estes testes
pod_em apresentar  resultados  falso-
positivos em fungiio de sua especificidade
ndo ser muito alta. Da mesma forma, os
testes utilizados no monitoramento ou
vigildncia sanitdria também sio escolhidos
baseado em sua alta sensibilidade, portanto
também podem apresentar taxas elevadas
de resultados falso-positivos em fungiio da
populagdo que estd sendo testada. Por

causa da presenga destes resultados falso-
positivos,
testados
conﬁr.matérius, as quais devem ter alta
especificidade.

estes materiais
novamente

devem
em

ser
provas

Geralmente os programas de controle de
brucelose baseados
.\'Z}CI’IfIClU dos animais infectados, tendo em
vista o alto custo dos resultados falso-

em diagnéstico e

postivos, seja para o produtor, seja para o
programa, utilizam uma estratégia de testes
em série. Para tanto, empregam um teste de
triagem (AAT) com a confirmagao dos
animais reagentes neste primeiro teste em
um teste complementar de alta
especificidade (2ME ou FC). Este tipo de
cstre}tégia é a empregada pelo Programa
Nacional de Controle e Erradicagio de
Brucc-iose e Tuberculose (PNCEBT)
(Brasil, 2004; Manual, 2004). A utilizagdo
dos testes em série visa aumentar a
especificidade geral do diagnéstico que

deste modo, € superior a especificidade dt;
cada um deles isoladamente (Henken et al

1997, Tarabla, 2000; Manual, 2004).

Atualmente no Brasil estdo aprovados para
o diagndstico da brucelose bovina como
teste de triagem o teste do antigeno
acidificado tamponado (AAT) e de
monitoramento ou vigildncia sanitiria o
teste do anel em leite (TAL). Como testes
confirmatdrios, os testes de redugio pelo 2-
mercaptoenol (2ME) e de fixagio de
complemento (FC) (Brasil, 2004).

Outros testes como o ELISA Indi
(iEEISA), o ELISA Competitivo (cEI_c,lIlgi(;
e o teste de polarizagio fluorescente
(FPA), por terem se mostrado muito
sensiveis e especificos sio recomendados
pelg Organizagio Mundial de Saide
Anm_wI (OIE) e podem vir a ser
considerados para o diagndstico de
bruc.elose no pafs. A Tabela 1 resume a
sensibilidade e a especificidade dos testes
aprpvados pelo PNCEBT (Brasil, 2004)
assim como dos ELISA e do teste de:
polarizacio fluorescente.
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TABELA 1 — Sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos para diagnéstico de brucelost

bovina
Teste Sensibilidade’® Especificidade® Referéncia

AAT® 21,0-983 68,8 - 100 Van Aert et al. (1984); Lord et al. (1989)

-5 By 66,0 - 98,7 57,5-97,0 Huber, Nicoletti (1986); Rolfe, Sykes (1987) .

2ME* 56,2 - 100 99,8 — 100 Stemshorn et al. (1985); Lord et al. (1989); Saravi et al. (1995)
Van Aert et al. (1984); Huber & Nicoletti (1986); Saravi et al.

FC® B8-901 30,6100 (1995); McGiven et al. (2003) |
Dohoo et al. (1986); Rojas & Alonso (1994); McGiven et al.

{ELISA” 92,5100 90,6 - 100 e g (19863; Roj

¢ELISA® 95,2 - 100 99,7 - 99 8 Nielsen & Gall (2001); McGiven et al. (2003)

FPA® 96,6 - 99,3 96,9 - 100 Dajer et al. (1999); Nielsen & Gall (2001); McGiven et al. (2003)

6 - FC - Teste de Fixagio de Complementos
7 - iELISA - ELISA Indireto

8 - cELISA - ELISA Competitivo

9 - FPA - Ensaio de Polariza¢io Fluorescente

- Modificado de Nielsen (2002)

- Intervalo entre o pior e o melhor resultado encontrado
- AAT - Teste do Antigeno Acidificado Tamponado

- TAL - Teste do Anel em Leite

- 2ME - Teste do 2 - mercaptoetanol

[
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1. INTRODUCAO

Em fungdo de sua importincia como
zoonose, das perdas econdmicas causadas
pela infecgiio, da ampliagio de mercados e
de sua prevengio proporcionar produtos de
melhor qualidade sanitdria, a brucelose tem
sido identificada como uma das doengas
cujo controle deverd provocar um grande
impacto nos setores produtores de carne e
de leite no pais.

O controle, e principalmente a erradicagio
da brucelose, tem demonstrado ser uma
tarefa drdua na maioria dos paises que
enfrentaram 0 problema. 0O
estabelecimento do controle da doenga em
diversos niveis populacionais — rebanho,
propriedade, regido, estado e pais -
necessitam do esfor¢go conjunto de vdrios
setores responsdveis pela produgio de
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da FAMV da

bovinos e sé serd alcancado com a
compreensio e esforgo de todos eles.

O controle da brucelose bovina depende
fundamentalmente de dois  fatores
principais no manejo dos rebanhos
acometidos: a prevengido da exposi¢io de
animais susceptiveis & Brucella abortus e o
aumento da resisténcia da populagio
bovina & infecgao.

A diminuigiio da transmissdo aos animai§
susceptiveis pode ser alcangada pela
adogiio de vdrias medidas de manejo, comg
a restrigio das dreas de pariglo,
separagdo dos animais infectados e seu
posterior descarte, associadas a medidas de
higiene ¢ desinfecgio.

O aumento da populagio resistente
infec¢do por B. abortus, com conseqiiente
diminuigdo do nimero de
susceptiveis na populagdo, tem
alcangado com éxito pelo emprego de
programas de vacinagdo sistemdtica dosi
animais jovens com vacinas vivas.

A sistematizagio  dessas  medidas
sanitdrias, seja em um rebanho ou em uma
regido, estado ou pais, é de grands
importincia para o sucesso no controle dé
brucelose e deve ser realizada por pessoal
capacitado, baseado no amplg
conhecimento da biologia do agente, dai
caracteristicas da doenga nos bovinos, do
métodos de diagndstico e, principalmente
das medidas sanitirias empregadas ng
controle e erradicagio da brucelose.
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CARACTERISTICAS DA BRUCE-
LOSE BOVINA IMPORTANTES
PARA A IMPLANTACAO DE UM
PROGRAMA DE CONTROLE

O delineamento de estratégias para o
controle de doengas infecciosas deve ser
baseado no conhecimento do agente, da
patogenia, da epidemiologia, dos métodos
de diagnéstico e da disponibilidade de
{ratamento e vacinas contra a doenga.

Algumas caracteristicas da brucelose
hovina devem ser evidenciadas quando se
implementa um programa de controle e
crradicac@o da doenga (MacDiarmid, 1994;
Sawyer, 1996; Ragan, 2002).

A principal fonte de transmissdo entre os
bovinos € a ingestio ou contato com
material resultante de aborto ou parto de
animais infectados, como feto, placenta e
secrecbes, que contém  quantidades
clevadas do agente (ORGANIZACION...,
1986). A caracteristica gregdria dos
bovinos, associada & limpeza do feto ou
recém-nascido e a ingestdo da placenta por
animais que estdo em contato com o0s

_animais que pariram ou abortaram facilita a

disseminagio da doenga no rebanho (Acha
¢ Szyfres. 1986; Crawford et al., 1990).

A maioria dos animais infectados ¢é
assintomdtica e ndo apresenta sorologia
positiva até préximo ao aparecimento dos
sinais clinicos. O principal sinal clinico da
brucelose bovina, o aborto no tergo final da
pestacdo, geralmente sé ocorre na primeira
pestagdo apos a infecgdo (Thoen et al.,
1993). Conseqiientemente, a partir da
segunda gestagdo apos a infecgiio, as vacas
nio apresentam sintomatologia, assim
como as fémeas que ndo estdo gestantes e
0s machos (Enright, 1990).
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O periodo de incubagio da doenga também
€ bastante varidvel podendo ir de alguns
dias a meses ou anos. Um dos grandes
determinantes do periodo de incubagdo da
brucelose nos bovinos é o estado
fisiolégico dos animais. Quanto mais
préximo do final da gestagiio ocorrer a
infecgio, menor seri o periodo de
incubacgiio, pois mais rdpido ocorrerd o
aborto. Por outro lado, em fémeas nio
gestantes, o periodo de incubagdo € maior,
pois os sinais clinicos s6 ocorrerio quando
estas se encontrarem nos meses finais de
gestacdo. Apesar de 95 a 98% das filhas de
vacas infectadas conseguirem debelar a
infecgio, uma pequena percentagem de
animais pode se infectar no tero e manter
a infecgiio até a vida adulta, s6 manifestado
a doenga durante a gestagio. Isto
obviamente, passa a ter relevincia
epidemiol6gica ao se atingirem as etapas
finais do controle da brucelose (Crawford
et al, 1990).

Os animais mais jovens sdao mais
resistentes 4 infeccdo por B. abortus
conseguindo debelar a infecgdo. Esta
resisténcia parece ocorrer nos animais
antes da puberdade. Apés a puberdade, os
bovinos se tornam mais susceptiveis a
infecgio (Crawford et al, 1990).

3. ESTRATEGIAS PARA
CONTROLE DA BRUCELOSE
BOVINA

3.1. Vacinacio

A observagio de que as vacas geralmente
desenvolvem resisténcia ao aparecimento
de sintomas clinicos subseqiientes ao
primeiro aborto, levou virios

pesquisadores a se dedicar & pesquisa de
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vacinas contra brucelose desde os anos
seguintes a identificagio da B. abortus
como agente causal de aborto em bovinos

(Adams, 1990).

Destes esforgos resultaram vdrias vacinas
vivas atenuadas e vacinas inativadas
contendo adjuvantes que se constituiram
em importantes ferramentas no controle da
brucelose bovina. No entanto, ainda hoje, a
procura por uma vacina ideal persiste,

visando um  produto que  retna
caracteristicas como (Nicoletti, 1990;
Schurig et al, 2002):

e interferéncia minima nos testes

soroldgicos;

e imunidade de longa duragio com uma
linica dose;

e atenuagio e aplicabilidade em animais
de qualquer idade;

e estabilidade;

e facilidade
armazenagem;

e auséncia de efeitos colaterais;

e inocuidade para o homem.

de produgdo e

Com a utilizacio de novas tecnologias
baseadas no DNA recombinante, vacinas
de sub-unidades e vacinas de DNA estio
em desenvolvimento para tentar preencher
estes requisitos (Vemulapalli et al, 2002;
Ko & Splitter, 2003).

Dentre as vacinas desenvolvidas contra
brucelose para a utilizagdo em bovinos, as
vacinas vivas atenuadas, elaboradas com as
amostras B19 e RB51 sdo, na atualidade,
as mais empregadas em programas de
controle da doenga (Schurig et al, 2002).

No Brasil, ambas vacinas, B19 e RBS5I,
encontram-se aprovadas para utilizagdo no
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Programa Nacional de Controle
Erradicagio de Brucelose e Tuberculosel
(Brasil, 2004), com destaque para
primeira, que € de utilizagdo obrigatorid
em bezerras de trés a oito meses de idade.

A vacinagdo constitui-se na  maig)
importante medida para o controle
brucelose nos bovinos porque, levando
uma diminui¢io da prevaléncia e da
incidéncia da doenga, propicia o avango dg
programa em direcfio sua erradicagio.

3.2. Vacina B19

A vacina B19 foi e ainda continua sendg
largamente empregada em- programas d
controle em vérios paises. A amostra fol
isolada em 1923 do leite de uma va
infértil que, apds ter ficado a temperatura
atmosfera ambiente por um  ano;
demonstrou ter sofrido mutagdes qu
conduziram a sua atenuagdo permanent
(Nicoletti, 1990). A amostra BI19
empregada como vacina desde o inicio d
década de 1940 e atualmente
recomendada pela Organizagio das Nagoe
Unidas para a Agricultura e Alimentaca
(FAO) e pela Organizagio Mundial ¢
Saide Animal (OIE) (MacMillan e Stacl
2000).A vacina B19 redne uma séric d
caracteristicas importantes que fazem comig
que ela ainda seja empregada @
programas de controle em muitos paises
Entre elas estio (Manthei, 1959; Nicolett
1990): ‘

o Suareduzida e estivel viruléncia;

e sua utilizagio em dose tlnica e
bezerras entre trés e oito mest
conferir imunidade prolongada;

e prevenir o aborto;

e ser altamente atenuada para bovinos;
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e causar reaches minimas apds a sua
aplicagio;

e reduzir a infecgio em 70-80% dos
animais vacinados.

Tem contra si o fato de provocar a
formagdo de anticorpos que se confundem
com os anticorpos de infec¢do nas provas
soroldgicas, quando aplicada em fémeas
proximas a puberdade. Portanto, um
aspecto importante a ser observado na
utiliza¢do da vacina com a amostra B19 € a
idade dos animais (MacMillan,1990).

E recomendado que a vacinagio com B19
seja realizada em fémeas com idade entre
irés e oito meses. Isto visa ndo interferir
com a imunidade passiva (trés meses) e,
principalmente, minimizar interferéncias
no diagnéstico soroldgico na idade adulta,
além de proteger as bezerras antes de
entrarem no periodo reprodutivo (oito

meses). Para animais de puberdade
precoce, como algumas ragas européias e
mesmo animais zebu de elite, a

recomendagio € que as bezerras sejam
vacinadas até no miximo com seis meses
de idade (McDiarmid, 1994).

Os efeitos benéficos da vacina B19 contra
brucelose podem ser observados em
rebanhos vacinados que, apés uma década
de emprego da vacina B19, apresentaram
dez vezes menos reagentes do que os
rebanhos ndo vacinados (Jones e Hooper,
1976). Além disto, quando grandes
populagdes de bovinos siao estudadas, hi
em torno de 82% menos animais reagentes
a0s testes diagndsticos entre animais
vacinados que entre animais nio vacinados
(Alton, 1978).

A resisténcia de rebanho conferida pela
vacina B19, embora ndo sendo absoluta,
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reduz a severidade dos sintomas clinicos,
diminuindo a quantidade de organismos
patogénicos que sdo eliminados no
ambiente  pelos animais  infectados.
Entretanto, a B19 niio tem efeito curativo,
nio alterando, portanto, o curso da doenga
quando aplicada em animais infectados
(Manthei, 1959).

Apesar das vantagens citadas, esta vacina
apresenta alguns inconvenientes. Dentre
eles, a j citada formagdo de anticorpos que
confundem o diagnéstico, tem sido
considerado um grande complicador nos
programas de erradicac@io. Este fato, no
entanto, € superado pela restri¢io da idade
de vacinagio das fémeas para trés a oito
meses. Neste caso, 0s anticorpos
desaparecem da circulagiio sangiiinea da
maioria dos animais ao atingirem 24 meses
de idade (MacMillan, 1990). Além disto,
animais nos dltimos meses de gestagiio nio
devem ser vacinados, pois poderio abortar.
Machos também nio devem ser vacinados
para  evitar  orquites e  artrites
(ORGANIZACION..., 1986). Esta amostra
€ patogénica para o homem, havendo
indmeros relatos na literatura de infecgdes
acidentais, especialmente entre veterindrios
e vacinadores (Acha e Szyfres, 1986). Em
fun¢iio disso, é importante a utilizag¢io de
material de prote¢io individual, mascara,
6culos, luvas e avental de manga longa, e
seringa descartdvel durante a vacinagio.
Apo6s a utilizagdo € necessdrio fazer o
descarte correto dos frascos e seringas
utilizadas, destruindo-os pelo calor.

3.3. Vacina RB51

As chamadas brucelas cldssicas (B.
abortus, B. melitensis e B.. suis) possuem
morfologia colonial em fase lisa. Esta
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caracteristica colonial € conferida pela
presenca da cadeia O do lipopolissacarideo
(LPS) da parede celular composta por tm
homopolimero de perosamina (N, formil-4-
amino, 4,6-dideoximanose) (Bundle et al,
1987). Colonias lisas podem se tornar
espontaneamente rugosas € amostras
rugosas podem reverter & forma lisa.
Segundo alguns estudos, estas mudangas
sio mediadas pela modulagiao ou dele¢io
de genes responsiveis pela sintese da
cadeia O ou outros genes responsiveis pela
biosintese do LPS (Winter et al, 1996;
Vemulapalli et al, 2000; Moriy6n et al.,
2004).

De um modo geral, a mudanga da
morfologia lisa para rugosa estd
relacionada com uma acentuada baixa na
viruléncia da amostra, fato que foi usado
com algum sucesso na elaboragio de
vacinas no passado (McEwen, 1940) e
retomado mais recentemente (Schurig et al,
1991).

A cadeia O, por ser a fragdo antigénica
mais imunodominante, é responsivel pela
forte resposta humoral na maioria dos
animais expostos a Brucella sp. lisas e os
animais vacinados com a amostra 19
(tipicamente lisa), desenvolvem anticorpos
que se confundem com os provocados por
infecgiio (Nicoletti, 1990). A formagio e
persisténcia destes anticorpos depende da
idade dos animais, dose e vias de
inoculagio e sdo um elemento complicador
em programas que aplicam o teste e
sacrificio de animais sorologicamente
positivos (Nicoletti, 1990).

A busca por uma amostra rugosa estivel,
sem cadeia O, portanto capaz de eliminar o
principal inconveniente da vacina B19, fez
com que muitos pesquisadores
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procurassem uma vacina, capaz de induzir
uma sélida imunidade do tipo celula
(CMI) sem induzir anticorpos detectdvei
nas provas sorologicas de rotina. Uma
amostra com estas caracteristicas foi obtida
por diversas passagens da amostra 2308 de
B. abortus, originalmente lisa e patogénica
em meios seletivos contendo doses
subinibitérias de rifampicina. A amostra
resultante foi denominada RB51, sendd
“R” relativo a rugosa (rough, em ingles)
“B” relativo 4 Brucella e “51” relativo
numeragio interna do laboratério ( Schurig
etal, 1991).

Apesar dos poucos casos de abortos
relatados quando da aplicagio desta vacina
recomenda-se a ndo vacinagdo de fémeas
prenhes. Machos também nio devem ser
vacinados. A dose recomendada, de 1,0 a
3.4 x 10" bactérias, aplicada em bezerras
na idade entre oito e doze meses de idade
tem demonstrado que a prote¢io € muito
semelhante 4 da BI9 com a grande
vantagem dos animais ndo reagirem as
provas soroldgicas de rotina (Stevens et al,
1995).

Estudos sobre a seguranga de utilizagio da
RB51 em bovinos demonstraram que
RB51 nio é eliminada no ambiente e queé
nio permanece no organismo dos animai
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I xperimentos realizados em bovinos
jovens e adultos, mostraram que a vacina
ItR51  apresenta niveis de protegdo
wmelhantes ao da B19 frente a um desafio
noderado com amostras selvagens de B.
abortus (Cheville et al, 1992; Olsen et al,
[999). A wvacinagdo de animais adultos
vom RBS51 no Brasil, envolvendo desafio
experimental, demonstrou que a protegio
ubtida n@o foi significativamente diferente
laquela obtida com a B19 e que a
ViCinagao com RB51 diminui
significativamente o nimero de abortos. O
giupo controle, ndo vacinado, apresentou
m risco 2,5 vezes maior de aborto do que
0 grupo vacinado com RB51 (Poester et al,
2004).

A vacina RB51 foi aprovada em 1996 nos
LISA, tornando-se, a partir dai, a vacina
oficial do programa de controle e
erradicagdo  norte-americano, tendo em
Vista que a situagdo epidemiolégica da
brucelose naquele pais, que ja estava em
lase muito avangada de erradicacio,
Indicava a necessidade de uma vacina que

nio interferisse com os testes diagnosticos
(Ragan,

2002).

I fungdo dos resultados positivos de

protegao apresentados pela vacina RBS1
om diversos experimentos, associados ao

o de ndo estimular anticorpos contra a

por periodo superior a 12 semanas (Stevens
et al, 1997).

tideia O, alguns paises como os Estado
Unidos e o Chile, decidiram substituir a
vicina B19 pela RB51 (Ragan, 2002;
Itivera et al, 2002). Outros paises como o
Meéxico, Paraguai, Venezuela e alguns
puises da América Central a estdao usando
msociada @ B19 (Luna-Martinez, 2002:
Naumgarten, 2002; Vargas. 2002; Moreno.
H002). Em termos gerais. pode afirmar-se
fue a vacina RB51 vem sendo adotada em
Muagoes de intensificacdo do diagnostico

Medidas de seguranga devem ser tomadas
no manuseio da vacina. A amostra RB51 &
potencialmente patogénica para o homem €
alguns relatos sobre infecgdes humanas
pela amostra RB51 tém sido registradog
(Ashford et al, 2004). As recomendagde
de seguranga na aplica¢io e descarte da
vacina B19 também se aplicam a RB51.
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sorologico, em fases

erradicacao.

d

avangadas

No Brasil. a sua aprovagéo pelo PNCER
para utilizagdo em animais com idad
acima de oito meses (Brasil, 2004), poder
ser um ferramenta de grande valia para
controle da brucelose em rebanhos qu
possuam fémeas adultas ndo vacinadas
necessitem aumentar o grau de protegi
destes animais, ou ainda em rebanhos col
surtos de brucelose. Assim, resultard e
uma menor disseminagdo do agente, cor
conseqiiente incremento da rapidez n
processo de controle da brucelose n
rebanho. Isto acarretard menor prejuiz
pela diminuigao de abortos e outras perdy
decorrentes da infecgdo por B. abortus.

4. IDENTIFICACAO DOS ANIMAI
INFECTADOS

A base para a segregagio ou sacrificio d¢
animais infectados ¢é sua identificagio, €
varios testes diagnosticos disponive
podem ser utilizados tendo por objetivos
identificagio dos animais infectads
(MacMillan, 1990; Nielsen, 2002
Geralmente a estratégia utilizada &
emprego de uma metodologia de testes ¢l
série, onde se realiza a triagem com w
teste de alta sensibilidade e se confirma
0s reagentes no teste de triagem com ui
teste de alta sensibilidade e especificidad
(MacMillan & Stack, 2000). O emprego d
testes em série visa  aumentar
especificidade do diagnostico (Henken |
al., 1997). Isto €& muito important
principalmente em programas que utilizm
o sacrificio dos animais infectados, onde 1
conseqiiéncias de resultados falso-positive
podem conduzir ao sacrificio sistemitic
de animais sem infecgéo.
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Para a realizagio do diagnéstico de
brucelose, ¢é essencial que os animais da
propriedade possuam identificacdo
individual (MacDiarmid, 1994; Sawyer,
1996; Ragan, 2002), pois apds a obtengio
dos resultados é necessdrio separar 0S
animais  infectados  para que  as
providéncias adequadas sejam tomadas.
Ademais, os exames devem ser realizados
por técnicos e laboratérios  treinados,
mantendo-se um rigido controle de
qualidade sobre 0s mesmos, € 05 resultados
devem ser corretamente interpretados por
técnicos capacitados (MacDiarmid, 1994,
Ragan, 2002).

5. SEPARACAO DOS ANIMAIS
INFECTADOS
Apés a identificagio dos animais

infectados, estes devem ser separados
imediatamente dos outros animais para se
evitar a disseminagio da doenga
(ORGANIZACION..., 1986; MacMillan &
Stack, 2000; Ragan, 2002). No caso de
animais leiteiros, estes devem ser retirados
da ordenha, para se diminuir riscos para a
satide publica (Acha & Szyfres, 1986).

Quanto mais ripido os animais infectados
forem separados dos animais negativos ao
diagndstico, mais eficiente serd o controle.

A estratégia de segregagdo e criagio dos
animais  infectados em  retiros  ou
propriedades separadas, geralmente nao
apresenta bons resultados, pois € necessdria
uma separagio fisica muito eficiente para
se evitar que a B. abortus circule via
animais, utensilios ou vestudrio
contaminados. Como esta separagio ¢€
dificil de ser obtida, a reinfecgdio do plantel
negativo, mesmo por germes carreados
mecanicamente pelos tratadores, ¢ uma

ameaga constante € 0 tempo médio de
erradicagdo da brucelose pela segregagio
mais longo que pelo sacrificio dos animais
infectados (ORGANIZACION..., 1986)
Esta estratégia também niio estd isenta del
dificuldades de fiscalizagio das normas
sanitérias, facilitando a venda ilicita de
animais infectados.

6. SACRIFICIO DOS ANIMAIS

INFECTADOS

Uma das principais estratégias empregadas
no controle da brucelose ncs paises qué
conseguiram sua erradicagio ou que sel
encontram em fase avangada do controle
da doenga foi o sacrificio dos animais
infectados (ORGANIZACION..., :
MacDiarmid, 1994; MacMillan & Stack
2000; Ragan, 2002). Esta estratégia
possibilita a interrupgio da transmissio dd
doenga rapidamente e € comprovadamente
a forma mais eficaz de controle, apesar dé
ser a parte mais onerosa de um program
de controle e erradicagio da brucelos
(Bernués et al., 1997).

Hi necessidade de se
estimulos para que OS
colaborem com o controle, sacrificando @
animais infectados. Estes estimulos podef
vir de incentivos pecunidrios dirigidos
propriedades com animais livres
brucelose, de fundos de indenizagio,
conquista de mercados ou de linhas
crédito para a reposigio de animais.

7. LIMPEZA E DESINFEC(;.T\O D]
INSTALACOES E UTENSILIOS

A resisténcia das bacterias do géncl
Brucella no meio ambieite é varidvel ¢
sua permanéncia no ambiente pode
longa, em  fungdo de algu
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Durante a
necessdrio a utilizagdo de equipamentos de
prote¢io individual como luvas, 6culos,
iventais e mdscaras com as caracteristicas
necessdrias (filtro de particulas e gases
orginicos), para se evitar a contaminagio
com B. abortus e os efeitos nocivos das
substincias desinfetantes.
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caracteristicas destes microorganismos que
nao sio capsulados ou esporulados (Wray,
1975; Russel et al., 1984; Crawford et al.,
1990).

Dentro de um programa de controle da
brucelose, a limpeza e a desinfecgdo sdo
muito importantes, pois além da longa
permanéncia no ambiente, a carga
infectante € muito alta em fungdao do
grande  nlimero de microorganismos
climinados nas secre¢bes e materiais de
parto e aborto (Alexander et al, 1981).

As bactérias do género Brucella sio
sensiveis a vdrios desinfetantes comumente
utilizados em veterindria como cal
(hidréxido de célcio) a 15%, creséis a 5%,
fenol a 1%, formol a 5% e hipocloritos de
cilcio ou de sédio a 2,5% em exposigio
por uma hora a temperatura ambiente para
a maioria deles (Russel et al., 1984). Estes
desinfetantes podem ser utilizados para a
desinfecgdo de instalagdes e utensilios,
ussim como de solos (cal) contaminados
por material infectado.

Para melhorar a eficdcia dos desinfetantes
empregados € aconselhdvel a limpeza
prévia do material ou local a ser
tlesinfetado, pois alguns desinfetantes,
principalmente  os  hipocloritos,  sdo

Inativados na presenca de matéria organica
(Russel et al., 1984).

limpeza e desinfecgio €
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8. DESTRUICAO DE  RESTOS
PLACENTARIOS E  FETOS
ABORTADOS

Fetos abortados, restos placentirios ¢
secre¢des vaginais sdio as principais fontes
de B. abortus para os animais susceptiveis
(Crawford et al., 1990; Ragan, 2002).
Desta forma, a correta eliminagio destes
materiais contribui de forma efetiva para a
diminuigdo da carga infectante no
ambiente.

Estes materiais devem ser incinerados,
destruidos pelo calor ou enterrados em
locais que ndo venham a contaminar o
lengol fretico. Durante o processo de
:::oleta e destruigdo desses materiais ¢
importante que sejam tomadas medidas
que evitem a contaminagio de quem
manipula o material, pela utilizagdo de
equipamentos de prote¢io individual
adequados, e a maior contaminagio
ambiental, pela contengdo do material.

9. UTILIZACAO DE  PASTO
MATERNIDADE
Como o principal mecanismo de

transmissdo da brucelose ocorre apis o
parto ou aborto pelo contato de animais
susceptiveis com restos placentdrios, fetos
abortados e secre¢des vaginais de animais
que abortaram ou pariram, medidas que
visem diminuir a transmissao da brucelose
neste momento terdo grande impacto no
controle da doenga.

Isto pode ser conseguido pela utilizagio de
pastos maternidade onde se possam separar
os animais e diminuir o contato de animais
susceptiveis com animais infectados que
venham a abortar ou parir, interrompendo a
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cadeia de transmissido da doenga (Crawford
et al., 1990).

10. TESTES E_QUARENTENA NA
INTRODUCAO DE ANIMAIS

Em algumas situagdes, como o trinsito de
animais para a reprodugdo ou a aquisi¢do
de animais para introdugio no rebanho,
principalmente se este rebanho € livre de
brucelose, é necessdria a utilizagio de
testes com grande sensibilidade para se
evitar a introducio de animais falsos
negativos e a conseqiiente disseminagio da
brucelose no plantel. Para aumentar a
sensibilidade do diagndstico, somente 0S
animais negativos nos testes de triagem na
origem e no destino, intervalados de 30 a
60 dias, podem transitar ou ser adquiridos
(Brasil, 2004). A quarentena a que Os
animais devem ser submetidos antes de
serem introduzidos no plantel visa
aumentar a sensibilidade do diagnéstico,
pois permite que animais ndo reagentes aos
testes e em periodo de incubagio da
doenca possam reagir positivamente no
teste subseqiiente. Isto diminui o erro
diagnéstico, evitando-se a introdugao de
animais falsos negativos em rebanhos ou
reas livres. A fungio do médico
veterindrio na orientagio técnica do
produtor é fundamental para a manuten¢io
de altos padroes sanitdrios e diminuigdo
das perdas decorrentes de doengis nos
animais e nunca deve ser subestimada.

11. EDUCACAO SANITARIA

A educagio sanitdria deve ser parte
integrante, ativa e funcional de qualquer
programa sanitdrio (MacDiarmid, 1994;
Sawyer, 1996; Ragan, 2002). E diffcil
conceber o sucesso de um programa
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sanitirio sem um intensivo e constant
trabalho de educag@o sanitdria.

A difusio dos conhecimentos sobre &
brucelose, suas perdas econdmicas, riscofl
para a populagio animal e human
métodos diagndsticos, vacinas e estratégiash
de controle entre todas as pessoas quél
participam da cadeia produtiva da carne |
do leite é fundamental para o sucesso d
um programa de controle da doenga.

Quanto mais conhecimentos o propriet
e 0s vaqueiros e tratadores possuirem sobig
o assunto, maior serd seu envolvimento na
atividades do programa, identificando &
importincia das agdes de cada um e de su
integragio no controle da doenga. Ist
ajudard também na formagfio de uma vis#
critica sobre as medidas tomadas, o qui
poderd auxiliar na revisdo das medida
dentro do rebanho e identificagio d
pontos criticos no programa instituide
Além disto, facilitard a compreensio d
mudangas de estratégias que vierem a
necessdrias e de possiveis problemas q
venham a surgir durante a execugio d
programa.

12. CONSIDERAGOES SOBRE AS
ESTRATEGIAS PARA
CONTROLE DA BRUCELOSI
BOVINA

Para ue um programa de controle ¢
brucelose possa ter éxito, culminando Ol
a erradicagio da doenga de um rebanh
regido, estado ou pais, € necessdrio -
esforgo conjunto de todos os envolvidos @
producio de bovinos, desde o vaqueiro el
proprietirio, passando pelo médic
veterindrio responsével pelo programa, a
os servigos de defesa sanitdria animal e
inddstria de produtos de origem anima
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Somente uma boa sintonia entre as vérias
atividades poderd resultar favoravelmente
no controle e erradicagio da brucelose
bovina. Desta forma, além do emprego de
estratégias e técnicas corretas, € necessdrio

haver uma ampla divulgagio de
conhecimentos sobre a doenga e que os
virios setores, tanto governamentais

quanto privados, apresentem os estimulos
necessirios para a evolugdo do programa
rumo a erradicagio da brucelose bovina no
Brasil.
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1. INTRODUGAO

A Brucella ovis foi inicialmente
reconhecida no inicio da década de 50 na
Nova Zelindia e na Austrilia como um
agente bacteriano associado a aborto e
epididimite em oVinos. Inicialmente ©
organismo foi designado como “Brucella-
like” e, logo em seguida, classificado como
Brucella ovis. Desde entdo o organismo
tem sido isolado em vérios paises
(Burgess, 1982), sendo considerada uma
das causas mais importantes de
infertilidade em ovinos, com impacto
econdmico bastante significativo
(Carpenter et al., 1987).

A B. ovis é uma espécie rugosa estdvel que
morfologicamente se caracteriza como
cocobacilo de, aproximadamente, 0,5-0,7
por 0,6-1,5um, geralmente  solitdrio,
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podendo raramente formar cadeias curtas.
O organismo nio tem motilidade, ndo
forma endosporos € ndo apresenta
coloragio bipolar (Burgess, 1982). B. ovi
causa infecgio cronica clinica ou
subclinica em ovinos caracterizada por
epididimite, orquite € infertilidade nos
machos e, ocasionalmente, aborto nas
femeas (Ficapal et al., 1998). E uma das’
duas espécies do género Brucella que nio.
tem potencial zoondtico

Embora o termo epididimite contagiosa
ovina possa ser encontrado na literatura
como sindnimo de infecglio por B. ovisy

este ¢ um equivoco, uma VezZ que vArios

outros  organismos  podem  causap
manifestagoes clinicas e lesOes
semelhantes a B. ovis, como

Actinobacillus seminis, A. actinomycetem=
comitans, Histophilus ovis ;
Arcanobacterium pyogenes, entre 0Outros,

1982; Walker et al.,
seja 0 agente mais comum de epididimite
em carneiros sexualmente maduros em
reprodugdo, outros agentes i
comuns em carneiros jovens (Bulgin
Anderson, 1983; Bagley et al, 1985
Walker et al., 1986).

2. EPIDEMIOLOGIA

Carneiros sexualmente maduros sdo mais
susceptiveis do que animais jovens
(Walker et al, 1986). . Entretanto, @
infecgdo por B. ovis pode ocorrer em
animais de até quatro meses de idade
(Burgess et al., 1982) e hd relatos de
infecgio com caracteristicas epizodticas
em rebanhos de carneiros jamais utilizados
para reprodugio e sem contato cor
carneiros em reprodugdo (Bulgin, 1990a)
A transmissio natural aparentemente se d
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por infecgdo através de membranas
mucosas, mas as vias de transmissio
natural da doenga ainda ndo sdo
completamente  conhecidas  (Paolicchi,

2001). A transmissiio venérea certamente €
importante quando um carneiro susceptivel
copula uma ovelha que teve previamente,
no mesmo perfodo de estro, copula com
um carneiro infectado. Neste contexto, a
{émea atua de forma semelhante a um
vetor mecinico para a transmissdo da
doenga. Além disso, pode ocorrer
(ransmissio por contato direto entre
carneiros mantidos na mesma baia por
periodo prolongado (Brown et al., 1973).

A infecgiio por B. ovis tem distribuigo
mundial em todas as dreas onde a
ovinocultura tem importincia econdmica,
com excegio da Gra-Bretanha (Burgess,
1982). A prevaléncia em rebanhos varia de
0.1 a 46,7% em dreas de criagdo intensiva
de ovinos  (Sergeant, 1994). A
soroprevaléncia em carneiros dentro de
rebanhos positivos varia de 2,1 a 67%
(Sergeant, 1994; Torres et al., 1997 Robles
et al., 1998), com menor soroprevaléncia
em carneiros da raga Merino (Sergeant,
1994). No Brasil, um levantamento

b calizado em 76 rebanhos no Rio Grande

do Sul demonstrou soroprevaléncia média
em carneiros de rebanhos positivos de
13.4% (variando de 6.9 a 50%), com
aumento da soroprevaléncia em animais
mais velhos e sem predisposigao racial
definida (Magalhiies Neto & Gil-Turnes,
1996). Em uma outra propriedade gaticha
foi encontrada prevaléncia de 9,79%
(Cardoso et al, 1989). Em um
levantamento  soroldgico realizado no
listado de Sdo Paulo, envolvendo 18
rebanhos em 15 municipios, ndo foi
encontrada  evidéncia  sorolégica da
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infec¢do por B. ovis (Marinho & Mathias,
1996).

Em condi¢des naturais a infecgao natural
por B. ovis é quase totalmente restrita a
ovinos. Contudo, na Nova Zelandia, foi
demonstrado que carneiros infectados
podem transmitir B. ovis para cervideos
(Cervus elaphus) mantidos no mesmo
piquete (Ridler et al., 2000).

3. MANIFESTACAO CLINICA

Experimentalmente, a infecgdo por B. ovis
pode ser estabelecida apds exposi¢do de
ovinos susceptiveis a cultura pura ou
sémen contaminado por via prepucial, retal
e nasal (Laws et al., 1972; Plant et al,
1986). Nestes casos o percentual de
animais que desenvolvem evidéncias
sorolégicas, bacteriolégicas ou clinico-
patolégicas de infecgiio variou de 68 a
87,8%. -

A palpagio escrotal em carneiros tem
demonstrado ser uma técnica de utilidade
no diagnéstico da epididimite ovina. A
identificagio de numero elevado de
machos que, a palpagdo, demonstrou
epididimite uni ou bilateral, sugere a
possibilidade de infecgio no rebanho
(Lawrence, 1961). No entanto, este
procedimento tem eficdcia limitada na
medida em que existem animais que,
embora infectados, ndo desenvolvam
leses; além disso, as lesGes que evoluem
para cronicidade podem ndo  ser
perceptiveis & palpagio; ou ainda, pelo fato
de existirem outras causas, infecciosas ou
nio, capazes de provocar lesdes no
epididimo (McGowan & Schultz, 1956;
Hughes & Claxton, 1968).
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A alteragio clinica observada com maior
freqiiéncia ocorre na cauda do epididimo,
na maioria dos casos € unilateral e ¢é
caracterizada por consisténcia firme, na
maioria dos casos sem  aumento
considerdvel de volume. Em alguns casos
pode haver envolvimento da cabega e do
corpo do epididimo  (Cameron &
Lauerman, 1976; Blasco, 1990). Contudo,
conforme salientado acima, o diagndstico
clinico de epididimite por B. ovis tem
eficiéncia limitada. Foi demonstrado que
somente 36,12 a 39,7% dos carneiros com
sorologia positiva, apresentavam lesdes
palpdveis nos epididimos (Hughes &
Claxton, 1968; Cardoso et al., 1989). Esse
percentual cai para 36,4% se considerados
os carneiros com bacteriologia positiva
(Hughes & Claxton, 1968). B. ovis ndo €
isolada regularmente do sémen de animais
infectados experimentalmente ao longo do
curso da infecgio (Laws et al., 1972).

Animais infectados e que apresentam
lesdes palpdveis, com alguma freqii€ncia
retornam 2 condi¢io normal em algumas
semanas, apesar do sémen ser de baixa
qualidade, com baixa na fertilidade, o que
dificulta o diagnéstico baseado apenas na
palpagio do contetdo escrotal (Cameron &
Lauerman, 1976). Além disso, um nimero
considerdvel de animais pode persistir
eliminando o organismo no sémen por
periodos prolongados, sem manifestar
nenhuma alteragdo detectdvel por palpagao
dos epididimos e testiculos (Hughes &
Claxton, 1968). Esses animais
assintométicos que eliminam o organismo
no sémen podem ser subférteis ou
apresentarem fertilidade normal. Isso
favorece a disseminag@o da infec¢do no
rebanho, uma vez que, fregiientemente, é
utilizada a relagio macho:fémea mais
elevada do que o minimo necessdrio, 0 que
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faz com que os animais subférteis sejamy
mascarados € o problema nio seja
detectado no rebanho até que o nimero de
animais infectados tenha aumentado
consideravelmente.

A infecgio por B. ovis resulta em perda
significativa da qualidade espermitica dos
carneiros. Ocorre diminui¢io do numero
de  espermatozdides  no ejaculado,
diminuigio da motilidade e aumento da
taxa de patologias espermdticas (Cameron
& Lauerman, 1976), incluindo cabegas
isoladas e defeitos de pega intermedidria €
de cauda (Kimberling et al., 1986). G
comprometimento da qualidade
espermdtica € maior quanto mais:
acentuadas forem as lesdes no epididima
(Cameron & Lauerman, 1976). Cardoso et
al. (1989) estudaram as alteragdes
espermiticas em um rebanho ovino do Rio
Grande do Sul e encontraram, entre OS
animais sorologicamente positivos,
diminuigio significativa da motilidade
espermdtica e aumento significativo das
patologias espermaticas, quando
comparados aos carneiros soronegativos
Além disso, 19,45% dos animaif
soropositivos apresentaram leucdcitos n@
ejaculado.

Com base na avaliagio de alteragGe!
espermdticas, Kimberling et al. (198 6)
fazem as seguintes recomendagdes pratic
para o controle da doenga:

e A pesquisa de leucdcitos no ejaculade
deve ser adotada como rotina
avaliagio androlGgica de ovinos;

e as amostras de sémen contendd
leucécitos ou com mais de 30%
cabegas isoladas devem ser processadas
para isolamento bacteriolégico de B
oVIS,
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e em rebanhos sabidamente positivos
para B. ovis onde nao seja possivel o
isolamento do agente do sémen,
somente a presenga de leucéeitos no
gjaculado deve ser utilizada como
critério para descarte dos machos, mas
carneiros  soronegativos e  sem
leucéeitos no ejaculado podem ser
portadores da infec¢io e eliminar o
organismo no sémen (Bulgin, 1990b).

Na ovelha, a principal conseqiiéncia da
infecgio por B. ovis € o aborto ou
nascimento de cordeiros fracos. A taxa de
aborto pode chegar a 39% em ovelhas
gestantes inoculadas experimentalmente,
sendo que o aborto ocorre em torno de 30
dias apds a inoculagio (Meinershagen et
al., 1974), embora possa ndo ocorrer
abortos apés inoculagiio experimental em
ovelhas gestantes (Muhammed et al.,
1975). Além de abortos, infecgdes
experimentais resultam em até 29% de
nascimento de cordeiros fracos com morte
perinatal ou natimortos (Grills et al.,
1999).

O periodo de maior susceptibilidade ao
aberto induzido pela infecgiio por B. ovis €
em torno de 30 dias apds o inicio da
gestacio  (Osburn & Kennedy, 1966).
Inoculagio experimental de ovelhas no
momento da copula, por via endovenosa ou
intravaginal, resulta em maior taxa de
retorno  ao estro e maior taxa de
mortalidade embriondria e fetal (Hughes,
1972). (0] comprometimento do
desempenho reprodutivo da ovelha nestes
casos provavelmente se deve ao
desenvolvimento de vaginite e endometrite
devido 2 infec¢do por ocasido da cdpula
(Homse et al., 1994). Nesses casos, O
organismo € isolado principalmente do
trato genital e dos linfonodos regionais e,

45

com freqiiéncia baixa, do bago (Homse et
al., 1994; Marco et al, 1994). Apéds
infeccio  experimental de  ovelhas
gestantes, ocorre bacteremia transitéria ou
intermitente, € o organismo pode ser
isolado do sangue ou de outros tecidos até
98 dias apds a inoculagio (Muhammed et
al., 1975).

Apesar de ovelhas infectadas eliminarem
continuamente B. ovis pelo leite,
aparentemente a ingestio do leite ndo
resulta em transmissdo para os cordeiros
lactentes. Além disso, a capacidade de
transmissio da ovelha para o carneiro
reprodutor através -da cépula
aparentemente ¢ bastante limitada (Grillé
et al., 1999). Por isso, ovelhas infectadas
sio freqiilentemente negligenciadas sob o
ponto de vista de controle da doenga, mas
hd evidéncias de que a infec¢do na fémea
possa ter papel bastante significativo
comprometendo a erradicagdo da doenga
(Marco et al., 1994). Ovelhas infectadas
podem permanecer SOropositivas por mais
de trés anos, indicando infecgdo persistente
(Hughes, 1972).

Caprinos sdio susceptiveis a infecgio
experimental e podem eliminar B. ovis no
sémen. Embora a importincia da doenga
nessa espécie nao seja bem definida, o fato
de caprinos serem susceptiveis & infecgiio
pode ter algum significado clinico quando
estes animais s3o mantidos em contato
direto com ovinos (Burgess et al., 1985).
Outras espécies susceptiveis incluem
cervideos das espécies Cervus elaphus e
Odocoileus virginianus (Barron et al,
1985; Ridler & West, 2002), podendo
resultar em alteragbes seminais no caso do
Cervus elaphus (Ridler & West, 2002) e
carneiros selvagens origindrios da Sardinia
e Cérsega (Ovis musimon), que apresentam
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soroconversio, ~ apesar ~ de  serem
aparentemente resistentes i doenga (Cerri
et al., 2002). Dentre as espécies de animais
de laboratério, © gerbil  (Meriones
unguiculatus) € 0 que tem maior potencial
para ser utilizado ~como modelo
experimental para a infecgdo por B. ovis
(Cuba-Caparad & Myers, 1973).

4. PATOGENESE E LESOES

A B. ovis, d semelhanga de outros
organismos do género, tema capacidade de
sobreviver dentro de macr6fagos, o que
favorece a persisténcia do agente nos
tecidos (Paolicchi, 2001). Ap6s penetragio,
geralmente através da mucosa, a B. ovis
coloniza os linfonodos regionais, produz
bacteremia e finalmente coloniza o trato
genital por volta de 30 dias ap6s a infecgio
(Biberstein et al., 1964). Os fatores que
determinam o tropismo da B. ovis para o
trato genital niio sao conhecidos, mas tal
tropismo ndo estd relacionado ao eritritol,
que é um fator de tropismo para outras
espécies do género Brucella (Redwood &
Corbel, 1983).

Em um estudo das alteragdes do sistema
genital de 845 carneiros descartados do
programa de reproducdo em 17 fazendas
australianas, a epididimite foi a alteragdo
mais freqiientemente observada dentre as
patologias que tem importancia clinica,
sendo que a maioria dos animais que
apresentavam epididimite eram também
sorologicamente positivos para B. ovis
(Foster et al., 1989). No carneiro, as lesoes
resultantes da infecgdo por B. ovis, com
confirmagdo bacteriolégica, se concentram
principalmente na cauda do epididimo,
mas também na ampola do ducto deferente
e na glindula vesicular, sendo que em 70%
dos casos a lesio € bilateral (Searson,
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1987). Apds inoculagio experimental de
cultura de B. ovis diretamente no
epididimo, observa-se intenso infiltrado
inflamatério  misto, constituido  por
linfécitos e neutr6filos detectivel aos
quatro dias apés a inoculagio. Aos 0ito
dias ap6s a inoculagdo, além de infiltragdo

de células inflamatbrias 1O tecido
conjuntivo de sustentagio e no epitélio
epididimario, hd acimulo de grande.

quantidade de neutréfilos no limen do
ducto epididimdrio.

Um achado interessante é que
imunizagdo prévia com uma bacterina de
B. ovis tende a agravar estas lesoes
(Rahaley & Dennis, 1984). As lesbes
iniciais progridem com fibrose intersticial,
degeneragio do epitélio epididimdrio e,
eventualmente,  ruptura do  ducto
epididimdrio com extravasamento  de
espermatozéides para o intersticio, com O
desenvolvimento de granuloma
espermitico (Paolicchi, 2001). Segundo
Blasco (1990), a atrofia testicular e um
grau varidvel de aumento de volume da
cauda do epididimo sio caracteristicas de
infecgdo cronica. O epididimo afetado tem
consisténcia firme e ao corte apresentd
superficie de coloragio esbranquigada
devido proliferagio de tecido conjuntivo
(Fig. 1).

A interrupgdo da espermatogénese pod
resultar em atrofia testicular. As vesiculas
seminais podem apresentar aumento de
volume, com os dutos preenchidos por
liquido. As glindulas bulbo-uretrais, a

préstata e as ampolas  seminais
normalmente ndo apresentam alteragdes
significativas. Microscopicamente, O

epididimo afetado tem edema intersticial,
fibrose e infiltragdo perivascular  d
linfécitos € células plasmiticas (Fig. 2)

: v By
Figura 2, Carneiro. Epﬁfdimo com
inflamatério
perivascular e cistos intra-epiteliais. Epididimite por
Brucella ovis. (Cortesia do Prof. Franklin Riet-
Correa, Universidade Federal da Paraiba).
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Granulomas espermdticos compostos de
espermatozéides extravasados e recobertos
por linfécitos, células epiteliGides e células
sigantes  sdo  achados  freqgiientes.
Alteragdes macroscépicas geralmente sdo
observadas somente nos epididimos apos a
formagio de granuloma espermdtico
(Fig.3), sendo que na glandula vesicular e
na ampola do ducto deferente somente sdo
observadas lesoes microscopicas

garacterizadas pelo actimulo de células
inflamatérias (Foster et al., 1987).

Figura 1. Carneiro. Aumento acentuado de volumo da
cauda do epididimo com vérios nédulos amarelados.
Epididimite cronica por Brucella ovis. (Cortesia do
Prof. David Driemeier, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul).

i

infiltrado

no predominantemente

intersticio,
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Como conseqiiéncia da formagdo de
granuloma espermdtico, carneiros com
infecgio por B. ovis freqiientemenlte
desenvolvem reagio imune
antiespermdtica, que persiste mesmo apos
tratamento seguido de cura bacteriolGgica
e, portanto, pode ter significado na
patogénese da infertilidade associada
infecgio por B. ovis (Paolicchi et al,
2000). E importante ressaltar que as lesOes
descritas acima ndio sdo especificas para
infecgdo por B. ovis.

Figura 3. Cameiro. Superficie de corte da cauda do

epididimo, granuloma espermtico. Epididimite
cronica por Brucella ovis. (Cortesia do Prof. Franklin
Riet-Correa, Universidade Federal da Paraiba).

A inoculagdio experimental intravaginal de
ovelhas nio-gestantes resulta em vaginite e
endometrite (Homse et al., 1994) e, na
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ovelha gestante, a infecgdo por B. ovis
resulta em placentite, com lesdes mais
acentuadas nas regioes intercotiledondrias
do que nos placentomas.
Macroscopicamente,  hd acimulo de
exsudato fibrinoso amarelado sobre ©
cérion intercotiledondrio. Do ponto de
vista histolégico, além do acﬁm}llo
multifocal de  células inflamatorias,
predominantemente neutréfilos, podqn ser
observados focos de necrose € organismos
livres ou intracelulares, principalmente no
trofoblasto (Molello et al., 1963; Libal &
Kirkbride, 1983). Apesar das lesoes serem
mais acentuadas nas regides
intercotiledonarias, ~ também  ocorrem
lesdes semelhantes de menor intensidade
nos placentomas (Osburn & Kennedy,

1966).

No feto, a principal e geralmente a tinica
alteragdo  que pode ser obse'rvada
macroscopicamente € peritonite fibrinosa.
Microscopicamente, 0 pulmao feta;l pode
apresentar  focos de infiltragio de
neutréfilos nos bronquiolos € alvéolos e
acGmulo discreto de neutréfilos  nos
espagos porta no figado (Osbgrn &
Kennedy, 1966; Osburn, 1968; Libal &
Kirkbride, 1983). Os fetos geralmente
apresentam altos titulos de anticorpos anti-
B. ovis (Osburn & Kennedy, 1966).

Sob o ponto de vista de diagnéstico
diferencial, cabe ressaltar que, em um
estudo comparativo, Brucella abortus' c
Brucella melitensis apresentaram maior
potencial patogénico para indugdo de
aborto em ovelhas gestantes quando
comparadas com B. ovis. Tanto B. abomfs
quanto B. melitensis induzem lesdes mais
severas no placentoma da ovelha gestan‘tc.
enquanto a B. ovis tende a causar place‘ntlte
principalmente nas dreas

intercotiledondrias (Collier & Molello, &
1964). Importante ressaltar que ? abortu ':
e, principalmente, B. melitensis sao_agen?e.
zoondticos. Felizmente nao ha evidéncias

da presenga de B. melitensis no Brasil.
5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico da epididimite dos carneirof
¢ realizado pela associagdo de exames
clinicos, bacteriol6gicos ¢ soroléglc?
Recentemente, novos procedimentos temy
sido avaliados, envolvendo a detecgao de
DNA especificos, pela técnica da Reagac
da Polimerase em Cadeia (PCR) con

resultados  bastante ~ promissores. Of
principais métodos  laboratoriais G
diagndstico disponiveis estdo detalhado!
abaixo.

5.1. Exame bacteriolégico

0O isolamento da B. ovis do sémen per
o diagnéstico definitivo da enfermlfia
Conforme mencionado na introdugdo, !
importante levar em conta que outrg
microrganismos ~ também podem e
responséveis por epididimite € Qevem s€
levados em consideragdo no diagnostic
diferencial com a B. ovis. Entre 0s agen (e
que podem provocar epididimite em ovInge
destacam-se:
e Actinobacillus seminis
e A. lignieresi )
e Corynebacterium pseudotuberculosis
ovis .-
o Arcanobacterium (Corynebacteriun)
pyogenes
o Histophilus ovis
Haemophilus spp-

Em alguns paises como 2 Gra-Breta

Chlamidia e Toxoplasma estio també
envol-idos (Blasco, 1990).
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Trabalhos tém revelado que animais com
lesdes de epididimo e com reagdo
sorolégica positiva ndo apresentaram a
bactéria no sémen e, em contrapartida,
outros animais, apesar de ndo reagirem as
provas sorolégicas, eliminavam a bactéria
no sémen (Myers, 1973). Em fungio da
eliminagio da bactéria pelo sémen ser
intermitente, recomenda-se semear trés ou
quatro amostras coletadas com uma
semana de intervalo (Blasco, 1983). Esta
coleta € geralmente feita por meio de
eletroejaculador e devem ser tomadas
precaugbes assépticas durante a coleta,
pois além de contaminantes ambientais,
existe a flora sapréfita do preplcio que
inibe o crescimento da B. ovis. Para
minimizar estes inconvenientes
recomenda-se o uso de um meio seletivo
como o de Thayer-Martin modificado
(Brown et al., 1971; Blasco, 1990). Este
meio é composto por um meio basico (GC
medium), ao qual se adiciona 10% de soro
estéril e os antibidticos nitrofurantoina e
inibidor VCN (vancomicina, colistina,
nistatina). As placas sio incubadas por até
uma semana em atmosfera contendo 5-
[0% de CO,. A identificacdo da bactéria é
feita levando-se em conta a exigéncia de
soro e CO, para crescimento, morfologia
bacteriana e presenga de colGnias rugosas,
constatadas nas provas de acriflavina e
cristal violeta e ainda por aglutinagdo com
soro anti-R.

5.2. Exame soroldgico

Pelo fato da B. ovis apresentar morfologia
colonial permanentemente rugosa, a sua
parede celular difere das brucelas lisas
(uanto a constitui¢io do lipopolisacarideo,
pois carece da cadeia O, caracteristica
presente apenas nas brucelas lisas (Diaz et
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al.,, 1967). Como conseqiiéncia, o0s
anticorpos produzidos pela B. ovis ndo sdo
detectados  pelos mesmos antigenos

empregados nas provas convencionais
(Alton et al., 1988).

Virias provas sorolégicas tém sido usadas
no diagndstico da epididimite ovina.
Muitas, no entanto, foram abandonadas, ou

por serem pouco prdticas, ou por
apresentarem  baixa  sensibilidade e
especificidade. Dentre as mais usadas

destacam-se a fixagdo do complemento, a
gel difusio e a ELISA indireta (Clapp,
1955; Myers et al, 1972; Gall et al., 2003).

A prova de fixa¢do do complemento (FC)
tem sido o teste usado com maior
freqiiéncia, especialmente em programas
de erradicagio na Austrilia e Nova
Zelandia. A especificidade desta prova
depende fundamentalmente do modo de
extragio do antigeno. Os antigenos totais
obtidos por ultra-som, tiveram o seu uso
interrompido por apresentarem reagdes
cruzadas com outras brucelas e a utilizagiio
de antigenos celulares completos origina
reacoes cruzadas de B. ovis com outras
amostras rugosas de Brucella spp. (Diaz et
al., 1967; Myers et al, 1972). A utilizagio
de antigenos soliveis obtidos por
aquecimento e posterior centrifugagio de
suspensdes salinas de B. ovis (HS),
melhoraram bastante a especificidade do
teste (Myers & Siniuk, 1970). Outros
fatores, como a temperatura da prova (a
quente ou a frio) e o tempo de incubagdo
também influenciam na sensibilidade e
especificidade deste teste (Blasco, 1990).

Um estudo comparativo entre diversas
provas sorolégicas realizado por Spencer
& Burgess (1984), executado com antigeno
solivel (HS), revelou que a FC apresentou
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sensibilidade similar & prova de gel
difusio, mas, ao mesmo  tempo,
sensibilidade menor que a obtida no teste
de ELISA com o mesmo antigeno.

A FC, apesar de ser ainda usada em vdrios
paises em programas de controle e
erradicagio, tem contra si algumas
desvantagens como:

Complcxidade de execugio;

o necessidade de inativagdo do soro por
calor;

e atividade anticomplementar de alguns
SOTOS;

¢ dificuldade de se usar soro
hemolisado;

e fendomeno de prozona (Blasco, 1990).

Em fungdo disto, a prova de imunodifusao
em gel (GD) tem substituido a FC na
rotina. O método, adaptado por Myers &
Sinjuk (1970), apresenta boa correlagao
com os resultados da FC (Spencer &
Burgess, 1984). Esta correlagio €
explicada porque 0s anticorpos detectados
na gel difusdo sdo do tipo IgG, 0 mesmo
tipo de anticorpos identificados na FC
(Myers et al., 1972). As vantagens do uso
desta técnica em relagio a FC sio o custo
operacional ~ mais baixo, a menor
complexidade, a menor necessidade de
capacitagdo técnica e a maior possibilidade
de realizagdio a campo ou em laboratérios
com poucos recursos materiais (Blasco,
1083). O grande inconveniente € a falta de
padronizagdo do teste, mas quando as duas
provas sio usadas em conjunto, detectam
um nimero maior de animais positivos do
que quando usadas isoladamente (Myers,
1973; Poester & Vaz, 1977). Segundo
Blasco  (1990), a GD  apresenta

sensibilidade aumentada ou similar a da
EC desde que algumas precaugdes sejam
tomadas. Estas precaugdes envolvem a
titulagio de cada lote liofilizado do
antigeno produzido, frente a vdrios soros
positivos € 0 preparo do gel com solugio
hipertdnica de NaCl (10%).

Testes imunoenzimiticos tém sido usados
para o diagndstico da epididimite ovina por
diversos autores (Spencer ]
1984, Vigliocco et al., 1997;
2003). As principais diferencas entre as
técnicas usadas sdo os variados substrat
¢ antigenos empregados. Comparagd
entre GD, FC e ELISA tém revelado que.
individualmente o teste de ELISA
apresentou 0s melhores resultados. Alguns
soros com resultados positivos na GD
apresentaram resultados negativos na
ELISA, entretanto a combinagio da GD
com ELISA revelou a methor sensibilidade:
sem alterar a especificidade (Marin,
1989a). Recentes modificagOes
introduzidas no teste de ELISA por Gall et
al. (2003), resultaram em sensibilidade de®
06,3% e especificidade de 99,6%. Estas
modificagdes inclufram o uso de um
antigeno lipopolissacarideo Tugose
puriﬁcado (sem proteinas de membrana
externa), adsorvido a placas de baixa
capacidade de ligagio (low binding), nag
tratadas ¢ um soro composto de u
anticorpo monoclonal murino especifict
contra um epitopo de IgG, bovino (0 qual
tem reagio cruzada com IgG ovina),
conjugado 2 peroxidase. Segundo estes
autores, um teste de ELISA com estas
caracteristicas, poderia ser de utilidade em
testes para comércio internacional  de
animais em substituigdo aos testes de gel
difusio e fixagio do complemento.
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5.3. Métodos moleculares
Recentemente um teste de PCR foi
ayaliado como um teste adicional no
diagnéstico da  epididimite  ovina,
csp_ccialmente em amostras de sémen
muito contaminado ou quando estiverem
presentes poucas bactérias. Este teste
apresentou sensibilidade semelhante ao da
cultura bacteriana (Manterola et al., 2003).

6. VACINACAO,
ERRADICACAO

CONTROLE E

Em paises com alta prevaléncia da
enfermidade, programas de controle
baseados em vacinagio, seguidos de teste e
sacrificio, revelaram ser priticos e
c.conﬁmicos. Diversos tipos de vacinas
foram usados no passado, sendo as
pFimciras elaboradas com bacterinas em
diferentes adjuvantes como salina em dleo
ou hidréxido de aluminio, todas de
reduzida eficdcia (Buddle, 1954).

A vacinagao simultinea da amostra 19 com
bacterinas preparadas com B. ovis
apresentou boa protegio contra a infecgdo.
No entanto, carneiros vacinados passaram
ou a eliminar a amostra 19 no sémen, ou
manifestaram  epididimite e  ainda
permaneceram sorologicamente positivos,
o que interfere com o diagndstico
sorolégico (Blasco, 1990).

Segundo  diversos  ensaios,  vacinas
preparadas com a amostra atenuada Rev 1
de Brucella melitensis é provavelmente o
melhor produto disponivel contra a
§pididimite por B. ovis, conferindo
imunidade em mais de 80% dos animais
vacinados (Blasco et al., 1987; Marin et al.,
IQ?O). Tem sido usada extensivamente em
paises que convivem com B. ovis e B.
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melitensis. Entretanto, em paises onde a B.
meliufnsis ndo € problema, esta vacina ndo
tem sido aceita e na maioria dos casos estd
proibida. A principal razdo §é

Oibic que oS
animais - permanecem sorologicamente
positivos, o que interfere com os

programas de controle, além de ser
patogénica para o homem (Burgess, 1982).

A vacina elaborada com a amostra rugosa
RB51 de Brucella abortus, embora tenha
aprf:sentado resultados promissores quando
aplicada em camundongos (Jiménez de
Bagi.iés et al., 1994), revelou ndo conferir
lmunldﬂde quando testada em carneiros
(Jiménez de Bagiiés et al., 1995). Da
mesma forma, a amostra 2 de Brucella suis
também nio ofereceu uma boa alternativa
de vacinagio (Blasco et al., 1993).

Recentes estratégias para a obtengdo e
produgio de antigenos e novas maneiras de
se administrar e apresentar esses antigenos
para as células do sistema imune tém sido
pesquisadas. Extratos salinos de B. ovis sdo
compostos por uma mistura complexa de
lipopolissacarideo  rugoso (R-LPS) e
proteinas de membrana externa (OMPs),
especialmente as pertencentes ao grupo 3,
no qual se enquadram as chamadas Omp25
(25kD) e Omp31 (31kD). Preparagdes
elaboradas com mutantes deficientes em
Omp25 ou Omp31, sozinhas ou associadas
ao R'-LPS, demonstraram boas perspectivas
de imunizagio contra B. ovis quando
testadas em camundongos (Edmonds et al.,
2002; Estein et al., 2003). Sistemas
controlados de apresentagdo de antigenos,

ond_e’ sio usadas microparticulas de
poliéster, tém sido = recentemente
pesquisados com o objetivo de estimular

uma boa resposta humoral pela produgio

fie anticorpos opsonizantes, associada a

indugio de uma sdélida resposta do tipo Thl
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(Murillo et al, 2002). Estas vacinas, no
entanto, estio em fase experimental e em
funciio do seu alto custo de produgio ainda
podem demorar a serem usadas em larga
escala.

Embora o controle tradicional seja baseado
no descarte de carneiros infectados, o
tratamento de 12 carneiros, experimen-
talmente infectados, com oxitetraciclina de
longa duragdo isoladamente € 12 carneiros
com oxitetraciclina em associagdo com
estreptomicina, ~ resultou  em - cura
bacteriolégica em 333 e 91,6% dos
carneiros, respectivamente (Marin et al.,
1989). Carneiros eliminando B. ovis no
sémen, mas sem alteragoes palpdveis nos
epididimos, responderam com 78 e 89% de
cura bacteriol6gica, quando submetidos ao
tratamento com oxitetraciclina por 15 dias
associada A estreptomicina por 7 dias (9
carneiros tratados) ou oxitetraciclina mais
estreptomicina por 7 dias (9 carneiros
tratados), respectivamente (Dargatz et al.,
1990).
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BRUCELOSE SUINA

Alcina Vieira de Carvalho Neta'
Ernane Fagundes do Nascimento®
Renato de Lima Santos®

1. INTRODUCAO

A Brucelose suina foi diagnosticada pela
primeira vez em 1904, na Hungria por
Hutyra como uma doenga infecciosa
associada a abortos em suinos (Hipdlito et
al., 1965). Em 1914, Traum isolou pela
primeira vez nos Estados Unidos uma
bactéria do género Brucella em fetos
abortados de suinos, infec¢@o essa que por
muitos anos foi atribuida 4 Brucella
abortus. Mais tarde Huddleston em 1929
isolou 0 mesmo agente e classificou a
espécie como Brucella suis.

A B. suis é uma espécie caracterizada
morfologicamente como cocobacilo, € uma
cepa lisa estidvel de, aproximadamente,
04-0,8 por 0,6-3,0 pm. O organismo €
geralmente solitdrio, ndo tem motilidade e
nio forma endésporos (Alton, 1990).
Atualmente sdo conhecidos cinco biovares
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Litinin ph s
ou bi6tipos para B. suis, os biovares 1, 2, 3,
4 e 5, sendo os biovares 1, 2 e 3 0s mais
importantes para os suinos (Ewalt et al.,
1997). O biovar 4 é enzoGtico em renas ¢
alces (Rangifer sp.) na Sibéria, Alaska ¢
Canadd, ndo sendo patogénico para suinos,
apesar de ja ter sido descrito em casos de
brucelose humana. O biovar 5 é o agente
da brucelose em murinos (Mc Millan,
1999).

A brucelose suina estd associada A
infertilidade e aumento da taxa de
mortalidade de leitdes desmamados por
ninhada, podendo alcangar indices de até
80%, o que faz com que a doenga possa ter
grande importdncia econdmica. Essa
mortalidade é insignificante em animais
adultos, no entanto, porcas e varroes
perdem seu valor podendo ser descartados
devido a esterilidade. Além disso, deve-se
destacar ainda, as perdas financeiras
relacionadas as medidas de erradicagdo da
doenga em um rebanho (Radostits et al.,
2002).

2. EPIDEMIOLOGIA

A infecgio por B. suis tem distribuigio
mundial, destacando-se os biovares 1 ¢ 3
que ocorrem na Europa, América do Norte
e do Sul, Africa, Asia, Austrdlia e Ilhas do
Pacifico (Frye et al., 1991). O biovar 2
restringe-se a Europa e o biovar 4 ao
Canada (Forbes et al., 1991). No Brasil,
somente o biovar 1 j4 foi isolado (Caldas el
al., 1963; Poester, 1977) e poucos sio 0§
achados de brucelose suina no pafs,
decrescendo sua prevaléncia de 2,19% em
um levantamento feito em 1981 (Garcia-
Carrillo et al., 1987) para 0,34% nos
Gltimos  levantamentos  (Brasil, 2000).
Exames sorolGgicos de rotina realizados no
Estado de Minas Gerais indicam que @
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prevaléncia da brucelose suina € baixa no
Estado. conforme detalhado na Tab. 1.
Esse decréscimo se deve a intensificagio e
integragdo da produgdo suina em escala
industrial (Poester et al., 2002).

Tabela 1. Resultados acumulados de exames
sorol6gicos para a detecgdo de anticorpos anti-
Brucella suis pelo card test (Alton et al., 1975),
no Estado de Minas Gerais, nos dltimos cinco
anos*.

. % Resultados ~ Nuamero de
Periodo positivos animais
2000 0,00 137
2001 1,22 328
2002 0,00 14
2003 0.00. 64
2004 0,00 33
Total 0,70 576
+ Fonte: Instituto de Pesquisas Veterindrias

Especializadas — IPEVE, Belo Horizonte, MG.

As principais fontes de infecgio da
brucelose suina ocorrem através dos tratos
gastrointestinal e reprodutivo.  Suinos
infectados, principalmente varrGes ou
sémen de varrdes nio testados introduzidos
em rebanhos livres podem disseminar a
infecgdo (Hutching e Andrews, 1946). Os
hibitos dos suinos e as caracteristicas da
doenga sugerem o trato gastrointestinal
como a principal porta de entrada do
microorganismo, através da ingestdo de
fetos  abortados, ~membranas fetais
infectadas ou de secregdes contaminados
(McMillan, 1999).

A probabilidade de ocorréncia de brucelose
em rebanhos suinos comerciais criados
extensivamente em regides onde existem
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suinos selvagens contaminados € muito
grande. Desta forma, porcos selvagens 530
importantes para 2 manutengio da
brucelose suina (Leek et al., 1993; Nettles,
1991). Além disso, outros animais
silvestres como lebres e ratos podem s€
constituir em fonte de infec¢io para suinos.
Experimentalmente, suinos puderam  sef
infectados por B. suis através de mucosE
conjuntival ou nasal, sendo demonstrado
também a possibilidade de infecgio atraveés
da pele escarificada ou intacta (Leek et al.;

1993).

No que diz respeito a outras espécies
domésticas, a infecciio por B. suis (biovar |
e 3), particularmente através do trato
gastroentérico, ocorre em bovinos €
eqiiinos, especialmente quando  estas
espécies compartilham o mesmo pasto com
sufnos selvagens infectados. Essas espécies
geralmente apresentam-se coma
hospedeiros ~ ndo  contagiosos, — nag
constituindo em fonte de infecgio pard
outros rebanhos e ndo apresentandd
transtornos reprodutivos (Ewalt et al
1997), no entanto, podem comprometer um
programa de erradicagdo da brucelose, po"
os anticorpos produzidos na infeccao por
B.  suis, reconhecidos nos  testes
sorolégicos, reagem de forma equivalente
para B abortus causando confusdo na
interpretagdo dos resultados (Rogers et al.,
1989).

O homem ou animais em contato com
carcagas de suinos infectados, ou ainda,
alimentados com carne suina crua ou mat
cozida podem se infectar com B. suisy
embora na maioria destes casos a infec¢ao
seja assintomatica (Alton, 1990).

A capacidade de sobrevivéncia da B. Suis
no ambiente ¢ um fator relativamente
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importante na transmissdo da doenga.
Evidéncias experimentais demonstram que
B. suis ndo é resistente a pasteurizagio,
duas a quatro horas de exposigio ao sol e
desinfetantes comuns. Por outro lado, a
bactéria pode sobreviver em matéria
orginica sob refrigeragio e em baixas
temperaturas por até dois anos. o que
evidencia a importancia da implantagio de
programas sanitdrios efetivos no rebanho
(Lushsinger et al., 1965).

Os suinos de todas as idades podem
adquirir a infecgdo, no entanto, a literatura
descreve maior prevaléncia da infecgao em
sufnos  adultos,  principalmente  em
suinocultura intensiva onde a disseminagao
da doenca € muito rdpida. Portanto, a
maior prevaléncia em adultos
aparentemente estd relacionada ao maior
risco de exposi¢iio e ndo necessariamente i
idade (Alton, 1990). Os leitdes pos-
desmame de ambos os sexos sdo
suscetiveis a infecgiio pela ingestao de leite
de porca portadora ou infecgdo congénita.
Rebanhos infectados desenvolvem uma
imunidade tempordria, tornando-se, em um
curto  periodo de tempo, novamente
suscetiveis. A semelhanga do que ocorre
em outras espécies domésticas, os suinos
também

apresentam  resisténcia  ou
susceptibilidade determinadas
geneticamente, verificadas a partir de

cruzamentos entre animais selecionados
fenotipicamente (Cameron, et al., 1942).

Os biovares | e 3 da B. suis sio de alta
patogenicidade para 0 homem,
constituindo em um risco ocupacional para
trabalhadores de abatedouros, agougueiros
¢ veterindrios. Freitas et al. (2001) ao
relatarem sobre o risco de brucelose
zoondtica associada a suinos de abate
clandestino, observaram que de 139
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amostras de soros de animais de diversas
procedéncias do estado do Parg,
submetidos ao diagndstico sorolégico card
test e coro aglutinagdo rdpida, 54 (42,2%)
apresentaram anticorpos para Brucella sp.
e titulos aglutinantes assim distribuidos: 16
(11,5%) com titulo de 1:50; 27 (17,0%)
com titulos de 1:100; 8 (5,7%) com titulos
1:200 e 11 (7,7%) com titulos 1:400,
demonstrando o elevado risco sanitdrio
para pessoas no abate e para os
consumidores. Por isso, brucelose causada
por B. suis pode ter importincia em saiide
ptblica, devido ao risco de consumo de
carne suina contaminada.

A infecgdo bovina por B. suis também tem
importéncia zoonética devido a localizagio
do agente na glandula mamdria e sua
disseminagdo através do leite nio
pasteurizado (Ewalt et al., 1997; Alton,
1991; Alton et al., 1975; Becker et al.,
1978).

3. MANIFESTACAO CLINICA

As manifestagdes clinicas observadas na
brucelose suina sio bastante varidveis e
dependem essencialmente. do sitio de
atuagiio da bactéria. Nas fémeas suinas, os
principais achados sio infertilidade, estro
irregular, nascimento de leitegadas
pequenas ou de leitdes fracos e abortos,
que podem ocorrer em qualquer fase da
gestagho. A infertilidade ou abortos
precoces geralmente se manifestam por
sinais de estro entre 30 e 45 dias apds a
cépula ou inseminagdo que resultou em
concepgiio (Deyoe & Manthei, 1969).

A persisténcia da B. suis no trato genital
feminino varia consideravelmente. Apds o
aborto, algumas fémeas apresentam
descargas vaginais contaminadas com B.
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suis por até 30 meses, contudo, na_maior‘ia
das vezes, se ndo houver uma infecgao
vaginal secundaria, estas voltam a ciclar
com subseqiiente copula e concepgdo bem
sucedidas restaurando sua capacidade
reprodutiva (Deyoe, 1986).

Nos varrdes, as principais manifestagoes
clinicas sdo orquite, epididimite (Fig. 1),
além de dificuldade de locomogao nos
casos em que ocorre artrite € osteonlielise.
Alguns machos desenvolvem infe’cgao
somente nas glandulas sexuais acessorias,
nio resultando em reducdo da fertilidade
dos mesmos. Contudo, a infecgao e lesdes
das glandulas sexuais sao mais gxtensas e
irreversiveis e, por isso, constituem em
importante fonte de infecgdo pelo sémen
(Vandeplassche et al., 1967).

Em suinos jovens ou em crescimento.
independente do sexo, a manifestagio
clinica mais comum ¢é a espondilite €
paralisia (Feldman & Olson, 1933).

Figura 1. ‘Varrdo. Bolsa “escrotal aumentada de
volume. assimétrica, devido a orquite por Br:_u-e!!u
suis. (Cortesia do Prof. José Monteiro da Silva Filho).

Na brucelose suina ndo se prescreve

tratamento com antibioticoterapia  ou
outros quimioterapicos. O  uso de
tetraciclinas, estreptomicina ou

sulfonamidas, experimentalmente, isoladas

ou em associagio em doses elevadas € por
longo periodo mostrou-se temporariamen.
eficiente no controle da bactereg11
Contudo, apés a supressdo da prescrigag
destes medicamentos, a bacteria f.
encontrada em tecidos suinos.  Ist@
demonstra que a antibioticoterapia nio €
efetiva para eliminagdo da B. suis € a
condigio de portador, mesmo para animais
que tem infeccdo inaparente (Radostits @l
al., 2002).

4. PATOGENESE E LESOES

A patogénese da B. suis nos _di_ferent.
biovares 1, 2 ¢ 3 € bastante similar. Of
organismos  penetram  na  MUCOS&
geralmente do trato gastrom_testmal. u
reprodutivo, através de mecanismos am
nio conhecidos, desencadeando u
resposta inflamatoria linfoplasmo_citéria 0
local. Em seguida colonizam 08 linfonodos
regionais como organismos livres ou n@
interior de fagocitos. Com @
desenvolvimento da linfadenite regional ng
sitio de entrada, os microorganismo
alcangam a  circulagao linfélic?l €
sanguinea, promovendo bact‘erer‘ma |
consegiiente disseminagdo da infecgdo pard
os diferentes  orgdos € tecndo
especialmente Orgdos sexuais mascul?no
Gtero. tecido dsseo e articular (Mc Milla !
1999).

O tempo de bacteremia varia d‘e. um
semana a 34 meses, resultando em sitios dg
infeccdes secundérias durante o curso &8
doenca. Algum tempo apds a exposigao, of
sitios de localizagdo do organismo tenden
a reduzir em numero, ocorrend‘
persisténcia da B. suis principalmente ol,
orgaos do sistema reprodutivo que contén
elevados niveis de eritritol ¢ no interior d@
reticulo  endoplasmatico  rugoso (
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trofoblasto cori6nico, podendo ocorrer
também lesdes em outros G6rgidos, tais
como: linfonodos, bago, figadc, rim,
glindula mamdria, tecido dsseo, articular e
nervoso (Deyoe & Manthei, 1967).

O crescimento e multiplicagdo da B. suis
no interior de macréfagos dos Grgaos
acometidos direciona o curso da infecgido a
uma possivel resposta de
hipersensibilidade retardada desenvolvida
pelo organismo, determinante da lesdo
granulomatosa tipica observada. Essa lesdo
se inicia com o actmulo de histiGeitos,
células epiteliides, neutréfilos e células
gigantes, seguida de necrose caseosa
central e tecido fibroso capsular (Kennedy
& Miller, 1993).

Embora possa ocorrer em qualquer fase da
gestagdo, o zborto geralmente ocorre entre
o segundo e terceiro més de gesta¢do, mas,
comparativamente, sua incidéncia €
relativamente menor do que na brucelose
bovina. Na espécie suina, a morte dc
neonatos e morte embriondria precoce sio
mais freqlientes do que a ocorréncia de
aborto. Pode ocorrer retengdo de placenta e
endometrite, com o ltero apresentando-se
congesto, hemorrdgico e edemaciado,
havendo liberagdo de exsudato catarral de
origem uterina, que contem grande
quantidade de B. suis (Kennedy & Miller,
1993).

No tdtero e na tuba uterina, as lesdes
observadas sdo caracteristicas e nao
dependentes do estado de gestagio. As
lesbes se apresentam como pequenos
nédulos  amarelo-esbranquicados  de
didmetro entre 2 ¢ 3mm na mucosa destes
Orgdos, que em podem coalecer, formando
placas irregulares de exsudato caseoso no
endométrio. Também podem ser observado
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nestes o6rgios, tecido

proliferagio de
conjuntivo  fibroso associado a um
infiltrado  inflamatério  linfohistiocitdrio
difuso (Enright, 1990; Kennedy & Miller,

1993).

Nos machos, tém sido verificados
processos inflamatérios intensos nos
testiculos e epididimo caracterizados por
abscedagio que determina  necrose
fibrinopurulenta do ©érgdo. Esta lesio
geralmente encontra-se circundada por
células epitelidides formando um tecido
conectivo capsular (Thomsen, 1932).

As lesOes articulares, como sinovites,
também sdo bastante comuns na bruzelose
sefna e caracterizam-se por reagdes
purulentas ou fibrinopurulentas que afetam
principalmente as grandes articulagdes
(Kened & Miller, 1993). As lesdes Gsseas
tais como espondilites caracterizam-se por
reagdes inflamatdrias ou lesdes
granulomatosas localizadas -principalmente
nos discos intervertebrais das regides
lombar e sacral (Feldman & Olson, 1€33).

5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O método mais sensivel e especifico de
diagnéstico da brucelose suina é o
isolamento do microorganismo, através de
técnicas de cultura realizadas a partir de
produtos de abortos, swabs vaginais, lesdes
testiculares, abscessos, linfonodos e sangue
(Alton, 1990; Rogers ct al., 1989).

A deteccio de anticorpos anti-B. suis por
de técnicas sorolégicas também tem
elevada sensibilidade, com numerosas
alternativas metodolégicas disponiveis. Os
métodos de diagndstico soroldgicos da
brucelose suina foram - adaptados e
desenvolvidos com base no antigeno de
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Brucella abortus, pois ambas possuem
antigenos lipossacarideos de superficie
lisas muito similares (Payeur et al., 1990).

Os testes sorolégicos mais comuns sao 08
testes de aglutinagdio em placa e do cartdo
de rosa-de-bengala, o teste Rivanol, a
fixagio de complemento, imunodifusio em
dgar-gel, aglutinagio em tubo e 2-
mercaptoetenol (Leek et al., 1993). O teste
de soroaglutinagio em placa demonstra
sensibilidade variando entre 62 a 79%, ao
passo que a sensibilidade apresentada no
teste de fixagio de complemento e
aglutinagio em tubos varia de 40 a 51%
(Alton, 1990; Payeur et al., 1990). O teste

de imunodifusdo, também usado no
diagnéstico, demonstra resultados ainda
menos sensiveis do que os testes

sorolgicos padroes (Payeur et al., 1990;
Lord et al., 1992; Ferris et al., 1995). Os
autores  acrescentam ainda que &
sensibilidade e a especificidade dos testes
variam coma a fase de infec¢iio devendo
ser realizados mais de um teste para O
diagnéstico definitivo.

As pesquisas para O desenvolvimento de
testes Imunoenzimiticos (ELISA - Enzyme
Immunossorbent Assay) para o diagnéstico
da brucelose suina tem sido conduzidas,
com resultados bastante satisfatérios, que
indicam a futura utilizagio desse método
em campanhas de controle e erradicagfo da
doenga  (Office International  des
Epizooties, 1997).

Atualmente, a utilizagio da Reagiio em
Cadeia da  Polimerase (PCR) e
especialmente a nested-PCR tem sido um
instrumento de grande sensibilidade na
detec¢dio diagndstica da infecgdo por B.
suis. [Essa técnica molecular tem
revolucionado as abordagens diagndsticas

e demonstrado capacidade na determinagi
¢ discriminag@o entre a infecgdo por B. suil
e B. abortus, além da aplicabilidade com@
ferramenta diagnéstica utilizada a partir d§
diferentes amostras clinicas (Fayazi et 2
2002).

6. CONTROLE E ERRADICACAO

Até o momento, ndo existe uma vacing
disponivel eficaz para B. suis. Vacina
contra B. abortus ndo apresentam bons
resultados no controle da brucelose suing

(Alton, 1990).

B.suis é o estabelecimento e manutengag
de rebanhos fechados, livres da brucelose
A implementagio de programas ¢
estabelecem a identificagio periédica

positivos da doenga tem eliminado
grande nimero de rebanhos infectadg
(Spencer & Mattison 1975).

Quando diagnosticados animais positivo
para B. suis algumas medidas podem se
tomadas no rebanho. A medida ma
eficiente de controle é a despopulagl
completa, principalmente em rebanha
comerciais produtores de carne. A
populagio da propriedade com suing
livres da infecgdo, testade
sorologicamente, deve ser realizada apdsi
periodo de seis meses. A despopulagil
completa é uma alternativa de controle qu
resulta em impacto econdmico elevade
Por isso, a erradicagio pode ser feita
partir de um programa de despovoame
parcial. {

A despovoagio parcial € uma medid

utilizada principalmente em suinos
reprodugdio, onde, @ partir dos resultade
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ul?lidos pelos testes de diagndstico sdo
climinados todos os animais adultos
reagentes ou ndo para B, suis,
pcrmam?cendo somente os leitdes, que
proporcionarao a re-populagio do rebanho.
lmsg processo de erradicagdo € gradual e
muitas - vezes ndo alcanga sucesso (Mc
Millan, 1999). Segundo Radostits et al.
(2002), a erradicagio da brucelose suina
somente podera ser atingida
desenvolvendo-se um nicleo a partir de
rebanhos  atestados e livres para esta
loenga, utilizados na reposi¢io de
rebanhos.

7. LEGISLACAO PERTINENTE

Segundo instru¢do normativa n°14 e 15 de
levereiro de 2002, a Secretaria de Defesa
Agropecudria do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento  (MAPA)
cstabelece normas para certificagio de
pranjas  de reprodutores suideos. Esta
norma determina que sejam realizadas
provas sorolégicas para brucelose com
mtc:rvalos de seis meses, utilizando
antigeno acidificado tamponado ou outro
aprovado pelo MAPA e indicado para o
caso. Deverdo os soros reagentes ser
submetidos as provas complementares
como a do 2-mercaptoetanol ou fixagio de
t'uerlcmcnto. A granja de reprodutores
lerd as condigdes soroldgicas ideais se
lndos os testes realizados forem negativos.

No caso de positividade, a granja terd sua
certificag@io suspensa, os animais positivos
deverdo ser eliminados e realizados novos
lestes no plantel em até 30 dias. Persistindo
I positividade, a granja perde a
vertificagdo.
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1. INTRODUGAO

Até a metade da década de 1960, os casos
de brucelose relatados indicavam  a
infecgio dos cées por Brucella melitensis,
B. abortus e B. suis (Morse, 1951, Taylor
et al, 1975; Alton, 1990a; Alton, 1990b;
Carmichael, 1990).

No meio da década de 1960, o estudo de
uma epidemia de abortos em cies da raga
beagle nos USA culminou, em 1966, com
o isolamento de uma bactéria Gram
negativo de fetos abortados que foi
identificada como estando associada ao
surto de abortos (Carmichael, 1966). Pela
similaridade de algumas das caracteristicas
bioquimicas com bactérias do género
Brucella, essas bactérias isoladas foram
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classificadas como B. canis (Carmichael &
Bruner, 1968; Moreno et al., 2002).

Desde entdo, a brucelose canina causada
por B. canis ja foi observada na Africay
Américas, Asia e Europa (Carmichael,
1090; Wanke, 2004). A infeccio vemy
sendo identificada como responsdvel poE
perdas significativas em canis (Carmichael,
1990, Johnson e Walker, 1992) e como
causadora de doenga no homem (Godoy et
al., 1979; Corbel, 1997).

A brucelose canina por B. canis ¢ uma
doenga  contagiosa, com transmissao:
venérea e oral, caracterizada por problemas;
reprodutivos em  machos ¢ fémeas,
principalmente, aborto no tero final da
gestagio, podendo também levar a
manifestagbes articulares € si S
(Carmichael, 1990; Carmichael & Greene,

Apesar de ser menos patogénica para 0
homem que a infecgdo por outras espécies
de Brucella, a infecgio por B. canis ja foi
reconhecida como causa de ZOONose
(Swenson et al., 1972; Polt et al., 1982).
Apesar de ndo ser comum 4 infecgdo
humana, o cariter zoonético da brucelose
canina deve ser considerado devido &
intima relagiio da populagio canina com 08
homens e pelo estreito contato entre cies @
criangas no ambiente familiar (Vargas et
al., 1996; Almeida et al.. 2001). No
homem a doenga se caracteriza por febre,

1986). Em alguns casos raros, !
acontecer complicagbes como endocardite,
meningite, artrite, hepatite e abscessos
viscerais (Acha, Szyfres, 1986; Carmichael
& Greene, 1990). A infecgdo humana
acontece pelo contato com secregOes

Cad. Téc. Vet. Zootee., n.47, p.66-82, 2005

vaginais, material de aborto e parto de

animais  infectados e  manipulagdo
luboratorial ~ (Acha,  Szyfres, 1986;
(‘armichael, 1990; Shin, Carmichael,
1999).

2. EPIDEMIOLOGIA
2.1. Etiologia

A infec¢io de cdes por B. melitensis, B.
abortus e B. suis é ocasional e ocorre
(uando os animais se encontram €m
situagdes epidemioldgicas de risco como
¢riagio em estreito contato com caprinos e
ovinos (B. melitensis), suinos (B. suis) e
bovinos (B. abortus) infectados (Morse,
1951; Santa Rosa et al., 1974; Taylor et al.,
1075 Alton, 1990a; Alton, 1990b;
("armichael, 1990).

Os cles se infectam pela ingestio de leite
cru ou pelo contato com tecidos animais e
restos de abortos contaminados, em fungao
de dividirem o mesmo ambiente com outra
espécies  infectadas.  Geralmente — se
comportam como hospedeiros terminais
dessas Brucella sp. (Carmichael, 1990).
Apesar da infecgdo por essas outras
Brucella sp., a brucelose de importincia
epidemiolégica nos cdes € a causada por B.
canis.

A B. canis é um cocobacilo pequeno
(1-1,5um), Gram negativo, aerdbio, que se
diferencia de outros membros do género
Brucella, principalmente por apresentar
morfologia colonial rugosa e por ter seu
¢rescimento inibido pela presenga de CO,
(Alton et al., 1988). A B. canis, assim
como a B. ovis, apresenta-se naturalmente
¢om morfologia colonial permanentemente
fugosa, ndo tendo sido nunca observada
¢om morfologia lisa. Isto ocorre em fungio

* experimentalmente,
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destas bactérias ndo apresentarem ¢
lipopolissacarideo da  parede celult
completo (Diaz et al., 1968). Uma outry
caracteristica peculiar a B. canis € tambén
apresentar colonias de aspecto mucdide
(Carmichael, Kenney, 1970).

2.2. Hospedeiros

A infecgio por B. canis tem sid
naturalmente  observada em  canideo
domésticos e selvagens (Pollock, 1979
Carmichael, 1990). Sorologia positiva ||
foi observada em gatos (Randhawa et al,
1977; Larsson et al,, 1984), mas estes
apesar de poder em se infecta
sio  relativament
resistentes & infecgio (Carmichael 4
Greene, 1990). Animais de laboratdric

como cobaias, podem ser infectado
experimentalmente (Garcia-Carrillg
1990).

2.3. Distribuicéio

A brucelose canina foi primeirament
diagnosticada nos USA na década de 196
(Carmichael, 1966) como causa de abortc
e falhas reprodutivas e, desde entdio, el
sido diagnosticada em vdrios paises.
doenca continua sendo de ocorréne
comum em alguns estados do sudeste d¢
Estados Unidos (Wooley et al., 1977; Shii
Carmichael, 1999), estando bastan
difundida em vdrios paises como Méxi
(Flores-Castro, Segura, 1976), Argentit
(Myers, Varela-Diaz, 1980; Baruta el a
2001), Chile (Zamora et al., 1980), Pel
(Carmichael, 1990), alguns pafses «(
Europa (von Kruederier, '1974; Tayl
1980), Japao (Yamauchi et al, 1974)

India (Srinivasan et al., 1992), tem si(
também diagnosticada ~ em ¢
comerciais.
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Tabela 1. Fregiiéncia de brucelose canina em diferentes regides do Brasil.

i idad Local Técnica Indice Referéncia ‘
19]':2nm10 Esst:;’do Sio Paﬁl]g = SAT™ 70  Sandovaletal, 1976
1977 MG  Belo Horizonte Isolamento™ Godoy etal., 1977 =
1977 RS Porto Alegre SAT ; 119 Wald, chalndi:;.sllm.

a L 9.1 Larsson et al.,
P Sio Paulo SAR ;
- ° SAT 24
SAR-2ME
1981 SP Campinas e 54 Germano et al., 1987
i Gy 15 Cortes et al., 1988
Sp Sio Paulo IDGA i t
llggg sC Lages Planalto SAR 31,0 Schiemper, Vaz, 1990
SAT 9,0 !
1997-1998 BA  Camagari M.te Gordo  IDGA Melo et al., 1997/ 1998
1997-1998 PA Belém IDGA 454 Molnar et al., 2001
FC® 38,6
IElisa 7 46,1 -
Moraes et al., 2002a
P Serra de Botucata ® SAR 1,77 ¥
9% s SAR-2ME 0,84 L 2002
i Souza et al.,
- MG Belo Horizonte IDGA 4.8 ! :
:?)gg pe RJ Rio de Janeiro IDGA 29,4 Maia et al., 1999
Niterdi 19,2 . i
2000 Rl Rio de Janeiro IDGA 9.8 VIE.:II‘B. et :1 2004
2000-2002 SP  Diversas® 12 Canis IDGA 33,9 Keid et al., .
Isolamento 14,0 ” -
1f IDGA 14,2 Almeida et al., ‘
2001 MG  Alfenas - Loy |
IElisa 46,2 g It
i i 9,2 Moraes et al.,
RJ Rio de Janeiro Zona Oeste  IDGA ] .
iggg RJ Rio de Janeiro Canil IDGA 58,3 Ferreira et al., 2003
Isolamento 45,0 ;S
Alves et al.,
PB Patos IDGA 3,6
%g?); Sp Santana de Parnaiba IDGA, FC 2,2 Azevedo et al., 2003

0_SAT-Soroaglutinagdo em tubo;
Soroaglutinagdo rdpida com Z—mer.caploetanol;
complemento; “-ELISA-ELISA indircto:

e centros de reprodugdo de pequenos
animais, em vdrios outros  paises
(Carmichael, 1990).

No Brasil, levantamentos sorol6gicos em
cies tém revelado uma prevaléncia entre
0.84 e 58,3% dependendo da regido e do
tipo de criagdo (Tabela 1). Sandoval et al.
(1976) foram os primeiros a constatar a
presenga de anticorpos contra B. canis em
79 dos cies de rua da cidade de Séo
Paulo, sendo o primeiro isolamento
realizado no ano seguinte em Minas Gerais

@ _primeiro Isolamento no pais;
5 IDGA-Imunodifusio em gel de dgar;
®_Microrregido da Serra de Botucatu;
Mogi das Cruzes, Osasco, Sio Bernardo do Campo e Sio Paulo
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®_SAR-Soroaglutinagio rapida; “V-SAR-2
®_FC- Fixagio @

—

®._Campo Limpo, Cotia, Ttu,

por Godoy et al.  (1977). Ne

experimento, a B. canis foi isolada a part
do sangue de uma cadela com histéric
recente de aborto e titulo elevado na prov
de soro-aglutinagao.

As fregiiéncias de sorologias positivas par
B. canis nos diversos estudos realizados i
Brasil nio sio diretamente compardveis
pois hia  grandes diferencas

delineamento amostral, que variam
estudo de um canil com animais infectad
a estudos de prevaléncia em animais d
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companhia ou de animais errantes. No
entanto, pode-se concluir que a infecgiio de
ciies por B. canis estd disseminada no pafs.

2.4. Transmissao

A disseminagdo da brucelose em um canil
¢ bastante ripida e os cdes podem adquirir
1 doenga pela penetragio da B. canis nas
mucosas conjuntival, vaginal e oronasal
(Carmichael, Joubert, 1988). Geralmente a
doenga entra em um canil pela aquisi¢do de
vies infectados ou por cides que foram
utilizados na reprodugdio com animais de
fora do canil.

A infecgdo  natural ocorre  mais
freqiientemente pela via oronasal apos
ingestio de alimentos contaminados,
contato com placenta ou fetos abortados,
onde a concentragio de bactérias pode
chegar a 10" bactérias/m! (Carmichael,
Joubert, 1988), ou com descargas vaginais
de cadelas infectadas que estdo no cio ou
que abortaram. Estas descargas vaginais
podem conter altas concentragbes de B.
canis  (10° bactérias/ml) por até seis
semanas pos-aborto (Carmichael, Kenney,
1970; Carmichael & Greene, 1990). A
dose infectante por via vaginal ainda nio
estd estabelecida, mas a dose infectante por
via oral é de 10° bactérias/ml (Carmichael,
Joubert, 1988) e por via conjuntival de 10*
10° bactérias/ml (Serikawa, Muraguchi,
1979).

Outra forma importante de transmissio da
brucelose canina € a transmissdo sexual. O
macho excreta B. canis pelo sémen
principalmente nos primeiros dois meses
pos-infecgiio, mas esta excregdo pode
continuar de forma intermitente por mais
de dois anos em ciies aparentemente sadios
(George et al., 1979). A transmissio sexual

69

pode ocorrer tanto do macho para a fémea
como da fémea para o macho, pois as

secregdes do cio  possuem  altas
concentragdes do microorganismo.
Embora ambos os sexos eliminem

bactérias na urina, a concentragio de B.
canis presente na urina dos machos é-maior
(10> a 10° bactérias/ml), sendo mais
importante como fonte de infecgdo
(Serikawa, Muraguchi, 1979).

A brucelose canina ndo foi transmitida
entre animais impiberes, machos e fémeas,
mantidos juntos por vdirios meses em
contato  estreito;  entretanto  houve
transmissdo em ambos os sexos apds o
estro ou a cobertura (Carmichael, 1990). A
transmissdo da doenga entre cdes machos
sexualmente maduros mantidos juntos
também ji foi observada (Carmichael,
Joubert, 1988; Serikawa, Muraguchi,
1979).

A realizagio de transfusdes sangiiineas
com a utilizagio de animais doadores
infectados também constitui uma forma
importante de transmissdo da doenga,
devendo somente ser realizadas com
animais sorologicamente negativos, pois a
bacteremia na infec¢dio por B. canis pode
persistir por mais de cinco anos
(Carmichael, 1990).

B. canis ji foi isolada de Rhipicephalus
sanguineus que se alimentavam em
animais infectados (Peres et al., 1981), mas
a importincia da transmissio da brucelose
canina via carrapato nio estd esclarecida.
A transmissdo vertical e via ingestdo de
leite de cadelas infectadas também jd
foram relatadas (Carmichael & Greene,
1990). Torna-se importante a transmissio
via fémites, equipamentos ou instalagdes
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contaminadas em fungdo da grande
quantidade de Microorganismos eliminados
durante o parto ou aborto ou mesmo na
urina dos cies machos ¢ a alta resisténcia
de B. canis no ambiente (Carmichael,
1990; Johnson, Walker, 1992; Megid et al.,
1999).

3. PATOGENIA

A patogenia da infecgdo por B. canis se
assemelha ao padrio de infecgdo por
outros  Microorganismos do  género
Brucella; a infecgao ocorre via membranas
mucosas e o periodo de incubacio é muito
varidvel.

Uma caracteristica importante da brucelose
canina é a longa bacteremia que s€ inicia
em torno de uma a duas semanas apds a
infecgio do organismo hospedeiro. Esta
bacteremia, que pode permanecer por mais
de cinco anos de forma intermitente e em
niveis  elevados  (superior 4 10°
bactérias/mL), € responsdvel pela
disseminagio da bactéria no organismo

(Carmichael, 1990).

Por ser uma bactéria intracelular
facultativa, em fungéio de sua capacidade
de sobreviver em células fagocitdrias,
principalmente macréfagos, a
disseminagdo da B. canis No 0rganismo
estd associada a leucocitos. Infecta
principalmente 6rgdos linfoides, como
linfonodos, bago e medula Ossea, € 0 trato
reprodutivo de animais de ambos 08 SEXO0S.

Ao atingir os 0rgdos linféides, a B. canis
causa uma hiperplasia linforeticular
generalizada, envolvendo principalmente
os linfonodos retrofaringeos ¢ inguinal,
além de hiperglobulinemia. E caracteristica
da doenga a persisténcia de anticorpos nao

protetores,  queé parecem ter poucd
influéncia no nivel de bacteremia 0
nimero de microorganismos nos tecidos.
(Carmichael & Greene, 1990). 1

A exemplo do que ocorre na infecgdo por.
outros parasitas intracelulares, a imunidade
mediada por células € o mecanismo de
defesa mais importante contra B. canis
(Carmichael & Greene, 1990, Wyckoff
2002).

Nos machos, a qualidade do sémen estd
bastante alterada em animais infectados
por B. canis. Ao exame do sémen, 30 a
80% dos espermatozdides apresentam
aspecto anormal duas a cinco semanas pos=
infecgdo e apds 20 semanas, mais de 90%
dos espermatozdides apresental
anormalidades e redugao de motilidade
(Carmichael, 1976). Um achado muito
sugestivo de brucelose canina é a presengs
de espermatozdides aglutinados.  Iste
provavelmente é conseqiiéncia da quebri
da barreira hematotesticular, em fungio da
inflamagfio e lesbes causadas pela B. canis
e liberagio de antigeno espermatic
extratubular, o que induz o sistema imun
a  produzir  anticorpos aglutinante
antiesperma (espermaglutininas) (Serikawi
et al., 1981). Estes auto-anticorpos contr
espermatozoides estiio presentes no plasm
seminal de animais infectados, mesmo N
auséncia de anticorpos anti-B.  cani
(Carmichael, 1976). A resposta imung
desencadeada contra 08 espermatozGidet
contribui para a epididimite, infertilidade ¢
eventual  interrupgio espermatogénict
observada na maioria dos  machg
infectados (Carmichael & Greene, 1990]
Além disso, B. canis infecta a préstata e 0
testiculos causando prostatite € orquite
que pode evoluir nos casos cronicos par
atrofia testicular (Carmichael, 1990).
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O ftero nio gestante ou no diestro ndo €
um ambiente propicio a infeccdo por B.
r:mu's (Carmichael, 1990). Entretanto, em
fémeas gestantes, B. canis pode invadir
células do epitélio placentdrio,
ransformando a  placenta em um
importante ambiente de multiplicagdo do
agente, o que ocasiona a morte do embrido
ou feto e o aborto (Carmichael & Greene,
1990). O feto se infecta no dtero via
placenta ou liquido amnidtico (Carmichael,
Kenney, 1970).

A B. canis também pode se instalar em
outros tecidos, causando discoespondilite,
uveite, glomeronefrite, ~meningite e
endocardite (Henderson et al, 1974;
Saegusa et al., 1977; Kerwin et al., 1992;
Ying et al., 1999).

Alguns  animais  podem  apresentar
recuperagdo espontinea ein torno de um a
cinco anos apdés a infecgio. Cies

recuperados apresentam resultado negativo
ou baixos titulos de anticorpos aglutinantes
¢ sdo imunes A reinfecgdo, o que reforga o
papel da imunidade mediada por células na
protegdo contra a infecgdo por B. canis
(Carmichael, 1976; Carmichael & Greene,
1990; Wyckoft, 2002).

4. SINAIS CLINICOS E LESOES

Os sinais clinicos da brucelose canina
estio associados principalmente ao trato
reprodutivo de machos e fémeas. No
entanto e apesar da difusdo sistémica da
doenga, os animais infectados com B. canis
§io geralmente assintomdticos,
principalmente ant=s da puberdade, quando
o sinal clinico mais evidente, quando
ocorre, é uma linfoadenopatia
generalizada. A febre também niio é um
achado fregiiente em animais infectados
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(Carmichael & Greene,
2004).

1990; Wanke,

Animais infectados pela via oral
apresentam os linfonodos retrofarirgeos
aumentados de volume, enquanto as
fémeas infectadas pela via vaginal
normalmente apresentam aumento de
volume nos linfonodos  inguinais
superficiais e iliacos externos. Este
aumento de volume ji é palpdvel duas
semanas ap6és a infecgio. Com a
progressio da doenga outros linfonodos
podem ser acometidos, tornando-se
também evidente a esplenomegalia. Outra
alteragiio comum € a presenca de infiltrado
inflamatério em todos os drgdos do trato
geniturindrio (Carmichael, 1990).

A brucelose canina é mais freqiientemente
diagnosticada nos machos que nas fémeas
em fungio do aumento de volume e
problemas apresentados no epididimo e
escroto. Em presenca de aborto nas
fémeas, infertilidade ou epididimite nos
machos, geralmente hd poucos problemas
de diagnéstico, especialmente quando estes
quadros clinicos ocorrem num canil, onde
véarios animais estio contaminados. Maior
dificuldade diagnéstica ocorre quando um
inico animal aparentemente normal se
apresenta para diagndstico.

No macho, a infecgdo geralmente £
acompanhada de baixo desempenho
reprodutivo e infertilidade. Isto se deve &
epididimite e prostatite causadas pela B.
canis. Diferentemente do que ocorre na
brucelose bovina e suina, na brucelose
canina a orquite nio ¢ um achado
consistente (Fig.l), principalmente em
ragas pequenas, mas normalmente observa-
se degeneragio de epitélio seminifero
(Carmichael,  Kenney, 1970). HA
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i das
diminui¢do de volume do sémen e aumento no ttero. Isto se deve ao costume

‘ de ingerir todo o material expelido abdominal subcutﬁnea: 0 que sugere que a escrotal e baixa qualidade de sémen nos
de anormalidades espermiticas  como cadelas de ingerir t € s —— morte fetal no dtero € anterior em alguns machos. Nio hd  alteragio  nas
espermatozdides imaturos, caudas no aborto, prmcug r::;:;,zeidg Um i dias ao aborto (Carmichael, 1990). As caracteristicas hematoldgicas dos animais
dobradas, gota citoplasmdtica e C‘j‘be‘?_?s cn.adas s SEpHY it & un';a PR cadelas infectadas podem parir natimortos infectados (Carmichael, 1990), mas o
isoladas (Carmichael, 1976). Aglutlr}aqao ev@ente deSt?'dquaSerosanguinﬂlenta ol ou filhotes fracos em duas ou trés exame de sémen pode ser muito dtil, ji que
espermdtica e presenca de células vf!gmal muc((i)l Z, e & altamenil gestagdes e apresentarem ninhadas normais as anormalidades espermdticas podem ser
inflamatérias também  sdo observada!s cinza ~esver ea-ol; lqunne 1970) em gestagdes subseqiientes. Hé relatos da  observadas cinco semanas apds a infecgio
(Serikawa et al, 1981). Os animais infecciosa (Carmichael, % ’ ocorréncia de ciies vivos e mortos em uma e se tornam pronunciadas por volta da
acometidos, principalmente com Os fetos abortados estio geralmente mesma ninhada. Fetos vivos expelidos oitava semana pés-infecgio (George et al,
epid'!d%rpite, apresentam [dor " :’) alftoli:ados, com edema subcutine préximo a‘o final da gcsmgaf) norn;almcme 1979).

sensxttnhdgdi,o Elnrgcgizozr;ﬁese:ﬁ: e Congestio | © hemorragia da  regid sio fracos e morrem dentro de 24 a 48

escroto.

dermatite  escrotal, contaminada ~ por
estafilococos ndo hemoliticos, em funcdo
desta lambedura (Carmichael, Kenney,
1970). Em infecgoes cronicas pode h‘aver
prostatite granulomatosa, azoOSpermia e
atrofia testicular (Carmichael, 1990).

A principal suspeita de brucelose canina %
a ocorréncia de aborto em torno do 45°-55

dia de gestagdo (Fig.2), pois a infecc@o por
B. canis ¢ a principal causa de aborto em
cadelas no tergo final de gestagao. 0
aborto, apesar de ocorrer com mais
freqiiéncia no final de gestagﬁg, pode
ocorrer em qualquer fase gestacional. E
comum observar-se falha na concepgao,
em fémeas ndo estéreis, apés uma
cobertura aparentemente bem sucedida, o
que sugere morte embriondria (C'J‘arrnichael
Kenney, 1970). Também ja foram
observados abortos precoces em torno de
10 a 20 dias pés-cobertura (Carmichael,
1976). Né@o hd interferéncia da infe‘cgﬁo
com o ciclo estral e estro dos animais. A
maior parte das cadelas tem partos normaits
nas gestagoes subseqiientes a0 aborto, mas,
hi relatos de casos de cadelas que
apresentam até quatro ajbor'tos
consecutivos. Por vezes, 0 dnico indicativo
da ocorréncia de aborto € a descoberta, por

cadela maltés abortado

Figura 2. Feto de

horas; porém em alguns casos, filhotes
infectados no ttero sobrevivem e o tnico

sinal clinico apresentado é o aumento de
linfonodos (Carmichael, Kenney, 1970).

Em infecgdes cronicas, as fémeas podem
apresentar  endometrite  subaguda ou
cronica. Outros sinais clinicos além dos
reprodutivos ¢ dos associados 2 infecgio
dos drgios linfoides sio observados com
menor freqiiéncia. A discoespondilite pode
inicialmente se manifestar como dor
lombar, mas  posteriormente  pode
comprimir a medula acarretando paresia e
ataxia. Meningite cronica e encefalite ndo
supurativa podem ser observadas. Sdo
encontrados também poliartrite,
osteomielite, glomerolonefrite e uveite
(Carmichael, Kenney, 1970; Carmichael &
Uireene, 1990; Wanke, 2004).

§. DIAGNOSTICO

(s sinais clinicos s@o, normalmente,
Insuficientes para se estabelecer o
diagndstico de brucelose canina, pois as
manifestagdes clinicas podem ser bastante
varidveis. Apesar disso, a ocorréncia de
uborto apés 45 dias de gestagio ¢
pltamente sugestiva de brucelose canina
(Fig.1). Outros sinais clinicos sugestivos

E importante o estabelecimento de um
diagnéstico diferencial sempre que houver
histérico de aborto em fémeas ou baixo
desempenho reprodutivo em ambos o0s
sexos. Este diagnostico s6 é possivel com a
utilizagio de testes laboratoriais para a
detecgio do agente ou de resposta do
hospedeiro & infecgiio. Os testes mais
empregados nos diagndsticos de brucelose
canina sio os testes sorol6gicos que na
maioria das vezes carecem de sensibilidade
para a detecgio de todos os animais
infectados. Desta forma a melhor estratégia
diagnéstica é a utilizagio de testes
sorolégicos e bacteriolégicos em paralelo
para se aumentar a sensibilidade (Alton et
al., 1988; Wanke, 2004).

5.1. Testes Sorologicos

Uma caracteristica importante de B. canis
que influencia diretamente o diagnéstico €
esta bactéria se apresentar sempre com
morfologia colonial rugosa, o que reflete a
auséncia da cadeia O do lipolissacarideo
(LPS) (Alton et al., 1988; Poester et al.,
2005). Desta forma, os antigenos
preparados com amostras lisas de Brucella
sp., como os preparados com B. abortus
para o diagnéstico de brucelose bovina,
nio sio capazes de detectar anticorpos

volta de duas semanas antes da data

& » conseqiiéncia da infecgdo por B. canis no 45° dia d
prevista para o parto ¢ da auséncia de fetos p—-

Wio falhas de concepgiio nas fémeas e anti-B. canis. Para tal € necessdrio a
gpididimite, atrofia testicular, dermatite utilizagio de antigenos preparados com
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amostras rugosas de Brucella sp., B. canis
ou B. ovis.

Muitos métodos sorolégicos tém sido
empregados no diagnéstico da brucelose
canina, mas, devido especialmente a

presenga de anticorpos  inespecificos,
individualmente nenhum deles é
considerado  como  teste definitivo

(Carmichael, 1976). A maioria dos testes
soroldgicos utilizados na brucelose canina,
nio apresenta resultados  consistentes
durante as quatro semanas iniciais da
infecgdo. Depois disso, os animais
apresentam  anticorpos detectiveis na
maioria dos testes e que podem ser
identificados por vdrios meses apdés a
bacteremia haver cessado (Carmichael,
Kenney, 1970). Apesar da grande
variedade  de  testes diagndsticos
empregados no diagndstico da brucelose
canina, os mais empregados sdo 0s testes
de aglutinagao, em geral na presenga de 2-
mercaptoetanol, de imunodifusio e o0s
ensaios imunoenzimaticos.

A aglutinagfio rapida em limina é um teste
sensivel e detecta animais recentemente
infectados. Emprega antigeno elaborado
com a B.canis ou B. ovis corado com rosa
de bengala. E um teste ripido e prtico.
Resultados ~ positivos devem  ser
interpretados  com cautela, pois uma
proporgdo significativa de resultados falso
positivos ocorre neste teste, sendo por isto
usado como um teste de triagem (George,
Carmichael, 1978). Neste teste 0 resultado
negativo é uma forte evidéncia de que ©
animal ndo estd infectado, mas apenas 50%
dos animais cujo soro  apresenta
aglutinagdo sio realmente positivos. Logo,
animais positivos neste teste ndo podem
ser considerados infectados antes de serem
submetidos a um teste confirmatério. Uma

modificagiio deste teste com O tratamento
prévio dos soros com 02M de 2-
Mercaptoetanol  (ZME)  antes de se
adicionar o antigeno corado, diminui 0§
resultados falso positivos. Testes mai
especificos  foram padronizados
antigenos preparados com B. canis M-
(menos mucdide) (Zoha,
1981; Zoha, Carmichael, 1982a).

Aglutinagdo em tubo com ou sem 2
utilizagdo de 2ME e imunodifusao em g€ |
de dgar sio testes amplamente difundidos,
que utilizam antigenos totais ou de parede
(extratos salinos), elaborados com B.ovis
ou B.canis. Sdo métodos adicionais de
diagn6stico laboratorial, usados geralmente
como provas confirmatérias 2 prova
triagem em lamina. Apesar de sua mai
especificidade, também podem apresen
resultados  falso  positivos, além

dificuldade de interpretacdo, especialmen

em animais recentemente infectados ou

¥

fase cronica da doenga (Zoha, Carmichael “-_

1982b; Carmichael, 1990; Wanke, 2004).

Virios testes de  Elisa
imunoenzimaticos) tém side
desenvolvidos, utilizando tanto antigenos
de parede de B. canis (Serikawa et als
1989) como antigenos citoplasmaticos dt

B. abortus, que sio comuns a diversa
espécies de Brucella (Baldi et al., l994=
Estes tltimos tém como vantagem, nac

apresentarem reagio cruzada com bactéria

que nio sejam do género Brucella. Testes
de Elisa com antigenos purificados tém
sido indicados como provas confirmatoria

aos testes de triagem, em substitui¢do &
provas de 2ME ou imunodifusdo em gel d
dgar (Lucero et al, 2002; Ebani et al
2003).

14

Carmichael,

(ensalOSi lctados

mantidos
processamento laboratorial (Alton et al.,
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No Brasil hd escassez de antigenos e kits
para o diagnéstico de brucelose canina. Na
maior parte das vezes sdo empregados
antigenos produzidos com B. canis no
préprio  laboratério  (Figueiredo et al.
2003; Marassi et al., 2004) ou antigenos;
comerciais produzidos com B. ovis para o
diagnodstico de epididimite ovina. Ambos
0s antigenos sdo empregados em testes de
imunodifusio em gel de dgar.

5.2. Diagnéstico Bacteriolégico

) diagnoéstico definitivo de brucelose
canina pode ser baseado no isolamento da
B c_:ar_u's de tecidos ou do sangue. Vdrios
materiais se adequam muito bem ao
Isolamento como sangue, fetos abortados,
festos placentdrios, secre¢des vaginais no
estro ou no pds-aborto e pds-parto e
stmen. Outros materiais empregados
menos fregilentemente e com menor
sicesso  sdo urina, principalmente de
machos, aspirados de medula 6ssea,
linfonodos, bago, figado, epididimo e
prostata.  Estes materiais podem  ser
em meio de transporte ou

congelados até seu
1088). Para a hemocultura ¢ necessdrio
uilizar o sangue completo, ji que os

urganismos  sdo encontrados na fragdo
leucocitdria (Alton et al., 1988). O material
ileve ser coletado de animais que ndo estio
tecebendo

(Wanke, 2004).

tratamento antibacteriano

1) organismo cresce bem em aerobiose
11’0, é inibidor de crescimento), em meios
vonvencionais utilizados para Brucella sp.
Iin materiais muito contaminados sugere-
W o uso de meios enriquecidos com
lntihic‘)ticos como o de Thayer-Martin
(Alton et al., 1988).
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A hemocultura €  freqlientemente
empregada na bacteriologia em fungdo do
longo periodo de bacteremia e de
possibilitar uma coleta estéril. A
bacteremia pode ser detectada duas a
quatro semanas apds a infec¢do e, nao
have.ndo tratamento do animal, pode
persistir por mais de cinco anos. A
concentragdo de bactérias no sangue pode
exceder 10° /ml (Carmichael, 1990). A
}]emocultura. no entanto, nio deve ser o
1lj'mco critério para diagnosticar a infecgdo,
jd que a bacteremia na fase crénica é
intermitente e em animais infectados por
longos periodos a infecgdo estd presente
somente em 25% dos animais (Johnson,
Walker, 1992).

_Secregﬁo vaginal, coletada no periodo
imediatamente apds o aborto ou parto, é o
material mais propicio para o isolamento.
A bactéria pode ser isolada por até seis
semanas depois do aborto (Carmichael &
Greene, 1990).

Nos machos, a bactéria pode ser isolada do
gémen entre trés e onze semanas apds a
infeccdo. Apds doze semanas, a
congentraqﬁo de bactérias no sémen
declina e o diagndstico passa a ser

usualmente negativo (Johnson e Walk
1992). i

A cultura de urina pode ser positiva em
alguns animais, principalmente machos
quando a hemocultura € negativa. N(;
entanto, é necessario fazer a coleta da Urina
por cistocentese, para  se evitar ©
crescimento exagerado de contaminantes
(Carmichael, 1990; Wanke, 2004).

A utilizagz”m conjunta do diagndstico
bacterioldgico, principalmente  pela
hemocultura e isolamento. de secregdes
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vaginais ou fetos abortados, com 0S testes
sorolégicos disponiveis propicia uma
melhor sensibilidade diagnoéstica,
facilitando o controle € prevengdo da
brucelose canina.

6. TRATAMENTO

O tratamento das infecgdes por baf,té_nas
do género Brucella nos animais domésticos
geralmente ndo tem suCesso, O que também
é observado no tratamento da brucelose
canina (Jennings et al., 1974; Johnson,
Walker, 1992; Wanke et al., ZOQO,
Azevedo et al., 2004). Por ser um pal_rasﬂ.a
intracelular e pela infecgdao nos animais
domésticos geralmente s ser
diagnosticada na fase crénica‘d_a doenga,
além de ser resistente a Vvarias !3as~es,
nenhuma das drogas ou as§9c1§goes
utilizadas mostrou 100% de eﬂc:l.encm na
eliminagdo de B. canis (Nicoletti, Chase,
1987; Carmichael & Greene, 1990; Wanke,

2004).

O tratamento nio € recomendado para caes
em regime de cobertura € antes de se
comegar o tratamento, O macho ou a fémea
devem ser mantidos em repouso sexuﬂal.
Muitas vezes ©Os animais tratados’ tém
redugdo ou desaparecimento dos titulos
sorolégicos logo apés o lratamento,’ mas
com o término do tratamento, OS titulos
voltam a aparecer em algumas semanas ou
meses (Jennings et al., 1974; Wanke et al.,
2000; Wanke, 2004). Mesmo que O
microorganismo seja e!iminac'io,- maci"nos
freqiientemente tornam-se esterc1§ devido
ao dano irreversivel nos testiculos €
epididimo (Shin, Carmichael, 1999).

Em fungio de ser caro € da cura ser
dificilmente alcangada, pennltlpdg que
animais infectados continuem eliminando

o agente infectando tanto outros ani
susceptiveis quanto O homem, a_dem i
sobre o tratamento deve ser multq 4
pensada e discutida com o proprie-téno, qu
deve estar consciente dos riscos @
tratamento.

Associagbes de antibiéticos que
apresentado melhor  resultado
descritas na tabela 2.

As fémeas sio mais eficientemente curada
com estes tratamentos que 08 machos, p
nestes O microorganismo permanece
préstata e no epididimo. Algumas femi
submetidas ao  tratamento tornam:
cronicamente infectadas, apesar de
apresentarem sintomas. Filhotes nascid(
de fémeas cronicamente infectadas, quanc
sobrevivem, desenvolvem 2 doc_nga E
alcancar a puberdade e disseminam
microorganismo.  Portanto, rzlgve '
recomendado que animais posItivOS K
sejam mantidos para a reprodugao, mes.
que sejam de alto valor genctl
(Carmichael, 1990).

7. PREVENCAO E CONTROLE

O controle da brucelose canina € Ul
tarefa drdua, de custo elevado e que pé
levar bastante tempo. Portanto, medic
preventivas devem ser adotada§ para
evitar a entrada da doenga no canil.

Os critérios sanitdrios para a aguisigﬁ‘
animais devem ser bastante estritos:
e Adquirir preferencialmente cdes
canis livre de brucelose camina;

e todos Os animais a serem adquiric
devem possuir dois testes negati)
intervalados de 30 dias; -

e manter Os Aanimais adquiridos
quarentena por 8 a 12 semanas;
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s6 adquirir animais que ndo tenham
sido expostos ao agente € que nao
apresentem sinais clinicos sugestivos
de brucelose canina;

e s permitir o cruzamento dos caes do
canil com animais negativos aos testes,
preferencialmente de canis livre da

doenca;
e manter separados e testar todos os
animais que foram cruzados por

animais externos ao canil 30 dias apés
a cobertura;

e se houver participagiio em exposi¢do e
feiras ou cruzamentos com cies
externos ao canil, deve ser realizado
teste anual de todos os animais piberes
do canil.

A confirmagdo da infecgdo por B. canis,
por sorologia ou hemocultura, em cadelas
(que abortaram ou de machos com
cpididimite  ou  baixo  desempenho
reprodutivo indica que medidas de controle
devem ser implementadas, pois estes cies
constituem-se em fonte de infecgio para
outros animais e para as pessoas em
contato (Carmichael, 1990; Carmichael &
Cireene, 1990; Azevedo et al., 2004;
Wanke, 2004).

L'omo ainda ndo hd vacinas eficientes
vontra a infecg@io por B. canis, o controle
ila brucelose canina em um canil é baseado
#m teste e sacrificio de animais. Estratégias
yue utilizam a segregagio de caes
infectados regularmente ndo apresentam
hons resultados, pois € muito dificil manter
ima separagio absoluta entre os cies
ihlectados e os clies negativos aos testes. O
{litamento também deve ser evitado, pois
peralmente ndo apresentam resultados
Mitisfatorios. O diagndstico deve ser
tenlizado por sorologia e hemocultura para
W numentar a sensibilidade do diagndstico.
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Todos os animais piberes do canil devem
ser testados a intervalos de 30 dias. Os
animais reagentes e inconclusivos aos
testes de triagem devem ser submetidos a
testes confirmatérios para se aumentar a
especificidade do diagnéstico. Os animais
confirmados como infectados devem ser
sacrificados.

Todos os animais devem ser testados antes
do cruzamento e somente 0s animais
negativos devem entrar em reprodugio. As
fémeas devem ser testadas algumas
semanas antes do cio para se evitar
contratempos decorrentes de novo teste dos
animais. As fémeas que abortarem devem
ser mantidas separadas até a realizagdo dos
testes diagndsticos.

Durante o controle da brucelose canina em
um canil, deve-se evitar o trinsito de
animais. Os cées oriundos do canil podem
estar infectados em periodo de incubagio e
constituirem-se em risco de transmissio da
doenga para outros animais ou canis. Os
animais que forem introduzidos no canil
podem se infectar pelo contato com fémites
contaminados ou animais infectados ainda
nio detectados.

A separacdo das fémeas gestantes ou no
cio pode minimizar a transmissdo da
brucelose canina em um canil. Desta forma
pode-se restringir o nimero de animais que
estardo em contato com estas fémeas no
periodo de maior eliminagio e maior risco
de transmissio da B. canis.A limpeza e.a
desinfecgido sd0 de fundamental
importincia no controle da brucelose
canina. Locais com actimulo de residuos,
com baixa incidéncia de luz solar, com
umidade elevada e temperaturas mais
baixas propiciam a sobrevivéncia de B.
canis no ambiente.
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Tabela 1. Regimes terapéuticos de maior eficicia empregados no (ratamento da brucelose canina.

via DO | Freqiéncia  Perfodo Referéncia

o ( ; i i Nicoletti (1991)
Tetraciclina Oral 30 2 x ao dia 28_ dias ico
Estreptomicina v 20 1 x ao dia Dias 1a 14

: . Nicoletti e Chase
Tetraciclina Oral 30 3 x ao dia 30 dias (1987)

di Diasla7e24a

Estreptomicina IM 20 1 x ao dia 20

7 - Johnson ¢ Walker
Minocyclina Oral 25 1 x ao dia 14 dias (1992)
Diidroestreptomicina M 5 2 x ao dia 7 dias

i L ermana Zoha ¢ Walsh (1982)

Oxytetraciclina de longa agao M 20 scniia 4 .scrna H |
Estreptomicina M 15 1 x ao dia Dias1a7

Os fomites contaminados  (vasilhas de
alimentagdo e dgua, seringas, botas, etc.)
podem levar a infecgio de um local a
outro. A higienizagio de instalagdes, de
fomites e das maos dos tratadores (%eve ser
implementada em todos os canis com
problema. Apds a limpeza, a desinfecgao
pode ser realizada com produtos a base de
ambnio  quaterndrio, jonéforos  ou
hipocloritos. Estes procedimentos devem
ser adotados em instalagoes onde estavam
alojados animais infectados, fémeas ou
machos (contaminagao com urina), € nos
locais onde as cadelas abortaram, pois
reduz a carga infectante ambiental.

O canil s6 deverd ser considerado livre de
brucelose canina apds trés testes negativos
consecutivos de todos 05 cies. intervalados
30 a 60 dias. O canil deve ainda ser
monitorado pela realizacdo de testes em
todos 0s animais intervalados de 3-4 meses
pelo perfodo de um ano.

Situagio diferente se impde quando do
diagndstico  de brucelose canina em
animais de companhia. Em fungio do
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envolvimento sentimental, normalmente ¢
muito traumdtico o sacrificio do animal
Nessas situagdes, 0S8 animais podcm_
castrados, o que elimina as principal
fontes de infecg@o: a transmissdo SeXua
em ambos 0§ SEX0s, as secregoes de cio €
aborto/parto, nas fémeas, € a eliminagio n
urina, em fungdo da regressdo da prostate
nos machos. Pode-se associar o trataments
com antimicrobianos & castragio. C
animais tratados devem ser submetidos
testes de monitoramento por pelo meng
90 dias apds o término do tratamento.
toda forma, medidas de limpeza
desinfecgiio devem ser adotadas, pal
eliminar a contaminagao ambiental
diminuir o risco de transmissdo a0 homen
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I. PERSPECTIVA HISTORICA

Na noite de 24 para 25 de a
| _ gosto
do ano de 79 depois de Cristo, ocorreu uma
erupcio do Monte Vestivio que resultou na
morte de toda a populagido das cidades de

I’nmpéia e Herculano. Quase dois mil anos
mais tarde, ao examinar os esqueletos de
lm_hvfduos da populag@o de Herculano, ou
eja, esqueletos de cidaddos da Rc,)ma
Anflga, Fapasso (1999, 2002) observou
Icme‘s_ Gsseas sugestivas de infecgdo
brucélica. Ainda mais intrigantes foram
‘ Aeus achados ao examinar
ultraestruturalmente um queijo
jemanescente  daquela época, J
foram encontradas evidéncias inequivocas
o contaminagdo por microorganismos
wm morfologia compativel com Brucella
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no qual
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spp. Sabe-se que a populagdo do entorno
do Monte Vesivio daquela época, se valia
dq Ie?te de pequenos ruminantes como sua
principal fonte protéica. Estes achados
demonstram claramente que a Brucelose é
uma zoonose que pode ser tio antiga
quf:mto a relagdo entre o homem e os
animais domésticos.

Apesar das evidéncias bastante antigas da
doenga, a brucelose somente foi
re:conhecida como zoonose no final do
século IXX. Em 1887, o Coronel David
Bruce, médico do exército Britanico
1so!0u, do bago de soldados brits?micos’
remden_tes em Malta, uma bactéria que foi
denominada  Micrococcus  melitensis
Naqusl:la época os pacientes hospitalizados:
recebiam leite cru de cabra como parte do
tratamento. Em 23 de setembro de 1905
chegou a Nova York um navio, o SS:
Joshua‘ Nicholson, com 60 , cabras
provenientes de Malta. Praticamente todos
os tripulantes ingeriram leite destas cabras
durante a viagem e dentro de poucas
semanas vdrios ficaram doentes. As cabras
foram ‘cntﬁo mantidas em quarentena. Um
flos tripulantes do navio, um agente da
inspe¢io e uma mulher que bebeu leite das
cabras em quarentena, também
descpvolveram sintomas da “Febre do
Medltt?,rrﬁneo”. Dr. David Bruce ja havia
aclv'erudo as autoridades americanas sobre
o risco de “Febre do Mediterrineo” em
conseqiiéncia da importagdo de cabras de
Malta. O Micrococcus melitensis foi mais
tarde renomeado como Brucella melitensis
em homenagcm ao Dr. Bruce (Moreno &
Moriy6n, 2002; Nicoletti, 2002).

Em 1895, o Professor Benhard Bang
pfltologista veterindrio e bacteriologistz;
dmamarqués, descreveu um agente isolado
de bovinos que foi chamado de Bacillus
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abortus. Em 1914, foi isolada_de fetos
suinos abortados nos Estados Umdos, uma
espécie nova de Brucella, que foi norr:eada
B. suis. Durante esse perfodo, o genero
Brucella passou a ser rcconhpmdo em
vérios paises do mundo (Nicoletti, 2002).

Desde entdo a brucelose tem sido
controlada ou mesmo erradicgda C::)m
maior ou menor eficiéncia em Virios p’m’ses
e devido a sua naturezd zoondtica,
programas eficazes de con?role .da doenca
nos animais domésticos invariavelmente
resultam em declinio  no nimero de
infeccoes no homem. Apesar dos avangos
significativos no estudo E!a dqenga e c_io
agente, a brucelose ¢, .amda _hoyf:,
considerada por organismos internacionais
cOmo a ZOONose Mmais difundida no mundo
(Gil & Samartino, 2000).

2. POTENCIAL ZOONOTICO DA‘S
ESPECIES DE Brucella sp.

O género Brucella é dividido em
nomeadas conforme seu
hospedeiro preferencial e com alto grau de
homologia entre si. Cada uma destas
espécies de Brucella € ac!aptada a‘ um
hospedeiro mamifero especifico, mas nao
exclusivo (Boschiroli et al., 2001; Morenp
& Moriyoén, 2001). Quatro .das' seis
espécies de Brucella — B. mel'frensas, 19
abortus, B. suis e B. canis — Sa0
reconhecidamente capazes de in’rgctar 0
homem em condigdes naturais. B
melitensis e B. suis si0 as espécies mais
patogénicas, enquanto B abortus ¢
considerada de patogenicidade moderada e
B. canis de baixa patogenicidade para O
homem (Hartigan, 1997). Nao ha relatos de
infecgio humana por B. ovis e B
neotomae.

seis espécies,

Além destas espécies de Brucella, ejxist
outras que infectam mamiferos mar_mho
que ainda encontram-se S€m clasmﬁcag
definitiva. Tem sido proposta a eXpans
do género Brucella com a classﬁu;a
destas cepas isoladas de marplf
marinhos em uma espécie — B. maris —
em duas espécies — B. pinnipediae €
cetaceae (Jahans et al., 1997, Clocckaert
al., 2001 e 2003). Foi descrito um caso @
infecgdo acidental em laboratério (Brew!d
al., 1999) e, recentemente, foram desc _
dois casos de infecgdo natural co
amostras de  Brucella oriundas
mamiferos marinhos. Estes dois casos
infeccdo natural resultaram em alterag
neurolégicas nos pacientes humanos (Sol
et al., 2003).

Embora haja relatos de brucelose hurr}
animal causada por B. melitensis 7
América do Sul, esta espécie de Br_‘ucel i
considerada  exdtica no Brasil,
havendo, no Pais, registros de brucela
humana ou animal causada por
melitensis (Gil & Samartino, 2000).

3, FONTES DE INFECGAO E
GRUPOS DE RISCO

A forma mais comum de transmissao
brucelose para a populagao em geral

consumo de leite contaminado 0
pasteurizado € de queijos prepe_lrados C
leite cru (Giir et al., 2003; Namiduru et
2003). Apesar do conhecimento acerca
epidemiologia € vias de transmissao.

doenga ser bastante antigo,  sur
resultantes do  consumo de
contaminado continuam
(Martinez et al., 2003).

realizado na Grécia demonstrou que ap
da maior conscientizagao da popula
sobre o risco de aquisi¢ao de zoonoses |
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seus meios de transmissio, o nimero de
casos de brucelose e de outras zoonoses
nio tem diminuido (Antoniou et al., 2002).

A brucelose humana também pode ser
considerada uma doenga ocupacional, uma
vez que profissionais que trabalham em
contato direto com animais t&ém maior risco
de contrair a doenga. No caso do médico

veterindrio e de criadores, além da
exposicdo  a  material resultante de
pbortamento e secregbes de animais
infectados, que sio a forma mais

importante de contigio (Mahajan et al.,
1986), ocorrem casos de infeccdo acidental
por amostras vacinais com potencial
patogénico para o homem (Berkelman,
2003). Diante deste cendrio, cabe ao
médico  veterindrio orientar o pessoal
envolvido com o manejo de bovinos para
evitar contato direto com placentas ou
fetos abortados. Os fetos abortados devem
ser  incinerados, evitando-se  contato
manual sem uso de luvas. As vias de
infecgdo nos casos de contato direto com
animais  infectados s3ao:  conjuntival,
jespiratéria ou por penetragdo do agente
nravés de lesoes cutdneas. Os abatedouros
Mo um ambiente propicio para a
ueorréncia de infecgdio ocupacional, uma
vez que, além dos operdrios trabalharem
¢m contato direto com as carcacas, o

imbiente do abatedouro favorece a
lormagio de grande quantidade de
nerossdis  que  podem  potencialmente
lransmitir - o agente. Estas condigoes

fesultam em  fregilente  exposi¢do  dos
Itnbalhadores de abatedouros ao agente,
particularmente em  dreas  endémicas
(Barbuddhe et al., 2000). Hi também
lelntos de casos de infecgio de individuos
fjue trabalham com empacotamento de
vurnes (Landau e Green, 1999), o que pode
61 importincia em nosso meio, uma vez
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que um estudo no Brasil demonstrou que
grande parte dos suinos abatidos
clandestinamente sdo soropositivos para
Brucella (Freitas et al., 2001).

Transmissdo de brucelose em laboratérios
de pesquisa e de diagndstico é bem
documentada na literatura (Arlett, 1996),
tendo sido relatado até mesmo a ocorréncia
de surtos de brucelose em pessoal de
laboratério (Martin-Mazuelos et al., 1994;
Fiori et al., 2000; Memish & Mah, 2001).
Um aspecto importante da transmissdo
laboratorial é que nido necessariamente
estes casos estio associados & ocorréncia
de acidentes. Aparentemente, 0s aerossdis
formados por priticas microbioldgicas
rotineiras € uma forma comum de infec¢io
(Martin-Mazuelos et al., 1994). Brucelose
é a infecciio bacteriana laboratorial mais
comum, por isso, hd necessidade de
precau¢bes na manipulagdo do agente,
principalmente  em  laboratérios  de
pesquisa, onde ocorrem a maioria dos
acidentes. O Centers for Disease Control
and Prevention e o National Institutes of
Health dos Estados Unidos, recomendam a
utiliza¢@o de nivel 3 de bioseguranga para
a manipulagio de culturas ou para
procedimentos experimentais envolvendo
B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis.
O nivel 3 de bioseguranga compreende a
ado¢do de procedimentos e o uso de

equipamentos de seguranga visando
prevenir  a infecgio laboratorial,
particularmente  através de  aerossdis

(Richmond & McKinney, 1993).

Sorologia positiva para B. canis € maior
em grupos com maior contato com caes e
também em individuos com febre de
origem desconhecida, indicando que B.
canis tem potencial zoondtico,
particularmente para pessoas em contato
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freqiiente com cées (Monrcl)e et al., 1975).
Além disso, casos naturals de brucelose
humana por B. canis também foram
associados ao contato com cdo .portador
(Munford et al., 1975). No Brgsn_l, foram
encontradas  evidéncias sorolégicas da
infecgdo em caes (Moraes 'e.t al., 2002),
bem como pessoas soropositivas para B.
canis (Larsson, 1980). Outras.formas
menos freqilentes de transmissdo incluem
transfusdo de sangue (Doganay et alki;
2001; al-Kharfy, 72001) e transplante de
medula Gssea (Ertem et al., 20(30.).
Transmissdo transplacentiria
(Giannacopoulos et al., 2002), transmissao
por contato sexual (Ruben et al., 1991) e
através do leite materno (Paland}lz et al.,
2000), no caso da mae cs.tar infectada,
também tém sido incrimm«jidzis como
formas potenciais de transmissao d}rega
entre seres humanos.Em resumo, a maioria
dos casos de brucelose humana € causa@a
por B. melitensis devido a ingestao Qe leite
e produtos ldcteos nﬁo-paste}mzados,
principalmente de pequenos rum1paptes~e
de camelo. Os casos humanos df’ mte:cr;ao
por B. suis geralmente afetam mc{mduos
que trabalham com abate de suinos. .A
infecgio por B. abortus ocorre com rr-la.lcurl
freqiiéncia  como doenga ocupaciona
afetando particularmente criadores de gadf)
leiteiro. A infecgdo humana por B. canis
estqd geralmente associada a0 contat(.)
freqiiente com cﬁcs’ . portadores.
Independentemente da espécie .dc Brucella,
o risco de infeccio acidental em
laboratério é elevado.

4. BRUCELOSE HUMANA
4.1. Epidemiologia

Conforme detalhado acima, a gcorrencm
de brucelose humana esta diretamente
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relacionada com © CONSUMO de a!im‘l‘:ntol.v@
contaminados ou contato com animais
portadores.  Por isso, © ‘cc_mtmle da
brucelose nos animais domeésticos resu
indiretamente no controle da} doen
humana. De tal forma que, nos paises ond
a doenga foi controlada ou _megrﬂl :
erradicada nos animais, houve dlmmm(;a
acentuada do nimero de casos humanos-
No caso dos EUA, a brucelose humana que.
ha algumas décadas estava associada c\o :
grupos de pessoas com maior contato ¢o . ;
animais, passou recentemente a ser vistd
como uma doenga importante somente
populagio de imigrantes (Fosgate et
2002; White & Atmar, 2002). |
Austrilia, os casos de brucelose humanos
causados por B. abortus sofreram r;du(;
drastica devido ao programa‘efeuvo
erradicagio da brucelose bovina, r.nas !
brucelose humana causada por B suis estd
reemergindo em grupos envolvidos com &
caga € abate de porcos (Robson et al.

1993).

al}

A cada ano sdo relatados oficialmente pard

a  Organizagao Mundial da Saﬁd.
aproximadamente, 500.000 casos
brucelose humana. Sabe-se que €Sl

nimero é subestimado, particularmente €f
algumas regioes do mqndo; A C%oenqa- --
end@mica na regiao mediterranea, mclus:,,,
na Turquia, na Asia, particularmeqte I
peninsula aribica e no
indiano e na América Latina 2
1997; Geyik et al., 2002). Na Europa, |
namero de casos de brucelose hu}nana
extremamente varidvel entre 0 paiscs. __
uma maneira geral, 0s paises do_ norte &
FEuropa  Sd0 praticamente livres
brucelose animal e, conseqﬁcntfzmcnte,. ¢
casos humanos geralmente $20 1mp0rta
do sul. Ja no Sul da .Eur‘(‘)
particularmente  na regidio mediterrant

Cad. Téc. Vet. Zootec., n47, p.83-98, 2005

(principalmente Grécia, Espanha, Itdlia e
Franga) a brucelose é endémica, com
grande numero de casos humanos
registrados oficialmente, embora,
recentemente, programas de controle da
brucelose animal t&m resultado na
diminui¢do do nimero de casos da doenga
no homem (Godfroid & Kiisbohrer, 2002).
Na Ardbia Saudita, a brucelose humana ¢
considerada hiperendémica, com 19,2% da
populagio com evidéncia soroldgica de
exposicio a Brucella e 2,3% da populagio
com brucelose clinica (Alballa, 1995).
Outros paises drabes com alta incidéncia
de brucelose humana sio o Ird, a
Autoridade Palestina,”a Siria, a Jordénia e
Oman, embora menor niimero de casos ou
soroprevaléncia de brucelose humana
também tenham sido relatados na Algéria,
Chad, Djibouti, Egito, Emirados Arabes
Unidos, Etiépia, Iraque, Israel, Kuwait,
|.ibano, Libia, Marrocos, Somilia, Sudao,
Tunisia, ¢ Yemen (Refai, 2002). Na India,
i soroprevaléncia na populagio humana
varia de 0,9 a 18,1%, com grande niimero
de casos de brucelose humana por B.
melitensis (Renukaradhya et al., 2002). Na
(China, a brucelose humana tem sido
diagnosticada desde o inicio do século
passado, mas recentemente, apesar de nio
tler havido alteracao significativa da
prevaléncia da doenga nos animais, tem
ncorrido aumento no nimero de casos de
brucelose humana, principalmente a partir
de 1995 (Degiu et al., 2002). Na América

latina, tém sido relatados casos de
brucelose humana por B. melitensis no
México, Peru e Argentina (Gil e
Samartino, 2000). A  brucelose foi

Inicialmente descrita no México no inicio
o século passado e € considerada

pndémica naquele Pais, onde 93% dos

Yisos humanos siio resultantes de infecgio
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com B. melitensis de origem caprina, 5%
com B. melitensis de origem bovina, 1,5%
com B. abortus de origem bovina e 0,5%
com B. suis de origem bovina (Luna-
Martinez e Mejia-Téran, 2002). Na
América central, os dados sobre brucelose
humana sdo extremamente €scassos,
contudo existem alguns relatos oficiais de
casos humanos devido a infecgio por B.
abortus na Costa Rica (Moreno, 2002). Na
Venezuela, ji foram isoladas B. suis e B.
melitensis, mas, aparentemente, a maioria
dos casos de brucelose humana se
manifesta como doenga ocupacional em
conseqiiéncia da infecgdo por B. abortus
(Vargas O., 2002). Na Argentina, o
primeiro caso de brucelose humana por B.
melitensis foi relatado em 1922, e desde
entio tém sido registrados virios casos
humanos devido a infec¢do por B.
melitensis, B. abortus e B. suis (Samartino,

2002). No Paraguai, hd relatos de
brucelose humana causada por B.
melitensis e B. abortus (Baumgarten,

2002). B. melitensis é considerada exdtica
no Brasil e a ocorréncia de brucelose
humana causada por outras espécies de
Brucella nio é bem documentada, havendo
apenas relatos isolados e esporddicos de
casos da doenga no homem (Ferreira et al.,
2002, Poester et al., 2002). Contudo,
levantamentos epidemiolGgicos realizados
no Brasil indicam que a soroprevaléncia da
brucelose humana por B. abortus é baixa
(Baruffa, 1978) e que a importincia da
doenga é principalmente ocupacional
(Spinola & Costa, 1972; Oliveira et al.,
1999; Lacerda et al., 2000). A situagio em
outros Paises da América Latina nio € bem
conhecida.
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Rigidez da nuca
Depressé&o
Diarréia
Dor escrotal
Linfadenopatia
Constipagio
Ictericia
Erupgdo cutanea
Vomito
Dor abdominal
Esplenomegalia
Hepatomegalia
Tosse
Perda de apetite
Mialgia
Dor lombar
Dor de cabeca
Mal-estar
Febre
Transpirago
Calalrios
Artralgia

Figura 1. Freqiiéncia de sintomas ¢ sinais ¢

4.2. Clinica
A brucelose afeta principalmente jovens e
adultos de meia-idade, com menor nimero
de casos entre criangas e idosos (Geyik et
al., 2002). Os principais sintomas ¢ sinais
clinicos observados nos casos de brucelose
humana estio sumarizados na Figura 1

A brucelose no homem geralmente se
apresenta como uma doenga febril sem
outros sintomas especificos. Contudo, em
20 a 40% dos casos ocorrem complicagbes
envolvendo diversos oOrgidos e sistemas
(Colmenero et al.,, 2002). Dentre estas
complicagdes,  20-85%  dos  casos
correspondem a  alteragdes misculo-
esqueléticas  (principalmente espondilite,
sacro-ilite, poliartrite e tenossinovite);
12.5-26% correspondem a  alteragdes
oculares (conjuntivite, ulveite,

40

Freqlencia (%)

linicos em casos de brucelose humana. Adaptado de Giir et al., 2003.
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dacrioadenite e episclerite); 13-17%
alteragdes dermatolégicas (principalmente
placas, pépulas e erupgoes cutﬁn_eas); ’1:5
8% a alteragdes geniturindrias
(principalmente orquite e epididimite, ma S
também pielonefrite e prostatite); 1,7-7% a
alteragdes  neurolégicas; 5-6,8% A
alteragoes respiratorias (bronquite,,
pneumonia ¢ efusdo pleural); 4%
alteragdes hematoldgicas (principalmente
trombocitopenia e pancitopenia); 2-5%
alteragdes gastroentéricas (hepatite, ileite €
ascite); 1-1,5% a endocardite; 1% a sepsis
e <1% a abscessos hepéticos e esplénicosy
embora, em aproximadamente 30% dos
casos ocorra hepato ou esplenomegalia
(Colmenero et al., 1996 ¢ 2002; Memish &
Venkatesh, 2001; Metin et al,

20013
Navarro-Martinez et al., 2001; Geyik et al.J
2002, Giingor et al. 2002; Shaalan et aly
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J002; Giir et al., 2003; Namiduru et al.,
J003; Pappas et al, 2003). Em
aproximadamente um quarto dos casos em
jue ocorrem complicagdes, o individuo
pode apresentar mais de um tipo de
alteragio (Giir et al., 2003). Outras formas
e apresentagd@o clinica menos comuns
mbém  tdm  sido relatadas, como
endoflebite (Memish et al., 2001),
tolecistite (Miranda et al., 2001), pdrpura
llombocitopénica (Young et al., 2000),
pseudo-aneurismas (Bergeron et al., 1992;
llarman et al., 2004), abscessos ovarianos
(Fenkei et al., 2003; Seoud et al., 2003),
ubscessos mamadrios (Cokca et al., 1999),
wntre outras (Tab. 1). Estas apresentagoes
¢linicas podem ou ndo estar associadas as
lormas  mais comuns descritas acima.
Virias manifestagdes clinicas da brucelose
humana estiio sumarizadas na Tabela 1.

Ao contririo do que ocorre com 0s animais
lomésticos, nos quais o aborto € a
principal manifestagio da infecgio por
Hrucella, este agente nao € uma causa
vomum de aborto na espécie humana.
Aparentemente, o risco de uma mulher
jyestante  abortar em conseqiiéncia de

~ Inlecgao por Brucella associada a febre,

Wio é diferente do risco de aborto em
tonseqiiéncia de  outras  infecgdes
bucterémicas  (Hartigan, 1997), embora
uxistam relatos de placentite associada a
parto prematuro (Malone et al., 1997) e
flansmissdao  congénita  da  infecgdo
(Ciiannacopoulos et al., 2002).

4.3. Diagnostico

Dada a variagdo na manifestagio
tlinica da brucelose humana, o diagndstico
ubrigatoriamente  depende de exames
liboratoriais. O diagndstico definitivo é
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baseado no isolamento e tipificagdo do

organismo (Yagupsky, 1999).
Considerando-se que Brucella € um
organismo de crescimento lento, os

métodos automdticos de monitoramento
continuo de hemoculturas tém diminuido o
tempo requerido para isolamento do
organismo  (Gamazo et al, 1993;
Yagupsky, 1994; Bannatyne et al., 1997;
Ruiz et al., 1997; Yagupsky et al., 1997).
Este sistema automatizado também ¢
eficiente para o isolamento de Brucella
spp. a partir do liquido sinovial (Yagupsky
et al., 2001). Tendo em vista a demora para
o isolamento do agente e a dificuldade ou
impossibilidade de  isolamento em
determinados casos, evidéncias sorolégicas
da infecgiio associadas a sinais e sintomas
clinicos compativeis com a doenga, sdo
aceitas para o diagndstico definitivo de
brucelose humana.

Virics  métodos  sorolégicos  foram
desenvolvidos para a pesquisa de
anticorpos anti-Brucella (Lucero & Bolpe,
1998; Lucero et al., 1999; Smits et al.,
1999; Orduia et al., 2000). Recentemente,
varios protocolos para deteccao de
Brucella spp. por PCR (Polymerase Chain
Reaction) tém sido propostos (Romero et
al., 1995; Queipo-Ortuiio et al., 1997;
Morata et al., 1998) Embora ainda nao
sejam de uso rotineiro, estes métodos
moleculares provavelmente terdo grande
aplicagdo no futuro, particularmente para
acompanhamento pés-terapéutico e
detecgdo precoce de recrudescimento da
infecgdo (Morata et al., 1999). Além da
rapidez, a técnica de PCR tem apresentado
sensibilidade muito maior do que o
isolamento do agente em varias formas de
apresentagio clinica da brucelose humana
(Morata et al., 2001) e um outro aspecto
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Tabela 1. Relatos recentes de vérias manifestagdes clinicas da brucelose hum
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(jue pode melhorar a aplicagdo pratica

lesta téenica é o fato de se obter Gtima

Manifestagao Agente** Casos Pais Referéncia wensibilidade com a utilizacdo de amostras
clinica - i 2 e soro (Zerva et al, 2001). O
Espondiodiscie  Brucella .spp 1 Brasi L imi i . )

B. melitensis,

igi i . (2003), Weil et al. {2
Yorgancigil et al. (2003), Giir etal. (2003), ‘
Ge\?ik et al. (2002), Malavolta et al. (2002), Soleraetal. =

Turquia, Espanha (letalhamento destes métodos estd além do
urquia, Espanha,

Osteoartrite 43 Israel e Italia ral. (1997) 1 PNCOpo .desta revisio. Os métodqs c!c
Brucella spp. N (1?99),lber% gaabt‘asur et al. (2002), Kadikoylu et al. (200 lingndstico da  brucelose em animais
o itensi Efgentia, o Rl I)'2002 Nav;arru-Mar'iinez etal. (2001), = iloméstico foram detalhados por Poester et
Epididimite & B. melitensis, 43 gaudita, Turquiae  Papatsoris et al. (2002), [ >
orquite Brucella spp. Grécia Memish &Venkatesh'(zoml)- o il (2004, neste volume).
Lesdes cutaneas  Brucellaspp. 63 Turquia Gur et al. (2003), Metin féta.[ -
Pneumonia e BrucelaspP. 44 Macedonia e Turquia Pappas etal. (2003), Gir etal. (2003) . 4.4. Tratamento
ao pleural B. melitensis - al. (2003), Sohn etal. v
efusao p el Turqui, Espanha, g:ﬁ::{ fggiiil)‘(gggg)t esteidg.{'. ot a|). (2003), Martinez- ‘ liim 1986, a Organizagio Mundial da Sadde
Meningo-encefalite g o oncic india, EUA'? Chamorro et al. (2002), Lorido et al. (200*2)-| il 1000 f' jecomendou a combinagio de doxaciclina
Endocardite Brucella spp. 14 EspanhaeTurquia Reguera etal. (2003), Gr et al. (2003), uae. -d @ I‘IIamplcma por seis semanas para o
; Brucelia spp.. B. Espanha, Turquiae  Gir etal. (2003), Andriopoulos et al. (2003), Miranda & 4 flntamento da brucelose hutl‘nanai (Arlett,
Hepatite e melitensise B. 12 g s0a (2001). i 1096). Contudo, outras combinag¢bes como
colecistite suis olloxacin e rifampicina (Akova et al.,
Tombocitopeniae g safiagpp. 11 Turguia Gilr etal. (2003) 1993),  doxaciclina e estreptomicina
pancitopenia ) {Colmenero et al., 1994, Malik, 1998),
v e B. meltensis, g Egpanhae Franga  Comenero etal. (2002). el pentamicina e cotrimoxazole, rifampicina e
;Z%‘:ggse Brucella spp. pina ot al. (2001) tolrimoxazole, rifampicina e tetraciclina,
Abscesso epidural Brucella spp. 4  Espanha Gréci (3'-3?;;1'{2003), Akritidis & Pappas (2001) doxaciclina e cotrimoxazole, tetraciclina e
Ascite Brucelaspp. 4 ';”'q”',ize o Gir et al. (2003) toirimoxazole, tetraciclina e
Pielonafrie gmnij;:‘?eiz?s' 2 Tld:z‘\jia Giingor et al. (2001) " mtreptomicina (Malik, 1998), doxaciclina
Eﬁiﬂiﬂe B. melitensi, Grécia, Turquia® g ot al, (2002), Young et al. (2000) 0 genmmi.cina _(Soker'a_ et al, 1997),
trombocilopénica  Brucella spp. EUA® siretal (2008 viprofloxacina e rifampicina (Agalar et al.,
Sepsis Brucellaspp. 3 Turquia - ot (2000) 1999) sio pelo menos tio eficientes quanto
Abscessotubo-  B.meltensis, 5 | jpano, Turquia  Seoud etal. (2003), Fenkc etal. ) 1 oxaciclina e rifampicina. Contudo, alguns
S o oRe S gmw!rjffeﬁs' 2 Turquia Erbay etal. (2008), Genoer & Ozer (200:2,2Gurel o jesultados indicam que a combinagio
;iiﬂih!ilrtizma B mmensis 2 TuquiaeFranga  Harman etal. (2004), Bergeron etal. (19 ) ] oxaciclina e estreptomicina pode ser mais
sliciente do que doxaciclina e rifampicina
gzsrﬁzﬁic;sbnaterais B. melitensis {1 Turquia Cokea etal. (1999) (Solera et al, 1995), diferenca que,
emgestante | Gréda Giannacopoulos et al. (2002) dparentemente, pode estar relacionada ao
Infoegio cangénie, £ aba"rtus 1 Arabia Saudita Memish et al. (2001) filo de que a rifampicina diminui a
Eir:gicéifiltibne gﬁuﬁ% 1 ltalia Vermiglio et al. (1995) voncentragdo  sérica da

* As informagbes apresentadas se refl
sumarizar toda a literatura pertinente. ’
infecges por ¥
a. "** No relato de : :
miferos marinhos. ' Imigrantes do Peru. 2|migrante do Ira.

provavelmente correspondem a

diagnostico foi baseado em sorologi
comprovadamente de origem de ma

erem a uma amostragem dos relatos mais recentes da deenca, sg_m a ;rete;:aso de
** A maior parte dos casos em que foi apresentado 0 nome generico rucella spp-,

doxaciclina

(L'0lmenero et al., 1994).

B. melitensis, mas a identificagao definitiva do agente ndo foi concluida, ou 0

Sohn et al. (2003), Brucella spp. se refere a amostras

lalhas terapéuticas ocorrem com uma
3 |migrante do México.

fieqiiéncia que varia de 2 a 22,9% dos
isos (Akova et al., 1993; Colmenero et
W, 1994; Solera et al., 1995 e 1997).
ratamento com duragao mais curta resulta
Wi maior probabilidade de recorréncia da

91
90

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.83-98, 2005

infeccdo (Solera et al., 1997). Outros
fatores que aumentam o risco de
recorréncia da infecgido apds o tratamento
incluem: hemocultura positiva no inicio da
doenca, curso clinico menor ou igual a 10
dias antes do inicio do tratamento e
trombocitopenia. Além disso, individuos
do sexo masculino tém maior taxa de
recorréncia (Ariza et al., 1995).

5. Brucella sp. COMO AGENTE DE
BIOTERRORISMO

Embora seja objeto comum de
discussdao na imprensa contemporinea,
‘armas biolégicas ndo sdo novidade. Um
bom exemplo disso € que em 1763, Sir
Jeffrey Amhurst, comandante das tropas
britinicas na  América do Norte,
deliberadamente causou uma epidemia
devastadora de wvariola em populagdes
indigenas americanas através da doagio de
cobertores contaminados provenientes de
hospitais (Bellamy & Freedman, 2001;
Klietmann &  Ruoff, 2001). Em
decorréncia de episddios recentes de
terrorismo nos Estados Unidos, entre eles a
circulagio de cartas contendo o Bacillus
antracis  (Chang et al.,  2003),
bioterrorismo passou a ter alta prioridade
para as autoridades governamentais
daquele Pais. Em menor escala, algumas
nagoes européias também tem
desenvolvido maiores esforcos para a
prevengio e resposta adequada a episidios
de bioterrorismo. Considerando-se nossos
problemas de natureza sécio-econémica,
certamente a preveng¢do de bioterrorismo
ndo € prioridade no Brasil.

Brucella spp. € listada, pelo US Army
Research Institute for Infectious Diseases,
entre outros nove agentes com maior
potencial para bioterrorismo.
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Teoricamente, a liberagdo de 50Kg de
Brucella spp. ao longo de dois quilometros
sobre uma populagio de 500.000 pessoas,
poderia resultar em, aproximadamente, 500
mortes e 125.000 incapacitagdes (Bellamy
& Freedman, 2001). O Centers for Disease
Control and Prevention dos Estados
Unidos considera a Brucella spp. como
pertencente a categoria B, que corresponde
ao grupo em segunda ordem de prioridade
como agente de bioterrorismo
(www.cdc.gov). Considerando-se que s30
registrados somente 100 casos de brucelose
por ano nos Estados Unidos, tem sido
‘proposto  que todo caso de brucelose
humana naquele Pais deve ser considerado

sentinela para vigilincia contra
bioterrorismo  (Chang et al., 2003).
Recentemente  tém  sur gido inameras

publicagbes detalhando os procedimentos ¢
precaugdes para O trabalho laboratorial em
episodios de bioterrorismo, inclusive por
Brucella spp- Estes trabalhos ~ visam
principalmente conscientizar a  classe
médica, que deve estar apta a reconhecer
casos que possam estar associados a um
episddio  de bioterrorismo. O médico
veterindrio obviamente tem papel relevante
neste contexto uma vez que alguns destes
agentes, particularmente a Brucella spp.,
3o zoondticos (Klietmann & Ruoff, 2001;
Nulens & Voss, 2002; Robinson-Dunn,
2002; Cherry et al., 2003; Sewell, 2003).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGALAR, C; USUBUTUN, S: TURKYILMAZ,
R. Ciprofloxacin  and rifampicin  versus
doxycycline and rifampicin in the treatment of
brucellosis. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis.,
v.18, n.8, p.535-538, 1999.

ALBALLA, SR. Epidemiology of human
brucellosis in southern Saudi Arabia. J. Trop. Med.
Hyg., v.98, p.185-189, 1995.

ANDRIOPOULOS, P TSIRONI, V
ASIMAKOPOULOS, G. Acute abdomen du
Brucella melitensis. Scand. J. Infect. Dis.,
n.3, p.204-205, 2003.

ANTONIOU, M: ECONOMOU, [; WANG,
PSAROULAKI, A SPYRIDAKI, )
PAPADOPOULOS, B; CHRISTIDOU,
TSAFANTAKIS, E: TSELENTIS, Y. Fo
year seroepidemiological study of zoonoses 1
greek village. Am. J. Trop. Med. Hyg., v.66, nl
p.80-85, 2002.

AKOVA, M; UZUN, O AKALIN,
HAYRAN, M; UNAL, S; GUR, D. Quinolo
treatment of human brucellosis: comparative
of ofloxacin-rifampin  Vversus doxycycling
rifampin. Antimicrobial Agents af
Chemotherapy, v.37,n9, p.183l—1834, 1993.

AKRITIDIS, N; PAPPAS, G. Ascites caused |
brucellosis: a report of two cascs. Scand.
Gastroenterol., v.36, 0.1, p.110-112,2001. !

AL-KHARFY, TM. Neonatal brucellosis
blood transfusion: case report and review of 1
literature. Ann. Trop. Paediatr., v.21, n4, p 4
352, 2001. b

ARIZA, 1. CORREDOIRA, J; PALLARES, |
VILADRICH, PF RUFI, G; PUJOL, N
GUDIOL, F. Characteristics of and risk factors i
relapse  of prucellosis in  humans. Clinit
Infectious Diseases, v.20, n.5, p.1241- 1249, 19%

ARLETT, PR. A case of laboratory acq i
brucellosis. British Medical Journal, v.313,
1130-1132, 1996.

BANNATYNE, RM; JACKSON, MC; MEMIS
7. Rapid diagnosis of Brucella dacteremia |
using the BACTEC 9240 system. Journal
Clinical Microbiology, V.35, n.10, p.2673-2,'
1997.

BARBUDDHE, SB; KUMAR, P: MALIKA, 3
SINGH, DK; GUPTA, LK. Seropositivity

intracellular bacterial infections among abatle
associated personnels. J. Commun. Dis., v.32, 8
.295-299, 2000

BARUFFA, G. Prevaléncia  soroldgica
brucclose na zona sul do Rio Grande do &

(Brasil). Revista do Instithto de Medicina Tropig

de Séo Paulo, v.20,n.2, p.71-75, 1978.

92

Cad. Téc. Vet. Zootec., n47, p.83-98, 2005

HAIIMG_ARTEN_, D. Brucellosis: a short review
ol the disease situation in Paraguay. Veterina
Microbiology, v.90, p.63-69, 2002. @

WELLAMY, RJ; FREEDMAN, AR. Bioterrori
LRI , AR. Bioterr
0. J. Med., v.94, p.227-234 , 2001. olerorim

WERGERON, P; GONZALES-FA

. B -FAJARDO, I
M/.\NGIALARD[. N: COURBIER, R. False
nneurysm of the abdominal aorta due to Brucella
suis. Ann. Vasc. Surg., v.6, n.5, p.460-463, 1992

Il.!-ZRKELMAN, _RL. Human illness associated
“Il!l use of veterinary vaccines. Clin. Infect. Dis
v.37. 0.3, p.407-424, 2003, ' v

I,:(.”?EJR' H; ERBAY, A: AKINCI, E; COLPAN
| “( EVIK, MA; BALABAN, N. Neurohruccl]osis‘
n an endemic area of brucellosis. Scand. J. Infect.
Dis., v.35, n.2, p.94-97, 2003. S

BOSCHIROLLI, ML; FOULONGNE V;
i:n(mf\]}'.jLA((?HAN D. Brucellosis: a worldwidc‘
osis. Current Opinion in Microbiology
ke icrobiology, v.4,

BREW, SD; PERRETT, LL

03 i ; i STACK, IA;
M:\LkMILLAN. AP; STAUNTON, NJ. Human
gxposure to Brucella recovered from a sea
mammal. Veterinary Record, v.24, p.483, 1999

C'APASSO, L. Brucellosis at Herculaneum.

Iniernational Journal of Oste ]
gl al of Osteoarchaelogy. v.9, p.

‘lJ‘t}’f\SSO‘ L. Bacteria in two-millennia-old
theese, and  related epizoonoses in Roman

populations. Jour et .
opulation ournal of Infection, v.45, n.2, p.122-

CESUR, S Cl].'*‘l."Cl, A: SOZEN, TH; TEKELL, E.
Al case :])f epididymo-orchitis and paravertebral
uhscess due to brucellosis. J. ec :

p.251-253, 2003. fulect w4t

CHANG, MH; GLYNN, MK; GROSECLOSE
AL,  Endemic, notifiable biolcrrorism—relatcci
lscases, United States, 1992-1999. Emerging
Infectious Diseases, v.9, n.5, p. 556-564 2003& ‘

('IlliRRY. CL; KAINER, MA; RUFF, TA
Iological weapons preparedness: the I‘:’)]C D-F

Mhysicians.  [nternal  Medicine J.
| inperfiens ine Journal, v.33,

93

CLOECKAERT, A; GRAYON, M; GREPINET
O; !SOUMEDINE, KS. Classification of Bruce[l:;
.strams isolated from marine mammals b
mfreguem restriction site-PCR and development o);
specific PCR identification tests. Microbes and
Infection, v.5, n.7, p.593-602, 2003. gl

CLOECKAERT, A; VERGER, JM; GRAYON
M; PAQUET, IY; GARIN-BASIUIL B:
S'TER.. G; _ GODFROID, J.Classification of
Brucella spp. isolated [rom marine mammals b
DNA polymorphism at the omp2 locus. Micmbey'
and Infection, v.3, n.9, p.729-738, 2001. ~ '

ggKCA. F; AZAP, A; MECO, O. Bilateral
_.mmary a_bsccss due to Brucella melitensis.
Scand. J. Infect. Dis., v.31, n.3, p.318-319, 1999.

COLMENERO, ID; FERNANDEZ-GALLARDO
LC; AGUNDEZ, JAG; SEDENO, J; BENITEZ .!t
VALVEEDE.‘_ E. Possible implications 'o%
doxycyclfne-rlfampin interaction for treatment of
brucellosis. Antimicrobial Agents

Chemotherapy, v.38, n.12, p.2798-2802, l1994

EICE)LMENERO, JD; QUEIPO-ORTUNO, MI;
GUERA, IM; SUAREZ-MUNOZ, MA;
MARTEN-CARBALLINOD, S; MORA,TA P‘
Ci-!rqmc hepatosplenic abscesses in brucell,mis‘
C‘llmco-l_hernpeulic features  and mo]ec:.;la\;
dlagnc?sllc approach. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease, v.42, p.159-167, 2002

and

COLMENERO, JD: REGUERA, IM; MARTOS
F; SANCHEZ-DE-MORA, D; DELGADO M:
CAUSSE, M; MARTIN-FARFAN, A; JUAI.QEZ'
C ‘Complicmions associated  with Bruceﬁr;
melitensis infection: a study of 530 cases
Medicine (Baltimore), v.75, n.4, p.195-211, 1996 -

DE_QIUz S; DONGLOU, X; IJIMING, Y
Epndemmlogy and control of brucellosis in China'
Veterinary Microbiology, v.90, p.165-182 2002-

DOGANAY, M; AYGEN, B; ESEL, D.
Brucellosis due to blood transfusion. ] Hos
Infect., v. 49, n2, p.151-152, 2001. ;

ERBCEY A; BODUR, H; AKINCI, E; COLPAN,
d. VIK, MA. Spontancous bacterial peritonitis
ue to Brucella melitensis. Scand. J. Infect. Diy
v35, 0.3, p.196-197, 2003. Y



Brucelose: zoonose ¢ bioterrorismo

ERTEM, M: KUREKCI, AE; AYSEV, D; UNAL,
E; IKINCIOGULLARI, A. Brucellosis transmitted
by bone marrow transplantation. Bone Marrow
Transplant., v.26, 0.2, p.225-226, 2000.

FENKCI, V; CEVRIOGLU, §; YILMAZER, M.
Ovarian abscess due to Brucella melitensis. Scand.
J. Infect. Dis., v.35, n.10, p.762-763, 2003.

FERREIRA, CR; FERREIRA, CR; TATAGIBA,
TA: SOUTO FILHO, JTD. Espondilodiscite
brucelésica: relato de caso. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v.35, n.3, p.255-
258, 2002. 5

FIORI, PL; MASTRANDREA, S: RAPPELLI, P;
CAPPUCCINELLI, P. Brucella abortus infection
acquired in microbiology laboratories. Journal of
Clinical Microbiology, v.38, n.5, p.2005-2006,
2000.

FOSGATE, GT; CARPENTER, TE; CHOMEL,
BB: CASE. JT; DEBESS, EE: REILLY, KF.
Time-space  clustering of human brucellosis,
California, 1973-1992. Emerging  Infectious
Diseases, v.8,n.7, p.672-678. 2002.

EREITAS, JA; GALINDO, GAR: SANTOS EJC:
SARRAF, KA; OLIVEIRA, JP. Risco de
brucelose zoonética associado a sufnos de abate
clandestino. Revista de Saiide Publica, v.35, n.l,
p.101-102, 2001.

GAMAZO, C: VITAS, AL LOPEZ-GONI, I
DiAZ R; MORIYON, I Factors affecting
detection of Brucella melitensis by BACTEC
NR730, a nonradiometric  system for
hemocultures. Journal af Clinical Microbiology,
v.31, n.12, p.3200-3203, 1993.

GENCER, S: OZER, S. Spontancous bacterial
peritonitis caused by Brucella melitensis. Scand. J.
Infect. Dis., v.35, 1.5, p.341-343, 2003.

GEYIK., MF; GUR, A; NAS, K; CEVIK, R:
SARAC, L DIKICI, B; AYAZ, c.
Musculoskeletal involvement in brucellosis in
different age groups: a study of 195 cases. Swiss
Med. Wkly., v.132, p.98-105, 2002.

GIL, AD: SAMARTINO, LE. Zoonosis en los
sistemas de producci6n animal de las éreas
urbanas y periurbanas de América Latina. Food
and Agriculture Organization, 2000.

GIANNACOPOULOS, [ ELIOPOULOU,
ZIAMBARAS, T; PAPANASTASIOU,
Transplacentally transmitted congenital brucel
due to Brucella abortus. Journal of Infection,
n.3, p.209-210, 2002.

GODFROID, I; KASBOHRER, A. Brucellosis |
the European Union and Norway at the turn
twenty-first century. Veterinary Microbiold
v.90, p.135-145, 2002. .

GUNGOR, K; BEKIR, NA; NAMIDURU,
Ocular complications associated with brucello
in an endemic area. Eur. J. Ophthalmol., v.12,8
p.232-237, 2002

KULA, S; ERER, D; BUYUKATES, M;
[UNAOGLU, FS;  OLGUNTURK, R;
()ZDOGAN, EM. Brucella endocarditi;: casé
report and review of the literature. J. Heart Valve
Div., v.10, n.4, p.486-488, 2001.

| ACERDA, LM; ALVES, LMC; MATHI

, LM; ; ; AS, LA;
HODRIGUES, ALB; ALMEIDA, FM;
| ACERDA, ML. Brucelose em trabalhadores dt:,
matadouros do Municipio de Sao Luis, MA, 1997.
Migiene Alimentar, v.14, p.62-65, 2000.

I.ANI)AllJ, Z: GREEN, L. Chronic brucellosis in
workers in a meat-packing plant. Scand. J. Infect.
Dis, v31, 0.5, p.511-512, 1999. '

L ARSSON, MHMA. Pesquisa de aglutininas anti
Wrucella eanis em soros humanos na cidade de Sio
Paulo, Brasil. Revista de Saide Piiblica, v.14
§404-407, 1980. o

Recurrent episcleritis associated with brucellos
Acta Ophthalmol. Scand., v.79, p.76-78, 2001

GUR, A: GEYIK, MF; DIKICI, B NAS,
SARAC, J: HOSOGLU,
Complications of brucellosis in different
groups: a study of 283 cases in Southeal

LORIDO, JCA; GOMEZ, JC; REQUENA, JR;

ACAL, JCB: TOME, AV; DACAL, PB.
B olia of Turkey. Yousei Medical Journal, ¥4 tucellar spondylitis and meningoence.phaiitis: a
o1 p.33-44, 2003, 'cw report. The Netherlands Journal of Medicine,

A9, p.158-160, 2001.
HARMAN, M: IRMAK. I ARSLAN, #
ARSLAN, U: KAYAN, M. Popliteal  arf
pseudoaneurysm: ~ a  rare complication.
brucellosis. J. Clin. Ultrasound., v.32, n.l, p

1 LI('IPRO, NE; BOLPE, JE. Buffered plate antigen
WAl os 2 screening test for diagnosis of human
Bilicellosis. Journal of Clinical Microbiology
W46, 0.5, p.1425-1427, 1998. o

36, 2004.
HARTIGAN, P. Human brucellosis: epidemiol LUCERO, NE; FOGLIA, L; AYALA, SM;
and clinical manifestations. [Irish Vereril ALL, D; NIELSEN, K. Competitive enzymé

illunoassay for diagnosis of human brucellosis.
Wimal of Clinical Microbiology, v.37, n.10
45.3248, 1999, ) ’

NA-MAF_{TfNEz. JE; MEIJA-TERAN, C.
*clhms in México: current status and trends.
letinary Microbiology, v.90, p.19-30, 2002.

l—lAM‘uN. NK: KULSHRESTHA, RC;
ANUDEVAN, B. Brucellosis - cause of abortion
aheep and its public health  significance.

wational  Journal of Zoonoses, v.13
4. 179, 1986. b

Journal. v.50, N.3, p-179-180, 1997.

IBERO, I VELA, P PASCUAL, E. Arthriti
shoulder and spinal cord compression du
Brucella disc infection. British  Journal
Rheumatology, v.36, p.377-381, 1997.

JAHANS, KL: FOSTER, G: BROUGHTON,
The characterisation of Brucella strains i
from marine mammals. Veterinary Microbiok
v.57, nd, p.373-382, 1997.

KADIKOYLU, G; TUNCER, G; BOLAMAI
SINA, M. Brucellar orchitis in Innerwest
Region of Turkey. A report of 12 cases. Uro
v.69, n.1, p.33-35, 2002.

KLIETMANN, WF; RUOFF, KL. Bioterrd
implications  for the clinical microbiol
Clinical Microbiology Reviews, v.14, n.2, pi
381, 2001.

VOLTA, N; FRIGATO, M; ZANARDI, M;
L\ R; LIS, L; GNUDL, S; FINI, M. Brucella
Iylitis with paravertcbral abscess due to
Wella melitensis infection: a case report. Drugs
Clin. Res., v.28, n.2-3, p.95-98, 2002. |

94

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.83-98, 2005

95

: “ 6 AGO Zauy

RS
)

£
@}-éﬁ
INARiA DRSS

MALIK, .GM' lEarly clinical response to different
therapeutic regimens for human brucellosis. Am. J.
Trop. Med. Hyg., v.58, n2, p.190-191, 1998.

MALONE, FD; ATHANASSIOU, A; NORES
LA; DALTON, ME. Poor perinatal outcome
EiSSOCl_atcd with  maternal  Brucella abortus
infection, Obstet. Gyiiecol., v.90, p.674-676, 1997.

MARTINEZ-CHAMORRO, E; MURNOZ, A;
ESPARZA, I; MUNOZ, MJ; GlANGASPRb f];‘
Focal cerebral involvement by neurobrucell(;sis:
pathological and MRI findings. European Journal
of Radiology, v.43, p.28-30, 2002.

MARTINEZ, CM; JIMENEZ, AP; BLANCO,

MC; CHAMIZO, ES; MOHEDANO

) ; » EM;
PLATA, ‘C; BAENA, AV; NAVARRO, FM.
Brucellqsts outbreak due to unpasteurized raw goat
cheese in Andalucia (Spain), January - March

2002. Eurosurveillance, v.8, n.7-8
e , n.7-8, p.164-168,

MARTIN-MAZUELOS, E; NOGALES

. Ej . MG
FLOREZ, C; GOMEZ-MATEQS, JM; LOZANO,
F; SANC!_-IEZ,IA. QOutbreak of Brucella melitensis
among microbiology laboratory workers. Journal

rl)f Clinical Microbiology, v.32, n.8, p.2035-2036
994, '

MEMISH, ZA; BANNATYNE, RM;
ALSHAALAN, M. Endophlebitis of the leg
caused by Brucella infection. Journal of Infection
v.42 n.4, p.281-283, 2001. o '

MEMISH, ZA; MAH, MW. Brucellosis in
laboratory workers at a Saudi Arabian hospital.

American Journal of Infecti
i of Infection Control, v.29, p.48-

MEMISH. ZA; VENKATESH, S. Brucellar
epididymo-orchitis  in  Saudi  Arabia: a
r_clrospcctivc study of 26 cases and review of the
literature. BJU International, v.88, p.72-76, 2001.

METIN, A: AKDENIZ, H; BUZGAN, T
DELICE,. I. Cutaneous findings encountered in
brucellosis and review of the literature.

International  Jowrnal of Dermatol
) ogy, v.4
p.434-438, 2001. o VA0



Brucelose: zoonose € bioterrorismo

MIRANDA, RT; GIMENO, AE; RODRIGUEZ,
TF; ARRIBA, 1J; OLMO, DG; SOLERA, J. Acute
cholecystitis caused by Brucella melitensis: case
report and review. Journal of Infection, v.42, n.l,
p.77-78,2001.

MONROE, PW; SILBERG, SL: MORGAN, PM;
ADESS, M. Scroepidemiological investigation of
Brucella canis antibodies in different human

population  groups- Journal  of  Clinical
Microbiology, v.2, 0.5, p.382-386, 1975.
MORATA. P; QUEIPO-ORTUNO, ML

COLMENERO, JD. Strategy for optimizing DNA
amplification in a peripheral blood PCR assay
used for diagnosis of human brucellosis. Journal
of Clinical Microbiology, v.36, n.9, p.2443-2446,
1998.

MORAES, IA; LARANJA, HF; VIEIRA, DK:
LOPES, SP; FREAZA, A; MELO, G; PENCHEL,
V: MORAES, IA. ldentificagao de cles
potencialmente transmissores de brucelose na
Zona Oeste da cidade do Rio de Janeiro. Revista

Brasileira de Ciéncia-Veterinaria, v.9, n.3, p.154-
157,2002.
MORATA, P; QUEIPO-ORTUNO, ~ ML

REGUERA, JM: GARCIA-ORDONEZ, MA;
PICHARDO, Ci COLMENERO, ID.
Posttreatment follow-up of brucellosis by PCR
assay. Journal of Clinical Microbiology, v.37,
n.12, p-4163-4166, 1999.

MORATA, P; QUEIPO-ORTUNO, ME
REGUERA, JM; MIRALLES, F, LOPEZ-
GONZALEZ, 1) COLMENERO, JD. Diagnostic
yicld of a PCR assay in focal complications of
brucellosis. Journal of Clinical Microbiology,
v.39, n.10, p.3743-3746, 2001.

MORENO, E. Brucellosis in Central America.
Veterinary Microbiology, v.90, p.31-38, 2002.

MORENO, E; MORYON, 1. Brucella melitensis: a
nasty bug with hidden credentials for virulence.
Proceedings of the National Academy of Science
USA, v.99, n.1, p.1-3, 2002.

MUNFORD, RS; WEAVER, RE; PATTON, C;
FEELEY, JC; FELDMAN, RA. Human disease
caused by Brucella canis. A clinical and
epidemiologic study of two cases. Journal of the
American Medical Association, v.231, n.12,
p.1267-1269, 1975.

NAMIDURU, M; GUNGOR, K; DIKENSOY,
BAYDAR, [; EKINCI, E; KARAOGLAN
BEKIR, NA. Epidemiological, clinical
laboratory features of brucellosis: a prospec
cvaluation of 120 adult patients. Int. J. Clin. Pra
v.57, n.1, p-20-24, 2003.

NAVARRO-MARTINEZ, A; SOLERA,
CORREDOIRA, I; BEATO, JL; MARTI
ALFARO, E; ATIENZAR, M; ARIZA,
Epididymoorchitis due to Brucella mellite
retrospective  study of 59 patients. Clinict
Infectious Diseases, v.33, p.201 7-2022, 2001. 48

NICOLETTI, P. A short history of brucell
Veterinary Microbiology, v.90, p.5-9, 2002.

NULENS, E; VOSS, A. Laboratory diagnosis ai
biosafety issues of biological warfare agents. Cil
Microbiol. Infect., v.8, p.455-466, 2002.

OLIVEIRA, PR; RIBEIRO, SCA; TUNALA, V
OLIVEIRA, PR; RIBEIRO, SCA. Estudo sobr
brucelose em trabalhadores de um abatedor
eqiiideos. Higiene Alimentar, v.13, p.63-68, 1

ORDUNA, A; ALMARAZ, A PRADO, |
GUTIERREZ, MP; GARCIA-PASCUAL, #
DUENAS, A; CUERVO, M; ABAD, J
HERNANDEZ, B; LORENZO, B; BRATOS, Mi
TORRES, AR. Evaluation of an immunocapl
agglutination test (Brucellacapt) for serodiagno
of human brucellosis. Journal o it
Microbiology, v.38, n.11, p.4000-4005, 2000.

PALANDUZ, A; PALANDUZ, S; GULER,
GULER, N. Brucellosis in a mother and her you
infant: probable transmission by breast mil
International Journal of Infectious Diseases, ¥
n.1, p.55-56, 2000.

PAPATSORIS, AG; MPADRA,

KARAMOUZIS, MV; FRANGIDES, €
Endemic brucellar cpididymovorchitis: a 10-ye
experience. Int. J. Infect. Dis., v.6, n.4, p.309-31
2002. i

PAPPAS, G; BOSILKOVSKI, M: AKRITIDIS,
MASTORA, M; KRTEVA, L; TSIANOS,
Brucellosis and the respiratory system. Clinis
Infectious Diseases, v.37, p.95-99, 2003.

96

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.83-98, 2005

PINA, MA; MODREGO, PJ; UROZ, IJ;
(‘(V)BETA. JC; LERIN, FJ; BAIGES, lJ. Brucellar‘
-.p.mal epidural abscess of cervical location: report
l)\:mf?ur cases. Eur. Neurol., v.45, n4, p.249-253,

I’()ESTER. FP; GONCALVES, VSP; LAGE, AP.
Brucellosis in Brazil. Vererinary Microbiology
V.90, p.55-62, 2002. '

QUEIPO-ORTURO, MI; MORATA, P; OCON, P;
MANCHADO, P; COLMENERO, JD. Rapid
diagnosis of human brucellosis by peripheral-
hood PCR assay. Jowrnal of Clinical
Microbiology, v.35, n.11, p.2927-2930, 1997.

REFAT, M. Incidence and control of brucellosis in
the Near East region. Veterinary Microbiology,
v.90, p.81-110, 2002.

REGUERA, IM:; ALARCON, A; MIRALLES, F;
PACHON, J; JUAREZ, C; COLMENERO, ID.
Brucella endocarditis: clinical, diagnostic, and
{herapeutic approach. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis., v.22, n.11, p.647-650, 2003.

RENUKARADHYA, Gl ISLOOR, S
1(/\JASEKIIAIR. M. Epidemiology, zoonotic
nspecs, _vacgmution and control/eradication of
brucellosis  in India. Vererinary Microbiology
.90, p.183-195, 2002. -

R!CHMOND, JY; MCKINNEY, RW. (eds).
Biosafery in  microbiological and biomedical
laboratories.  3ed. Washington: Centers for

Ihagase Control and Prevention e National
Institutes of Health, 1993.

ROBINSON-DUNN, B. The microbiology
lnboratory’s role in response to bioterrorism. Arch.
Pathol. Lab. Med., v.126, p.291-294, 2002.

H()BSON. JM; HARRISON, MW; WOOD, RN;
1L.SE, MH; MCKAY, AB; BRODRIBB, TR:
Wiucellosis: re-emergence and  changing
Ut'l‘ldt.’miology in Queensland. Med. J. Aust., v.159
0.3, p.153-158, 1993, '

ROMERO, C: GAMAZO, C; PARDO, M;
LOPEZ-GONI, 1. Specific detection of Brucella
IINA by PCR. Journal of Clinical Microbiology,
v.33,n.3, p.615-617, 1995. '

IUBEN, B; BAND, JD; WONG, P; COLVILLE,
1 Person-to-person transmission of Brucella
melitensis. Lancet, v.337, p.14-15, 1991.

97

RUIZ, I; LORENTE, I; PEREZ, I; SIMARRO, E;
MARTINEZ-CAMPOS. L.  Diagnosis of
brucellosis by using blood cultures. Journal of

Clinical Microbiology, v.35, n.9, p.2417-2418
1997. ‘

SAM;.\RTINO. LE. Brucellosis in Argentina.
Veterinary Microbiology, v.90, p.71-80, 2002.

SAMDANI, PG; PATIL, S. Neurobrucellosis.
Indian Pediatrics, v.40, p.565-568, 2003.

SEIDEL, G; PARDO, CA; NEWMAN-TOKER
D; OLI_VI, A:; EBERHART, CG. Neurobruccllosis;
presenting as leukoencephalopathy. The role of
cytotoxic T lymphocytes. Arch. Pathol. Lab. Med

v.127, p.374-377, 2003. :

SEQUD, MA; KANJ, SS; HABLI, M; ARAJ, GF;
KHALIL, AM. Brucella pelvic Lubo-ov,ariali
abscess mimicking a pelvic malignancy. Scand. J.
Infect. Dis., v.35, n.4, p.277,278, 2003.

SEW]_ELL. DL. Laboratory safety practices
az_ssocmlcd with potential agents of biocrime or
bioterrorism. Journal of Clinical Microbiology
v.41, n.7, p.2801-2809, 2003. '

SHAALAN, MA; MEMISH, ZA; MAHMOUD
SA; ALOMARI, A; KHAN, MY; ALMUNEEFl
M:; ALALOLA, S. Brucellosis in children: clinicai
observations in 115 cases. Int. J. Infect. Dis., v.6
0.3, p.182-186, 2002. o

SISTERON, 0O; SOUCI, J; CHEVALLIER, P;
CUA, E; BRUNETON, JN. Hepatic abs,ccss:.
caused by Brucella US, CT and MRI findings.
Ca.se. report and review of the literature. Journal of
Clinical Imaging, v.26, p.414-417, 2002.

SMITS, HL; BASAHI, MA; DIAZ, R;
MARRODAN. T: DOUGLAS, JT; ROCHA, A:
VEERMAN, J; ZHELUDKOV, MM; WITTE,
OWM: JONG, ID: GUSSENHOVEN, GC
GORIS, MGA: VAN DER HOORN, MAWG.
Development and evaluation of a rapid dipstick
assay for serodiagnosis of acute human
brucellosis. Journal of Clinical Microbiology
v.37, n.12, p.4179-4182, 1999. ’



Brucelose: zoonose € bioterrorismo

SOHN, AH; PROBERT, WS: GLASER, CA;
GUPTA, N: BOLLEN, AW WONG, JD;
GRACE, EM: MCDONALD, WC. Human
neurobrucellosis ~ with intracerebral granuloma
caused by a marine mammal Brucella  spp-
Emerging Infectious Diseases, v.9, n.4, p.485-488,
2003.

SOLERA, J; ESPINOSA, A: MARTINEZ-
ALFARO, E; SANCHEZ, L; GEIIO, P
NAVARRO, E; ESCRIBANO, J; FERNANDEZ,
JA. Treatment of human brucellosis ~ with
doxycycline and gentamicin. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, v.41, n.l, p.80-84, 1997.

SOLERA, J; LOZANO, E: MARTINEZ-
ALFARO, E; ESPINOSA, A: CASTILLEIJOS,
MA: ABAD, L. Brucellar spondylitis: review of
35 cases and literature survey. Clinical Infectious
Diseases, v.29, p.1440-1449, 1999.

SOLERA, J; RODRIGUEZ-ZAPATA, M; GENO,
p. LARGO, J; PAULINO, U SAEZ, L;
MARTINEZ-ALFARO, E; SANCHEZ, L;
SEPULVEDA, MA; RUIZ-RIBO, MD; GECMEI
GROUP. Doxycycline-rifampin versus
doxyr:ycline-slreptomycin in treatment of human
brucellosis  due 1O Brucella  melitensis.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.39,
n.9, p.2061-2067, 1995.

SPINOLA, AG; COSTA, MDM. Brucelose
humana em Operarios de um ([rigorifico no
municipio de Salvador, Bahia, Brasil. Revista de
Satide Publica, v.6, p-157-163, 1972.

TSIRKA, A; MARKESINIS, 1; GETSI, Vi
CHALOULOU, S, Severe thrombocytopenic
purpura due to brucellosis. Scand. J. Infect. Dis.,
v.34. 1.7, p.535-536, 2002.

VARGAS O. Fl Brucellosis in Venczuela.
Veterinary Microbiology, v.90, p.39-44, 2002.

VERMIGLIO, F; STASSI, G- FINOCCHIARO,
MD; TRIMARCHL, F. Thyroiditis due 10 Brucella
melitensis. J. Endocrinol. Invest., v.18, n.4, p.308-
310, 1995.

WEIL, Y; MATTAN, Y. LIEBERGALL,

RAHAV, G. Brucella prosthetic joint infection: 4

report of 3 cases and a review of the literal

Clinical Infectious Diseases, v.36, p.81-86, 2003

WHITE IR, AC; ATMAR, RL. Infections
Hispanic Immigrants. Clinical Infectious Diseases,

v.34, p.1627-1632, 2002.

YAGUPSKY, P. Detection of Brucellae in Blo

Cultures. Journal of Clinical Microbiology,
n.11, p.3437-3442, 1999.

YAGUPSKY, P. Detection of Brucella meliten
by BACTEC NRG60 Blood Culture Systen

Journal of Clinical Microbiology, v-32,
p.1899-1901, 1994.

YAGUPSKY, P;

Microbiology, v.35, 0.0, p. 1382-1384, 1997.

YAGUPSKY, P; PELED, N: PRESS, 1. Use @

BACTEC 9240 Blood Culture  System
detection of Brucella melitensis in synovial

Journal of Clinical Microbiology, v.39, n.2, p.73!

739, 2001.

YORGANCIGIL, H; YAYLI, G: OYAR, |
Neglected case of osteoarticular Brucella infectit
of the knee. Croatian Medical Journal, v.44, 1

p.761-763, 2003.

YOUNG, EJ; TARRY, A; GENTA, RM; AYDE
N: GOTUZZO, E. Thrombocytopenic purp
associated with brucellosis: report of 2 cases d
literature review. Clinical Infectious Disea

v.31, p.904-909, 2000.

ZERVA, L: BOURANTAS, K. MITKA, -
KANSOUZIDOU, A; LEGAKIS, NJ. Serum is
preferred clinical specimen for diagnosis of hun
Jowrnal of Cli

brucellosis by PCR.
Microbiology, v.39, n.4, p-1661-1664, 2001.

98

PELED, N PRESS,
ABRAMSON, O ABU-RASHID, M. Compart

of BACTEC 9240 Peds Plus Medium and Isolatd
1.5 Microbial Tube for detection of Brucelit
melitensis from blood cultures. Journal of Clinic

PROGRAMA NACIONAL DE

BRUCELOSE E TUBERCULOSE
(PNCEBT)

Andrey Pereira Lage' !
Fernando Padilla Poester’
Vitor Salvador Picdo Gongalves®
Eliana Roxo®
Ernst Eckehardt Miiller’

Jodo Crisostomo Mauad Cavalléro®
José Soares Ferreira Neto’
Pedro Moacyr Pinto Coelho Motta®
Vera Cecilia Ferreira de Figueiredo’
José Ricardo Lobo'

|
Mé_c!.Vet.. DSc, Prof. Adj., do DMVP, Esc.Vet. da

: UI‘-MGA alage@vet.ulmg.br. - CCBT, SDA-MAPA
Méd.Vet., MSe, Doutorando do DMVP da Esc.Ve.l

: MAPA.
Méd . Vet., Fiscal Fed. Agrop, - CCBT, SDA-
MAPA.- Serv. Sanid. Animal, DFA, Campo
A Grande, MS.
Mcdr.\{el.. Puumrado, Pesquisadora do Instituto
: ::lu‘)luglco, Sio Paulo, SP - CCBT, SDA-MAPA
4 Méd Vet., DS, Prof. Tit. da UEL, Londrina, P
| CCBT. SDA-MAPA. o, TR
M¢éd.Vet., Fiscal Fed. Agropec. - CCBT, SDA-
MAPA.- Serv. Sanid. Animal, DFA, Campo
. Girande, MS
. Méd.Vet.,, Doutor, Prof. Associad
1ed, ) A . A 0.DVP e Saide
- a\mhca da FMVZ-USP. - CCBT. SDA-MA;ASdUdL
¢d.Vet., Doutor. - CCBT, SDJ;\-'\'] \
N MG, MAPA. APA. - LARA
1 Méd.\«’cl:, MSe, Fiscal Fed. Agropec. - PNCEBT
‘!)ht;tp. Defesa Animal, SDA-MAPA '
éd.Vet., Fiscal Fed. Agropec
’ . Agropec. - CCBT, SDA-
. :2:)ﬁ - PNCEBT, Dep. Defesa Animal, SDA-

da UFMG. - CCBT, SDA-MAPA. - LARA-MG

CONTROLE E ERRADICACAO DA

99

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.99-110, 2005

1. HISTORICO DO CONTROLE DA
BRUCELOSE BOVINA NO BRASIL

As primeiras tentativas de controle da
brucelose no Brasil datam das décadas de
194Q-1950. As medidas propostas se
restringiam ao exame soroldgico de vacas
que abortaram, com segregacdo dos
reagentes e vacinagido com B19 (Menezes
1950; D’ Apice, 1954). ,

Com o pequeno avango no controle da
doepqa !103 anos seguintes, novas diretrizes
nacionais foram propostas para fortalecer
as medidas de controle, principalmente a
vacinagido de todas as bezerras com B19 e
rnonlta.gem de comités de brucelose, com a
participagio de representantes
gove_rnamentais das dreas de saiide piblica
e animal e produtores de leite e de carne
(Vinhas, 1958).

A pgl'tir de 1944, diversos decretos foram
_sanc;:onados pelo Ministério da Agricultura
instituindo medidas para o controle de
prucelose. Entre eles destacam-se a
1dcr.1tiﬁcag§0 de todos o©0s animais
j«acmados com B19, as diretrizes para a
lmlpc:rta.gﬁo e exportagdo de animais e a
exigéncia de testes antes do trinsito de
animais ou da sua participagdo em feiras.

Em .1976. a Portaria 23/76 do Ministro da
Agricultura (Brasil, 1977) propos um
programa nacional de controle da
brucelose baseado na vacinagiio voluntiria
de. bez.erras, diagnéstico de rebanhos com
animais infectados e teste e sacrificio
voluntirio dos animais reagentes. Este
programa  nunca foi  completamente
lmpl.antado e a situacio epidemioldgica
continuou estdvel, com altas prevaléncias
da doenga nas regides mais importantes na
produgdo de bovinos.
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Além das iniciativas do governo federal, os
6rgaos de defesa sanitiria de alguns
Estados empreenderam individualmente
agbes para 0 controle da brucelose. Em
1965, o Estado do Rio Grande do Sul
iniciou um programa de vacinagao
progressivo contra brucelose, que atingiu
80% de cobertura vacinal em bezerras ¢
resultou em uma significativa redugdo na
prcvaléncia da doenga no Estado (Rio
Grande do Sul, 1974). Da mesma forma,
em 1994 o Estado de Minas Gerais
implementou um programa de vacinagdo
que atingiu, em 2003, uma cobertura
vacinal de cerca de 75% de bezerras em
idade de vacinagdo O que, segundo dados
oficiais recentes, resultou na diminuigao lclla
prevaléncia da brucelose naquele Estado™ .

Em 2000, o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) revisou
as estratégias e a legislagdo sobre ©
controle da brucelose bovina no pais e, no
inicio de 2001, o Programa Nacional de
Controle e Erradicagio de Brucelose ¢
Tuberculose (PNCEBT) foi instituido
(Brasil, 2001a e b). As estratégias contidas
no Regulamento Técnico do PNCEBT
(Brasil, 2004a) incluem:

v a vacinagio obrigatoria de bezerras
com idade entre 3 ¢ 8 mescs com
vacina B19;

v certificagio voluntdria de propriedades
livres;

v/ monitoramento voluntdrio de
propriedades de gado de corte baseado
em amostragens periodicas;

v exigéncia de atestados negativos para
trinsito interestadual de animais para

1 1 ABO. J.R.; FIGUEIREDO, V.CF.
Comunicagiio pessoal.

reprodugdo € para ingresso
exposigoes, feiras e leiloes;

v gacrificio dos animais reagentes;

v padronizagao  dos métodos
diagndstico e .

v capacitagio e habilitagao de médicc
veterindrios do setor privado aos q
o servigo de defesa sanitdria delegar
competéncias.

No contexto desta publicagio some \
serio abordados os aspectos relativos
brucelose contidos no  Regulamen
Técnico do PNCEBT (Brasil, 2004a).

O PNCEBT foi instituido pelo MAPA {

funciao da necessidade  de
institucionalizar e  implementar
programa  que visasse  melhorar

efetividade das medidas de combate
brucelose e @&  tuberculose, cO
embasamento numa : g
populacional ¢ nido apenas em medid
isoladas aplicadas a rebanhos infectados.

O PNCEBT tem por objetivos baixaf
prevaléncia e a incidéncia da brucel’o
da tuberculose e certificar um numg
elevado de propriedades, nas quais
controle e erradicagio destas enfermidat
sejam executados com rigor e elicad
objetivando aumentar a oferta de produf
de baixo risco para a saude piblica. B
garantia sanitdria na origem, assogia_
modernizagio das cadeias produtivas
leite e da carne, visa aumentar
produtividade e a competitividz}de ¢
produtos pecudrios, nos mercados intern
externo, oferecendo ao consumidor |
produto de maior valor agregado.

Pelas semelhangas na epidemiolog
diagndstico e formas de controle

brucelose nos bovinos € bubalinos, )
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medidas sanitirias do PNCEBT sio
aplicadas a estas duas espécies animais. O
controle da brucelose em outras espécies €
regulamentado por normas especificas.

As estratégias adotadas pelo PNCEBT
consistem em um conjunto de medidas
sanitarias ~ compulsdrias, associadas,
entretanto, a agdes de adesdio voluntdria.
Por suas caracteristicas, este Programa
introduz uma nova abordagem nas relagdes
entre os agentes envolvidos na satde
animal. Para a efetivagio do PNCEBT e
para que o mesmo obtenha resultados
consistentes e efetivos, serd necessdria uma
estreita colaboragéo entre todos os niveis

dos setores privado e piblico do
agronegécio da carne e do leite.

2. EVOLUCAO DA SITUACAO
EPIDEMIOLOGICA

O ultimo diagndstico completo de situagao
da brucelose bovina em nivel nacional foi
realizado em 1975, tendo estimado a
porcentagem de animais soropositivos em
4,0% na Regido Sul, 7,5% na Regiio
Sudeste, 6,8% na Regiio Centro-Oeste,
2,5% na Regiio Nordeste ¢ 4,1% na
Regido Norte (Brasil, 1977).
Posteriormente,  outros  levantamentos
sorolégicos por amostragem, realizados em
slguns  estados, revelaram pequenas
nlteragdes na prevaléncia de brucelose
(Brasil, 2001a): 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
gncontrado em 1975 para o termritério

~ Mato-grossense (Estado do Mato Grosso

tlo Sul e parte do Mato Grosso); em Minas
(ierais passou de 7,6%, em 1975, para
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6,7% em 1980 (Castro, 1982); no Parand, a
prevaléncia estimada em 1975 foi de 9,6%,
passando para 4,6% de bovinos
soropositivos em 1989. Os dados de
notificagoes oficiais indicavam que a
prevaléncia de animais soropositivos se
manteve entre 4% e 5%, no periodo de
1988 a 1998 (Brasil, 2001a).

Em 2002, o Departamento de Defesa
Animal / MAPA, iniciou um projeto
ambicioso de realizagio de estudos de
prevaléncia e fatores de risco da brucelose
bovina em todo o pafs. Os trabalhos vém
sendo efetuados em colaboragio com os
servigos de defesa sanitdria animal de cada
unidade federativa, e o Ministério conta
com o apoio da Universidade de Sao Paulo
e da Universidade de Brasilia. Resultados
parciais'” confirmaram que a prevaléncia é
muito baixa em Santa Catarina, onde a
freqiiéncia de focos (i.e. de propriedades
com animais infectados) foi de 0,02%. No
Parand, a prevaléncia de focos foi baixa
(0,34%) na regido Sul, junto a SC, mas alta
na regido Oeste (14,72%), na divisa com
Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo. Em Sdo
Paulo encontrou-se prevaléncia de focos
distribuida de forma homogénea em todo o
Estado, com valor médio de 9,7%.

Em Minas Gerais, o valor de
aproximadamente 1% de prevaléncia de
animais infectados confirma o impacto do
programa de vacinagio obrigatdria iniciado
no Estado em 1994 ¢ serve de bom

exemplo para a implementagio do
PNCEBT.

A Regido Centro-Oeste apresentou as
prevaléncias mais altas, chegando no Mato

2 1LOBO, J.R.; FIGUEIREDO, V.CF.
Comunicagio pessoal. 2004.
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Grosso a 41,19% de focos e 10,45% de
animais. Esta € uma informagdo de grande
importancia epidemiol6gica ) porque
confirma que a brucelose ndo estd apenas
confinada, ou mesmo concentrada, nas
bacias leiteiras do pais.

A grande disseminagio em dreas de
criagdo extensiva de gado de corte, que
abrigam giinde parte do rcbanhg l:fovu:o
nacional, justifica e reforga a priorizagao
do programa de vacinagao ‘contra. a
enfermidade, uma vez que esta éa mtidIQa
mais barata e eficaz de baixar a prevaflcncm
da brucelose neste tipo de sistema
produtivo. O trabalho segue agora em
estados das regides Norte € Nordeste.

3. ESTRUTURA LEGAL

O PNCEBT foi instituido pela Instrugdo
Normativa Ministerial N°2/01 de 10 de
janeiro de 2001 (Brasil, 200lc), que
também atribuiu ao Secretario de ]_)efcsa
Agropecudria a incumbéncia de baixar 0
Regulamento Técnico do PNCEBT.

A Instrugio Normativa do SDA.N°2IOI de
10 de janeiro de 2001 (Bras’.ll..2001b)
aprova O Regulamento  Técnico do
PNCEBT. Em 08 de janeiro de 2004, 0
Regulamento Técnico do PNCEBT foi
republicado (Instrugdo Normativa do SDA
N°06/04) com pequenas alteragbes, como
corregoes de termos, melhor fie.ﬁ_mgao de
alguns paragrafos e a pc_asmbxllldadc de
supressdo da vacinagao obngafténa quand_o
a situagdo epidemioldgica justificar (Brasil,
2004a). .

A Inszruqéo Normativa do SDP} N°10 de
15 de janeiro de 2004 (Bras?l: 2?04b)
estabelece as normas para habtlhtagao de
médicos veterindrios do setor pn)vado para
atuagdo junto ao PNCEBT. Além dessas

normas j4 existentes, —outras n‘ormajs”
complementares foram e serdo publlcadgs )
ao longo das diferentes fases do PNCEBT.

A coordenagio do PNCEBT estd a cargo
do Departamento de Defesa Amm_al da
Secretaria de Defesa Agropecudria fio;
MAPA, com assessoria de um Comit
Cientifico Consultivo em Brucelose (. 4
abortus) e Tuberculose Animal (1‘:4. bovz;

rasil, 2003), e as  agoes ©
gzplemcmaqéo e fiscalizagio Qo PNCEBT
sio executadas pelas Delegacias Federa
de  Agricultura  nos Estados
principalmente, pelos 6rgﬁos.de defesa
sanitdria animal estaduais (Brasil, 2004a).

4. PADRONIZACAO DO
DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE

estratégias

4.1. Testes € :
aprovados  pelo

diagnostico
PNCEBT

O Regulamento Técnico do _PNCEI.i
(Brasil, 2004a) aprovou para 0 dragnésu
de brucelose os testes do antige
acidificado tamponado (AAT)eo tcste_ -‘,-
anel em leite (TAL), como testes de roting
e o teste do 2-mercaptoetanol (2ME) e--
fixagio de complemento (FC), como teste
confirmatorios.

O teste do anel em leite (TAL? pode st
empregado na triagem ou monitorament
de rebanhos leiteiros € pode ser realizac
por veterindrios habilitadqs,_
laboratérios credenciados ou oﬁcm‘ls c pels
servigo de defesa sanitdria animal. |
interpretagio  dos resultados 2
qualitativa e 0s rebanhos com amos
reagentes devem ter seus animais testadd
individualmente.
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L podem ser negativos, inconclusivos ou

lengiram positivamente sdo considerados
Infectados e devem ser sacrificados. Os
animais com resultados inconclusivos ao
IME podem ser submetidos ao teste de
lixagio do complemento ou ser testados
Jovamente num prazo de 30 a 60 dias com
U IME. A interpretagio do teste ¢ a mesma
i novo teste. Entretanto, nos caso de novo
'pl‘mlmdo nio conclusivo seja obtido, o

il na impossibilidade de se determinar o

Wule correr o risco da manutengio de
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0 teste do antigeno acidificado tamponado
(AAT) € empregado na triagem de animais
¢ pode ser realizado por veterinirios
habilitados e por laboratérios credenciados
ou oficiais. A interpretagio dos resultados
¢ qualitativa. Em rebanhos
comprovadamente infectados o médico
yeterindrio poderd optar por condenar o
inimal apenas com o resultado do AAT,
privilegiando assim a sensibilidade do
liagnostico e acelerando o processo de
mneamento do rebanho. Nas situagdes em

jque ¢ necessdrio evitar resultados falsos

positivos, quando se pretende boa

pspecificidade, pode-se, entdo, aplicar o

método de testes em série, em que 0s
animais reagentes ao AAT sdo submetidos
il leste confirmatorio.

animais infectados, e conseqiientemente,
da infec¢do no rebanho.

A fixagdo de complemento (FC) também
poderd  ser utilizada como  teste
confirmatério em animais reagentes ao
AAT e s6 serd realizada por laboratérios
oficiais. A interpreta¢io dos resultados do
teste é quantitativa. E o teste de referéncia
para o trinsito internacional de animais, de
acordo com normas da Organizacio
Mundial de Saide Animal (OIE)
(MacMillan & Stack, 2000).

Para a realizagio dos testes de triagem no
diagndstico de brucelose e
responsabilidade técnica no processo de
saneamento e  monitoramento  das
propriedades, o servigo oficial de defesa
sanitiria ~ animal  habilita ~ médicos
veterindrios que atuam no setor privado
(Brasil, 2004a; Brasil, 2004b).

) teste do 2-mercaptoetanol (ZME) ¢
empregado para a confirmagio dos animais
feagentes ao teste do AAT e s6 pode ser
ienlizado por laboratdrios credenciados ou
uliciais. A interpretagao dos resultados é
{luantitativa e os critérios de interpretagio
lgvam em consideragiio o histérico de
vicinagio dos animais (Brasil, 2004a).

Para sua habilitagdo junto ao PNCEBT, o
médico veterindrio privado deve ter sido
aprovado em curso de treinamento e
capacita¢iio reconhecido pelo MAPA, estar
em dia com o Conselho Regional de
Medicina Veterindria e requerer sua
habilitagio na Unidade Local do Servigo
de Defesa Sanitiria Animal do Estado, em
conjunto com os Orgios estaduais de
defesa sanitiria animal da respectiva
unidade da federagiio onde ird atuar. A
aprovagdo em curso de treinamento e
capacitagido reconhecido pelo MAPA tem
validade em todo o territério nacional, mas
o médico veterindrio deverd requerer sua

habilitacio em cada estado em que for
trabalhar.

Dy resultados de soros testados pelo 2ME

positivos. Os animais com soros que

iimal deve ser destinado ao sacrificio,

O médico veterindrio habilitado deve
cumprir 0 Regulamento Técnico e demais
normas complementares do PNCEBT e

ilus sanitirio do animal, o programa ndo
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possuir  infra-estrutura € material
adequados @ execugiio dos testes de
triagem para brucelose. Além disto, deve
fornecer  informagdes ¢ apresentar
relatorios de atividades relacionadas com O
PNCEBT na Unidade Veterindria Local do
servigo oficial de defesa sanitdria animal.

5. VACINACAO

5.1. Vacinacio obrigatoria contra
Brucelose com B19

Dentre as ages obrigatrias do PNCEBT
estd a vacinagdo de bezerras com idade
entre 3 ¢ 8 meses contra brucelose com a
vacina B19. A eficdcia desta vacina no
controle da doenga ¢ na diminuigdo dos
prejuizos causados pela brucelose bovina e
bubalina jd foi demonstrada em muitos
paises (Nicoletti, 1990). O objetivo desta
vacinagio é conseguir baixar, num prazo
razodvel, a prevaléncia da brucelose nos
rebanhos afetados, fato este fundamental
para 0 avango em direciio a erradicagio da
doenga (ORGANIZACION..., 1980).

Essa vacinagio obrigatoria em todo ©
territério  nacional iniciou-se com 4
publicagio do PNCEBT e, no periodo de
janeiro de 2001 a dezembro de 2003, os
- servigos estaduais de defesa sanitdria
iniciaram sua implantagio gradativa dentro

dos estados. No inicio de 2004, a
vacinagio obrigatoria ji havia sido
implantada, ~com coberturas  vacinais

distintas na maioria dos estados, salvo em
parte das Regioes Nordeste e Norte, onde
alguns estados estdo ainda em fase de
estruturagio  dos servicos de defesa
sanitdria animal.

Uma excegiio 2 implantagio da vacinagdo
obrigatéria de bezerras jovens com B19 é

observada no Estado de Santa Catarina.
Em fungio da baixa prevaléncia  de
brucelose  existente naquele  estadg
(Sikusawa et al., 2004), o servigo estadua
de defesa sanitdria animal, em consondnci
com o MAPA, optou pela ndo implantag
da vacinagio obrigatéria e estd em estude
pelo MAPA a definicdo de normas pari
dreas avangadas de erradicagio d
brucelose, nas quais o Estado de Santj
Catarina poderia se enquadrar.

O responsével pela emissdo de receitudril
para aquisi¢ao da vacina, pela vacinaga
dos animais, pela emissio de atestados d
vacinagio e dos relatérios dos animal
vacinados ¢é o. médico veterindri
cadastrado no servigo estadual de defes
sanitdria animal. Em regides onde
veterindrios  privados ~ ndo atendal
plenamente a demanda do programa (
vacinagio, o préprio servigo oficial deve
assumir essa responsabilidade. No entant
¢ importante evitar que e€ssa excegio |
transforme em regra, 0 que poderia lev
de novo a um modelo niio sustentivel ¢
implementagio unicamente baseado
acio estatal. O envolvimento dos médie
veterindrios no processo € necessdrio pa
diminuir os riscos da utilizagdo de w
vacina viva, potencialmente patogé
para o homem.

Além da emissio do atestado de vacinag
as bezerras vacinadas devem ser marca
a ferro candente com a letra 4
acompanhada do algarismo final do ano
vacinagio, no lado esquerdo da cara.
femeas destinadas ao registro geneald ai
quando devidamente identificadas,
aquelas identificadas individualmente |
sistema aprovado pelo MAPA, fi¢
excluidas da obrigatoriedade da marca
a fogo.
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A fiscalizagdo da vacinagdo é feita por via
de  mecanismos semelhantes aos do
l’.mgrama Nacional de Erradicagio da
l-ch_rc Aftosa (PNEFA), ji em vigor ha
mul_los anos. Consiste em cumpmveﬁ;ﬁo da
vacinagdo a cada seis meses, a partir da
qual se estabelece a base de fiscalizagao,
por ;xemplo, quando o produtor necessita
emitir uma Guia de Trinsito Animal, para
qualquer finalidade.

5.2. Vacina¢io contra Brucelose
com vacina nao indutora de
anticorpos (RB51)

Recentemente foi aprovada pelo MAPA a
utiliza¢@o no pais da vacina com a amostra
rugosa de Brucella abortus RB51 (Licenga
8724/.2003). em animais com idade
superior a 8 meses. Por sua caracteristica
l‘ugosa}, esta amostra ndo interfere no
diagnodstico  sorolégico  da  brucelose
(Schurig et al, 2002, Poester et al., 2004).

() objetivo da utilizagdo desta vacina é
aumentar a cobertura vacinal em animais

acima de 8 meses de idade, com
tonseqliente aumento da imunidade de
febanho e sem interferéncia  no

d;ugnostlco, o que deverd levar a uma
diminuicdo mais rdpida das taxas de
prevaléncia e incidéncia da brucelose.

A !I{BSI foi aprovada pelo MAPA para
utilizagdo em fémeas adultas que nunca
-‘fnrum vacinadas, ndo reagentes aos testes
de diagnostico, em focos de brucelose e em
Mtuagdes de alto risco de infecgio, onde se
Justificam vacinagGes estratégicas.

Por ser uma vacina viva, muitas das
(ecomendagdes de utilizagio da B19, como
Wio ser utilizada em machos e em fémeas
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prenhes, devem ser adotadas para a RB51.
Precaugbes na vacinagido e no descarte dos

materiais utilizados, também se apli a
. aplicam
RB5I. ’ ’

=

To@as as normas relativas A aquisi¢io
vacinagdo e emissdo de atestados previstas
para a B19 também devem ser observadas
com relagao a RB51.

6. CERTIFICACAO DE PROPRIE-
DADES LIVRES E DE PROPRIE-
DADES MONITORADAS

As n_:ertificagécs de propriedades livres e
monitoradas para brucelose sio de adesio
voluntiria e visam, respectivamente, obter
grflqde nimero de propriedades com risco
minimo de presenca dessas doengas e obter
grz}nde nimero de propriedades com risco
baixo e monitorado.

O PNCEBT preconiza medidas que sio
comuns a certificacio de propriedades
1wre§ e a certificagio de propriedades
monitoradas, bem  como  medidas
especificas para cada tipo de certificagio.

Para iniciar o processo, que deverd ser
custeado pelo proprietrio, este necessita
ter um médico veterindrio habilitado
r‘esponsével pelo rebanho e solicitar
_tormalmente a certificacdo da propriedade
junto a4 Unidade Veterindria Local do
servico de defesa sanitdria animal onde
estd cadastrada a propriedade.

As atividades de saneamento sio realizadas
pelo médico veterindrio habilitado e todas
as atividades de fiscalizagiio e certificagio
sdo realizadas pelo servigco oficial de
defesa sanitaria animal no Estado, de
acordo com as normas do MAPA. ’
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A propriedade necessita possuir
identificagio individual de animais, com
sistema indicado pelo MAPA ou aprovado
pelo servigo oficial de defesa sanitdria
animal.

Todas as fémeas com idade entre 3 e 8
meses tém, obrigatoriamente, que Ser
vacinadas com BI19 e identificadas
segundo as normas do PNCEBT.

Os animais elegiveis a serem submetidos
aos testes diagndsticos para brucelose sdo
aqueles com idade superior a 8 meses, caso
nio sejam vacinados, e com idade igual ou
superior a 24 meses, €aso tenham sido
vacinados entre 3 e 8 meses com B19.

Os animais reagentes positivos aos testes
confirmatérios para brucelose ou, a critério
do  médico  veterinirio  habilitado
responsdvel pelo rebanho, os animais
reagentes ao AAT, deverdo ser marcados
com ferro candente com um “P” contido
em um circulo de oito centimetros de
diametro no lado direito da cara. Estes
animais deveriio ser separados dos outros
animais do rebanho e  afastados
imediatamente da produgio leiteira. Num
prazo miximo de 30 dias apés o
diagnéstico, estes animais deverio ser
sacrificados em frigorificos sob servigo de
inspegdo oficial. Os animais reagentes
positivos deverdo chegar ao
estabelecimento de abate acompanhado de
Guia de Trinsito Animal (GTA),
informando a condi¢io de positivo, € 0
servigo de  inspe¢do oficial  do
estabelecimento deverd ser notificado da
chegada dos animais com antecedéncia
minima de 12 horas. Na impossibilidade de
sacrificio em frigorificos sob inspe¢do
oficial, os animais reagentes positivos aos
testes para brucelose devem ser destruidos
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anual com resultado negativo de todo o

na propriedade, sob supervisio
veterindrio oficial. rebanho.
Outro requisito para a obtengdo Durante o saneamento do rebanho, os

lestes diagndsticos para brucelose devem
ser realizados num intervalo de 30 a 90
dias. A certificagdo de propriedade livre de
brucelose serd obtida apés a obtengio de
Irés  testes de

manutencio do certificado de propried
livie ou monitorada para brucelose €
aquisigio exclusiva de animais negati
para brucelose. Os animais oriundos df

outras propriedades certificadas  com rebanho  negativos
livres terdo introdugdo livre. [ tonsecutivos, ou seja, apds todos os
animais deverdo ser submetidos a animais  do  rebanho  apresentarem
testes de diagnéstico para brucelose, send fesultados  negativos  em  trés  testes

tonsecutivos. O intervalo entre o primeiro
leste negativo e o segundo, deve ser de 90
4 120 dias e o intervalo entre o segundo
leste negativo e o terceiro, deve ser de 180
i 240 dias. O terceiro teste de rebanho
negativo deverd ter a coleta de material
icompanhada por veterindrio oficial e ser
fealizado em laboratério oficial. Apds
vumpridas as exigéncias previstas no
INCEBT, a propriedade receberd o
vertificado de livre de brucelose, o qual
evera ser renovado anualmente.

o primeiro durante os 30 dias antes
embarque do animal e o segundo até
dias apés a chegada dos animais
propriedade, com um intervalo minimo d
30 dias entre os testes. Os anima
adquiridos deverdo permanecer isola
desde o ingresso na propriedade de desti
até o segundo resultado negativo. Soment
para as propriedades certificadas livres
brucelose, ou em certificacdo, caso I
seja possivel manter os animais isolados I
propriedade de destino, 0s dois teste
poderdo ser efetuados na propriedade ¢
origem durante os 60 dias que antecedem
embarque, num intervalo de 30 a 60 di

entre testes. i

Nos casos de serem detectados um ou mais
Mnimais reagentes positivos no novo teste
\reteste)  anual, haverd a suspensio
fempordria do certificado de propriedade
llyre. Para o retorno a condigfio de livre, é
Mecessdrio obter dois testes de rebanho
Mepativos, realizados com intervalo de 30 a
W) dias, sendo o primeiro efetuado 30 a 90
llas apos o sacrificio ou destruigio do
{iltimo animal reagente positivo.

6.1. Certificacio de Propriedad
Livres ;

As medidas especificas preconizadas pe
PNCEBT para a certificagdo
propriedades livres de brucelose visd
garantir que nenhum animal infecta
permanega na propriedade. Para tanl
requer que todos os animais elegiveis pd
o diagndstico sejam testados e
propriedade  apresente  trés  testes |
rebanho consecutivos negativos para
certificagio e que a manutengdo
certificagio se fard mediante novo U

Para verificar e validar a condigio sanitdria
iy propriedade  certificada, ou em
witificagio, o médico veterindrio oficial
derd, em qualquer momento e sem dnus
Jira o proprietdrio, coletar material para
Mlgnostico de brucelose.

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.99-110, 2005
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b,
éf?f/v
6.2. Certificacio de

Monitoradas

A certificagio de propriedades
monitoradas para brucelose e tuberculose é
exclusiva para propriedades produtoras de
bovinos e bubalinos de corte. A estratégia
para 0 monitoramento € baseada em testes
diagnéstico por amostragem aleatéria de
animais du plantel de reprodutores e na
inspec@o sanitdria de todos os animais da
propriedade  abatidos. As  medidas
propostas visam incluir no PNCEBT
grande parte do rebanho bovino brasileiro,
com destaque para a Regido Centro-Oeste,
onde predominam grandes fazendas de
gado de corte, em criagiio extensiva € em
rebanhos com milhares de animais. A
estratégia seguida consiste em manter o
rebanho de animais utilizados para
reprodugio sob vigilincia sistemdtica e
atuar sempre que a infec¢@o seja detectada.
Niao se trata de declarar rebanhos livres,
mas sim de garantir risco epidemiolégico
muito baixo.

A amostragem serd realizada no plantel de
reprodutores, machos e fémeas, com idade
superior a 24 meses. No primeiro ano serd
utilizada um amostra que possibilite 99%
de probabilidade de detecgiio de pelo
menos um animal infectado no rebanho, se
a prevaléncia for igual ou superior a 1%.
Nas amostragens anuais subseqiientes, serd
empregada uma amostra que possibilite
95% de probabilidade de detec¢io de pelo
menos um animal infectado no rebanho, se
a prevaléncia for igual ou superior a 1%.

Caso algum animal seja considerado
positivo para brucelose, todos os animais
do plantel de reprodutores, machos e
fémeas acima de 24 meses, que nio
haviam sido incluidos na amostra, devem
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ser testados. Todos ~os  animais
considerados ~ positivos  para brucelose
deverio ser sacrificados em frigorifico sob
inspegdo oficial dentro de 30 dias do
diagndstico, segundo as recomendagoes do
PNCEBT. O certificado de propriedade
monitorada serd emitido apds o primeiro
teste por amostragem negativo ou, caso s¢
detecten animais positivos nesse teste,
apés o teste de todo o plantel de
reprodutores e sacrificio dos animais
positivos. A renovagio da certificagio €
anual e serd feita por repeti¢io dos testes
por amostragem.

7. CONTROLE DE TRANSITO

Com o objetivo de diminuir a
disseminagiio da brucelose, o Regulamento
Técnico do PNCEBT (Brasil, 2004a) prevé
o controle de transito interestadual de
animais reprodutores, machos e fémeas, €
de animais que se destinam a exposigdes
ou leildes de gado de elite. A presenca de
infecgdo nestes animais constitui grande
risco de introdugiio de brucelose em outros
rebanhos ou regides. Somente animais
oriundos de propriedades  certificadas
livies de brucelose, de propriedades
monitoradas ou animais portadores de
atestados negativos vilidos, poderio ter
Guia de Tréinsito Animal (GTA) emitidas
para transitar entre OS estados ou para
participar de exposigdes ou leiloes de elite.

Os atestados deverdo ser emitidos por
médico  veterindrio  habilitado pelo
PNCEBT e terio validade de 60 dias a
partir da data da coleta de sangue para
diagndstico.

Os testes diagndsticos para trinsito de
animais devem ser realizados em todas as
fémeas ndo vacinadas e machos com idade
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superior a § meses € em fémeas vacin
com B19, entre 3 ¢ 8 meses de idade, ¢t

idade igual ou superior a 24 mesé
Excluem-se dos testes animais cujo destil
final seja o abate (animais de corte

animais castrados, animais oriundos
propriedades  certificadas livres

brucelose ou de propriedades monitorad

e femeas vacinadas com B19, entre 3¢

meses de idade, com idade inferior a%
meses. As fémeas vacinadas com B19 €@
‘dade inferior a 24 meses devem apresent
atestado de vacinagio emitido por médi
veterindrio cadastrado para a emissao

Guia de Transito Animal (GTA).

8. COMENTARIOS FINAIS SOBRE!

PNCEBT

O PNCEBT vem preencher uma lacunal

politicas de sanidade animal do Brasil.
claborado com visio de longo prazos
portanto, estabelece estratégias que

deverio comegar a ter impacto real ¢
alguns anos. Entende-se que essa € a ani
forma de encarar o controle de uma doen

de cardter cronico como a brucelose.
combinagio de medidas obrigatdrias, |
quais se espera impacto populacional |
grande escala, com medidas mais selel
que visam aumentar de forma paulatini
ntimero de unidades de criagio de ba
risco, poderd resultar em boa adesdo
Programa e evitar a tentagio de resol!
todos os problemas de uma s vez.

Espera-se que O envolvimento €
prestadores  de servigos  veterindf
privados e das Escolas de Medie
Veterindria no processo tenha B
resultados e crie uma dinimica .
dependente das estruturas estatais, 0 qu
caracteristico em oulros programas
sanidade animal.

Cad. Téc. Vet. Zootec., n.47, p.99-110, 2005

() PNCBET também nasce como um
programa dindmico, adaptando-se a novas
uituagdes e ao aparecimento de novos
jnsumos e técnicas que possam contribuir
para o avango do combate & brucelose. O
programa  prevé a  possibilidade de
introducio de novos testes diagndsticos ou
povas  vacinas, desde que sejam de
interesse do PNCEBT e sejam aprovados
pelo MAPA. Um exemplo disto foi a
aprovagdo em 2003 da utilizagdo da vacina
RB51 no pais.

A evolugiio e consolidagdo do PNCEBT
vii depender da capacidade de adequar as
politicas propostas as necessidades de
longo prazo de toda a cadeia produtiva. O
gnvolvimento  de todos os  agentes
tomprometidos, produtores &
vonsumidores, serd fundamental para que o
vontrole  da  brucelose avance e se
fransforme em demanda da sociedade, e
fllo apenas em aplicagdo de um conjunto
e normas e procedimentos técnicos.

), REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

IRASIL. Ministério da Agricultura. Diagnéstico
e Saiide Animal. Brasilia, 1977.

BRASIL. Departamento  de Defesa  Animal.
liformagGes sobre o PNCBET. Brasilia, Brasil:
Ministério  da  Agricultura,  Pecudria e
Abnstecimento, Jan  2001.  Disponivel em:
“hitp:www.agricultura.gov.br/sda/dda/programa.ht
. Acesso em : 2001a.

WRASIL, Secretaria de Defesa Agropecudria
Agropecudria, Ministério da Agricultura, Pecudria

¢ Abastecimento. Instrugio Normativa n. 2., 10 jan
;l)()l. Didrio Oficial, 4 jun 2001. Segdo 1, 26-31,
001b.

109

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento. Instrugio Normativa N° 2 de 10 de
janeiro de 2001. Institui o Programa Nacional de
Controle e FErradicagio da Brucelose e
Tuberculose Animal. Didrio Oficial da Unido,
Brasilia, 77 jan. 2001, Segao 1, 2001c.

BRASIL. Departamento de Defesa Agropecudria,
Secretaria de Defesa Agropecudria, Ministério da
Agricultura, Pecudiria e Abastecimento. Portaria
DDA N° 73 de 04 de dezembro de 2003. Aprova o
Regulamento Técnico do Programa Nacional de
Controle e FErradicagaio da Brucelose e
Tuberculose Animal. Didrio Oficial da Unido,
Brasilia, 08 dez. 2003, Se¢ido 2, p. 4. 2003.

BRASIL. Secretaria de Defesa Agropecudria,
Ministério da  Agricultura,  Pecudria e
Abastecimento. Instrugdao Normativa N° 6 de 8 de
janeiro de 2004, Aprova o Regulamento Técnico
do Programa Nacional de Controle ¢ Erradicagio
da Brucelose e Tuberculose Animal. Didrio
Oficial da Unido, Brasilia, 12 jan. 2004, Secio 1,
p- 6-10. 2004a.

BRASIL. Secretaria de Defesa Agropecudria,
Ministério  da  Agricultura,  Pecudria e
Abastecimento. Instrugio Normativa N° 10 de 15
de janeiro de 2004. Estabelece as normas de
habilitagio de médicos veterindrios do setor
privado para atuagfo junto ao Programa Nacional
de Controle e Erradicagio da Brucelose ¢
Tuberculose Animal-PNCEBT. Didrio Oficial da
Unido, Brasilia, 20 jan. 2004, Se¢do 1, p. 2-4.
2004b.

Castro, D. Prevaléncia da brucelose nas dreas
trabalhadas pelo IESA em Minas Gerais-1980.
Boletim IESA. v. 1, p. 1-12, 1982,

D’APICE, M. Combate a brucelose bovina no
estado de Siao Paulo baseado na aplicagio da
“Brucella 19”. In: Anais do II Congresso
El’anamericano de Medicina Veterindria, p.113-136,
954.

MacMILLAN, A.P. & STACK, J. Bovine
Brucellosis. In: OFFICE INTERNATIONAL DES
EPIZOOTIES. Manual of Standards for
Diagnostic Tests and Vaccines. 4 ed. Paris: Office
International des Epizooties, p. 328-345, 2000.



Programa nacional de controle e erradicaciio da brucelose ¢ tuberculose (PNCEBT)

MENEZES, H.T. Contribuigio para 0 estudo da
brucelose bovina no Tridngulo Mineiro. In: V
Congresso Brasileiro de Veterindria, p 649-657,
1950.

NICOLETTI, P. Vaccination. In: NIELSEN, K
DUNCAN, J.R. Animal Brucellosis. Boca Raton,
CRC Press, p.283-299, 1990.

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD.
Comité mixto FAO/OMS de expertos  en
Brucellosis. Sexto informe. Ginebra: Organizacién
Mudial de la Salud, 149p. 1986. (Série de
Informes Técnicos 740).

POESTER, F.P., SAMARTINO, L.E., LAGE,
A.P. Diagnéstico da brucelose bovina. Cad. Téc.,
v. XX, p-xx-xx, 2004

RIO GRANDE DO SUL.
Agricultura.  Estimativa  da
brucelose, 1974.

da
da

Secretaria
prevaléncia

110

SIKUSAWA,  Suzana; AMAKU, M
FERREIRA NETO, José Soares; DIAS, Ril
Augusto; LOBO, José Ricardo; FIGUEIREI
Vera Cecilia;, GONGALVES, Vitor Sal

Picio; FERREIRA, Fernando. Prevalén
Caracterizagio  epidemiolégica da bru
bovina no estado de Santa Catarina. Resul
parciais. In: XXXI CONGRESSO BRASILE!
DE MEDICINA VETERINARIA, 2004, Sio Lu
MA. XXXI Conbravet. 2004.

SCHURIG, G.G.. SRIRANGANATHAN
CORBEL, M.J. Brucellosis vaccines: past, pr
and future. Vet. Microbiol., v.90, p. 479-496,

VINHAS, C. Sugestbes para um programa
erradicagio de Brucelose. Rev. Bras. Mala.
v.10, p-101-110, 1958.



