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RESUMO

Em 10 de janeiro de 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento lancou o
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). Esse
programa deveréa ser implementado por todas as unidades federativas brasileiras, respeitando
suas especificidades. Assim sendo, com o intuito de colaborar com esse processo, esta publicacgao,
composta por uma revisao da doenga, foi elaborada abordando os seguintes temas: definigao,
importancia socio-econémica, etiologia, patogenia, mecanismos de transmissdo, imunologia,
vacinaB19, diagnéstico (com énfase para os métodos de sorodiagndéstico) e controle da brucelose.
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ABSTRACT

BRUCELLOSIS. On January 10th, 2001, the Brazilian Ministry of Agriculture [Ministério da
Agricultura, Pecudriae Abastecimento] launched the National Program for Control and Eradication
of Brucellosis and Tuberculosis [Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT)]. This program is to be implemented in all Brazilian states according to
the specificities of each of them. This article was written in order to collaborate with this process.
It is a review on brucellosis and involves the following aspects: definition, socio-economic
importance, etiology, pathogeny, mechanisms of transmission, immunology, strain B19 vaccine,

diagnosis (with an emphasis in serodiagnosis) and control of the disease.

KEY WORDS: Brucellosis, abortion, serodiagnosis, epidemiology.

A brucelose é uma antropozoonose de evolugao
preferencialmente crénica, caracterizadapelainfec-
cdodascélulasdosistemamononuclear fagocitario,
provocada por uma bactéria pertencente ao género
Brucella. Compromete especialmente o sistema
reprodutivo ocasionando, frequientemente, aborta-
mento no terco final da gestacdo (MeTcaLF et al,,
1994). Além dos problemas causados a saude publi-
ca, a brucelose também gera prejuizos econdmicos
ao tornar o produto vulneravel as barreiras sanita-
rias, comprometendo a sua competitividade no co-
mércio internacional (BrasiL, 2003). A Organizagao
Internacional de Epizootias (OIE) classifica a
brucelose como doenga da lista B, onde estéo inclu-
idas as enfermidades que tém importancia sécio-
econdmica e/ou para saude publica e conseqtiénci-
as significativas no comércio internacional de ani-
mais e seus produtos (ORGANIZACION INTERNACIONAL DE
EPizonTies, 2002).

A doenca uma diminuicdo da producdo de carne
entre 10 e 15%; dilatacdo do intervalo entre partos de
11,5 para 20 meses, aumento de 30% na taxa de
reposi¢do dos animais, queda de 15% no nascimento

de bezerros e queda de 10 a 24% na produgdo leiteira
(OrcANIZACION MUNDIAL DELASALUD, 1986; OFFICEINTER-
NACIONAL DES DE ErizoNTIES, 1987; GARciA-CARRILLO, 1990;
SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADEIRA Y DESARROLLO
RurAL, 1995). Ocorre também perda de prestigio para
as propriedades acometidas pela doenca. O carater
zoonotico da doenca também acarreta perdas, na
maioriadasvezesrelacionadasao custodotratamento
humanoeaoperiododeauséncianotrabalhodurante
aconvalescenga.

As brucelas podem ser divididas em dois grupos
antigenicamente distintos: as lisas B. abortus, B.
melitensis e B. suis) e as rugosas - B. ovis e B. canis
(MeTcaLr, 1994). Ndo hé especificidade quanto ao
hospedeiro que infectam, mas existe uma predile¢io
por determinada espécie animal. Assim, aB. abortus
acomete preferencialmente bovinos, aB. suis suinos,
a B. melitensis caprinos, a B. ovis ovinos e a B. canis
canideos (CARTER, 1991). Ross et al. (1994), no Reino
Unido isolaram, a partir de mamiferos marinhos, um
grupo de brucelas distinto das espécies conhecidas,
as quais foram referidas provisoriamente como B.
maris (CorseL, 1997).
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A capacidade de sobrevivéncia da brucela em
condicBes naturaiségrandesecomparadaadeoutras
bactérias patogénicas ndo esporuladas, sobretudo,
em ambiente Umido ao abrigo da luz solar direta, pH
neutro e em ambiente contendo matéria organica
(OrcANIZACION MUNDIAL DELA SALUD, 1986). Geralmente,
a remocdo dos animais infectados, a limpeza e a
desinfeccdo de locais contaminados (eliminar toda
matéria organica antes da aplicacdo dos produtos é
essencial paraqueatinjamsuatotal eficacia) eovazio
sanitario de no minimo dois meses séo suficientes
para evitar a sua transmissdo (Grasso-PauLIN, 2000).
Submetida a acdo de desinfetantes como produtos
clorados (2,5% de cloro ativo), solucfes de
formaldeidos a 2% em temperatura ambiente acima
de 15° C ou compostos fenélicos a 2,5%, a brucela é
eliminadano prazo méximo de 15 minutos. Alcool 70°
destr6i prontamente a bactéria. Sob a agdo do carbo-
nato de calcio (1:10), é destruida em 30 minutos
(OrcANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1986).

Asbrucelasentram noorganismohospedeiropelas
mucosas do trato digestivo, genital ou nasal, conjuntiva
ocular ou por solugbes de continuidade da pele. A
principal porta de entrada para os bovinos é amucosa
orofaringeana @isHor et al., 1994). Em seguida, sdo
fagocitadas principalmente pelos macrofagos e
carreadas até os linfonodos regionais (como pode ser
observado na Figura 1), onde se multiplicam e podem
permanecer por semanasameses (BATHKE, 1988; BisHopr
etal., 1994). Apés esta multiplicacdo inicial, ganham a
corrente sanguinea por meio do duto toracico, dentro
dos macréfagos ou livres no plasma. Varios periodos
de bacteremia podem ocorrer. A partir da circulacao,
difundem-se paraostecidos do hospedeiro, colonizan-
do principalmente 6rgéos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitario, quais sejam, baco, figado e
linfonodos (principalmente ossupramamarios),onde
podem acarretar altera¢des inflamatérias e anatomo-
patoldgicas caracterizadas por granulomas difusos
levando a esplenomegalia, hepatomegalia e, as vezes,
hiperplasia linféide (BisHor et al., 1994).

linfonodos

Fig.1- Localizacao dabrucela nos linfonodos.
Fonte: Adaptado de http://trc.ucdavis.edu/mjguinan/

apcl100/modules/reproductive, 2003.

Os 6rgaos de predilecdo sdo aqueles em que ha
maior disponibilidade de elementos necessarios para
seu metabolismo, comooeritritol (4lcool polihidricode
guatrocarbonos), que esta presente no Uterogravidico,
tecidos mamarios e 6steo articulares e érgaos do siste-
ma reprodutor masculino (CARTER, 1991). A partir do
quinto més de gestacdo, a concentragédo do eritritol
eleva-se atingindo niveis maximos proximo ao parto,
estimulando a multiplicacdo da bactéria de forma
crescente (BisHoretal., 1994). Nafémea, ainfeccdodeixa
de ser latente geralmente no terco final da gestacao,
guando o tecido corion-alantoideano esta bem desen-
volvido e ha disponibilidade dos metabélitos. Neste
periodo, a multiplicacdo da brucela € intensa e as
endotoxinas liberadas apds sua destruicdo (CARTER,
1991) geram les@es na placenta, principalmente, no
tecido coérion alantoideano, levando a processo in-
flamatdrio dos tecidos e 6rgaos, causando placentite
necrética dos cotilédones, resultando no seu
descolamento pela lise das suas vilosidades (Grasso-
PAauLiN, 2000). Essas lesdes comprometem acirculagdo
materno-fetal, prejudicando sua respiragéo e alimen-
tacdo, podendo leva-lo a morte. Nos casos agudos da
doenga, quanto maior a necrose, maior a chance de
ocorrer abortamento, Unico sintoma aparente ha maio-
ria das infec¢des brucélicas (BATHKE, 1988). Por outro
lado, quanto menos intensa a necrose maior sera a
deposicdo de fibrina e mais tardio o abortamento.
Nesse caso, pode ocorrer a reten¢do de placenta, ou a
gestacdo vir a termo, porém gerando produtos fracos
gue poderdo morrer em alguns dias. O quadro pode
evoluir para metrite ou endometrite cronica e conse-
guente subfertilidade, infertilidade ou esterilidade
(TimoNEY, 1988), com ou sem presenca de corrimento
vaginal (AcHa &S zyrres 1986; BATHKE, 1988). NaFigura
2, observa-se o Utero gravidico com a localizagdo da

cofipdones

Fig. 2 - Localizagdo da lesdo causada pela brucelose: nos
placentomas.

Fonte: Adaptado de http://trc.ucdavis.edu/mjguinan/
apcl100/modules/reproductive, 2003.
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Fig. 3 - Placenta com feto e placentomas (fechados e
abertos). : placentoma:F: cotilédone (coloridoemroxo).;
H: cariincula(coloridoemlilas). Fonte: Adaptadode http:/
/trc.ucdavis.edu/mjguinan/apcl00/modules/
reproductive, 2003.

leséo causada pela brucelose e, nas Figuras 3 e 4, uma
visdo mais préxima dessa area. A Figura5 representaa
localizacéo do feto bovino dentro da placenta, eviden-
ciando o tecido cérion-alantoideano e o local de necrose
e/ou deposicao de fibrina (principalmente no cérion).

No aparelho reprodutivo masculino, a brucela
pode levar a reacédo inflamatéria do tipo necrosante
nas vesiculas seminais, testiculos e epididimos, com
aumento de seu volume uni ou bilateral, provocando
subfertilidade, infertilidade ou esterilidade. Como
sequela pode haver atrofia do 6rgéo afetado, como
pode ser observado naFigura4 (OrcANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1986).

Fig. 4 - Placentoma aberto evidenciando cartncula e
colilédone. : placentoma: F: cotilédone (colorido em
roxo).; H: cartncula (colorido em lilas). Fonte: Adaptado
de http://trc.ucdavis.edu/mjguinan/apc100/modules/
reproductive, 2003.

Noaparelholocomotor, causainfec¢Besarticulares
levando a bursites, principalmente nas articulagdes
carpianas e tarsianas e espondilites, especialmente
nas vértebras toracicas e lombares, podendo também
atingir medula 6ssea e bainha dos tenddes. Em
equideos, o principal sinal € um abcesso localizado
nas regides da cernelha (zona de juncdo das duas
escapulas),oudaespinhadaescapula(bursitesupra-
espinhosa) e que é comumente chamado de "mal de
cernelha" (BATHKE, 1988; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD, 1986). Também podem ocorrer osteoartrites,
tenosinovites, abortamentos e esterilidade (TimoNEY
etal., 1988).

Fig.5**-Localizacdo dofetobovinodentro daplacenta: cavidade amniéticacom liquidoamni6tico e feto (em rosae roxo)
e liquido alantoideano em branco (foto a direita).e roxo + incolor (figura a esquerda). 1- cotilédone; 2- epitélio coriano;
3-tecidoconjuntivocorionalantoideano;4-epitélioalantoideano;5-tecido cérionalantoideano; 6- liquido alantoideano;
7- cavidade amniotica com liquido amniético e feto; 8- membrana &mnion alantoideana.

**Fonte: Adaptado de http://trc.ucdavis.edu/mjguinan/apc100/modules/reproductive, 2003; adaptado de Grasso-

PauLin, 2000.
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Fig. 6 — Orquite em um bovino e suino - acimulo de liquido (exudato) entre o escro e a tunica vaginal.
Fonte: Adaptado de ArtLas be Doengas be Bovinos, Equibeos, Ovinos E suiNos, 2000.

Asvacassdo maissusceptiveisadoenca, sobretudo,
quando prenhes e quase todas permanecerao croni-
camente infectadas, com o agente presente no Utero e
linfonodos @isHor et al,, 1994). Touros também
possuem papel importante na transmissdo da
brucelose, pois eliminam a bactéria através do sémen
0 que ndo deve ocorrer com novilhos e animais
castrados (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1986;
BATHKE, 1988). Vacas ndo gestantes expostas a peque-
nas quantidades de brucelas podem desenvolver a
condicdo de portadoras assintomaticas.

Filhos de vacas brucélicas se infectam durante a
gestacao, comabrucela persistindo em seus pulmdes
e linfonodos regionais (OrRcANIZACION MUNDIAL DE LA
SALuUD, 1986). As novilhas serdo sorologicamente
negativas ou possuirdo titulos sorolégicos instaveis
(AcHA & Szyrres, 1986; NIELSEN & DuncaN, 1990), soro
convertendo-se a partir da metade de sua primeira
gestacdo (BisHor et al., 1994), podendo, inclusive,
eliminar o agente etioldgico (KeLLAR, 1976). Nesse
caso,avacinacdo é ineficaz ( Timoney, 1988). Acredita-se
que tal fendbmeno, chamado de "portador latente",
ocorra numa freqténcia de 2,5 a 9% em condicdes
naturais de campo (BisHoretal., 1994). A outramaneira
de transmissdo da vaca para o produto é através do
leite. Os bezerros, ao ingerirem leite contaminado,
poderdoalbergar o agente nos linfonodos que drenam
o trato gastrointestinal, e excretar brucelas nas fezes
(OrcANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1986). Todavia,
seis a oito semanas apods a suspensdo do alimento
tornam-se livres, pois até seis meses de idade os
bezerros sdo pouco susceptiveis a infeccdo e geral-
mente infectam-se de formatransitoria (AcHa &S zYFREs,
1986).

Entre osbovinos,abactériaéeliminadadoanimal
infectado pelas descargas uterinas, leite, sémen e
fezes BATHKE, 1988). No momento do parto ou
abortamento de vaca infectada, com a expulsdo do
fetoeanexos, haeliminacao de grande quantidade de
brucelas, contaminando o ambiente e propiciando a
infeccdo deanimaissuscetiveis. Noleite,aeliminacdo

doagente comecacercade duassemanasapds o parto
ou abortamento e pode persistir durante meses
(BATHKE, 1988; AcHA & Szyrres, 1986). Embora haja
risco de transmisséo venérea da brucelose do touro
para a vaca através da monta natural, considera-se
gue sejabaixo e poucoimportante devidoasbarreiras
existentes namucosa vaginal (OrcANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1986). Para os animais, as vias de trans-
missdo sao representadas principalmente por pasta-
gens, alimentos e 4guas contaminadas com brucelas
e também fémites ou sémen contaminados (AcHA &
SzvrrEs, 1986).

A B.abortus também pode infectar outras espécies
domeésticas, tais como equideos, suinos, ovinos,
caprinos, bubalinos e cdes. Geralmente, néo € trans-
mitida aos suinos e, quando isso ocorre, a infeccéo é
transitéria, podendo servir de fonte de infec¢éo para
bovinos. Osovinossdo maisresistentes que caprinos,
mas, emambos pode ocorrer infeccdo ocasional, sendo
aepididimite e o abortamento os principais sintomas
Nos ovinos e caprinos, respectivamente (BATHKE etal.,
1988; CARTER, 1991). Equiideos sdo menos sensiveis a

Fig.7-Sinal clinico patognoménicodabrucelose em dois
equideos "mal de cernelha".

Fonte: Adaptado de AtLas be Doencas be Bovinos, EQUIDEOS,
Ovinos E suinos, 2000.
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B. abortus e considerados elementos quase sempre
terminais na cadeia de transmissdo. Em bufalos, a
brucelose parece ser similar a dos bovinos
(OrcANIZACION MUNDIAL DE LASALUD, 1986). Os reserva-
torios naturais, representados pelos ungulados
silvestres, desempenham papel importante na
epidemiologia da doenca, pois funcionam como
mantenedores do agente noambiente ndo modificado
pelo homem.

As brucelas apresentam duas possiveis
morfologias de coldnias - lisas ou rugosas, decorren-
tes da constituicdo quimica da parede celular (Fig. 9).
Quando lisas, possuem uma membrana
citoplasmatica interna, um espaco periplasmatico
contendo uma camada de peptideoglicano e uma
parede externa (PE). Na PE existe uma estrutura
formada por moléculas de constituicao
lipopolissacaride, a LPS, composta pelos lipidios A,
um oligossacarideo central e uma cadeia polissaca-
ridicamaisexpostadenominadacadeiaO, associada
aos epitopos A ou M. Onze epitopos, presentes na
LPS, jaforam relatados. Quatro deles, estdo nacadeia
O(C/Y,C,AeM);trésestdonooligossacarideocentral
das brucelas rugosas; trés no lipideo A e dois associa-
dos ao peptideo a proteina de membrana externa
OMP,. A maioria dos anticorpos estéo direcionados
contraC/Y econtrao NH, um hapteno de composicéo
polissacaride antigenicamente relacionado a LPS
(Moreno et al., 1998). Apés a infecgdo, as células do
sistema mononuclear fagocitario, sobretudo
macro6fagos, ligam-se abrucelapor meiode receptores
especificos ou com a ajuda dos anticorpos
opsonizantes. A bactéria é interiorizada, digerida e
suas fracdes antigénicas sdo expostas na superficie

celular, permitindo o seu reconhecimento pelos
linfocitos T, linfécitos B e pelas moléculas das classes
I do CMH (TizarD, 1996).

No curso da doenga ou vacinagdo, sdo formados
anticorpos como resposta ao estimulo antigénico,
presentes nas secre¢des e no soro. As classes de
anticorpos produzidos contra a B. abortus sdo varia-
veis, dependendo da sua funcdo, afinidade e
especificidade com os epitopos bacterianos. As IgM
sdo a primeira classe de anticorpos a serem produzi-
dos (aoredordo5°-7°dia), alcancando nivel maximo
ao redor do 13°-21° dia. Sdo seguidas pela IgG,
detectaveisumdiaapdsalgM, comamaximaconcen-
tracao entre 28°-42° dia. Nos animais infectados, as
IgM diminuem rapidamente sua concentra¢do, como
pode serobservado naFigural10.Porém,algG persiste
por mais tempo sobretudo a IgG,, principal subclasse
de anticorpo presente no soro sangliineo de animais
infectados (BuTLer et al., 1981). Proporcionalmente, a
IgG, apresenta-se numaconcentragédo duasvezesmaior
que a 1gG, (SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADEIRA Y
DesARROLLO RURAL,1995; NIELSEN & Duncan, 1990). Em
casodevacinagao,aslgMcomecamadesaparecerapos
alguns meses (Fig. 9), a 19G, diminui paulatinamente
suaconcentracidoealgG,semantémeatéaumentasua
producao, devidoaosestimulosantigénicos. NasFigu-
ras9e 10, observa-seocomportamentodalgMedalgG
frente a vacinacéo e a infeccéo.

Vacinas
AvacinaB19 é produzida segundo normas inter-

nacionais com amostra viva (que possui maior capa-
cidade em ativar macréfagos) da B. abortusestirpeB19.
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Fig. 9 - Estrutura antigénica da Brucella abortus. Adaptado de TrasuLsi; Moreno et al. (1998).
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con dosis clasica de la cepa 19 de B. aborfus

Respuesta inmune de bovinos vacunados
con B. abortus
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Fonte: SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADEIRA Y DESARROLLO RURAL, 1995

Fig. 9- Resposta imune de bovinos vacinados com a dose
classicadaB19.

E estavel, ndo se multiplica em presenca de eritritol e
causa minimas reagdes locais e sistémicas apés sua
inoculagdo (ALton et al., 1988). A dose padréo Unica
tradicionalmente recomendada é 5 x 10°ou4a 12 x
10% células, via subcutanea (OrcANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1986; TimoNey et al., 1988; BisHor et al.,
1994). Apawms (1990), refere que o grau de protecao
pode variar dependendo da idade da fémea, via de
aplicacdo, dose da vacina, dose de desafio, mas, se
utilizada de forma convencional, protege de 60% a
75% contra o abortamento. As falhas de vacinacao
estdo relacionadas principalmente a altas doses de
contatocomoagenteendoaumaumentonaviruléncia
do microorganismo (Crawrorpetal., 1988). Admite-se
que fémeas vacinadas com a vacina B19 na idade
correta estardo protegidas por um periodo de sete
anos ap6s a vacinacdo (BATHkE, 1988).

ABl9éatenuadaparafémeasbovinas, vacinadas
até determinada idade e pode ser patogénica para
machos e quaisquer outras espécies incluindo o
homem, devido a viruléncia residual que conserva.
Levaosmachosapermaneceremcom titulos vacinais
portodavida,alémdehaverapossibilidade de desen-
volverem orquite (OrRGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
1986). A vacinacao de fémeas prenhes pode provocar
abortamento, sobretudo no seu terco final, na ordem
de 1% a 2,5% em condig¢des de campo (MacDIARMID,
1999).

Arecomendacao usual daB19 é parafémeasentre
trésaoito mesesdeidade mas,comoalgumasracasde
bovinos leiteiros amadurecem mais cedo, nesses ca-
sosérecomendadaavacinagao entre trésaseis meses,
afimdediminuirinterferénciadosanticorpos persis-
tentes no sorodiagndstico de forma que as novilhas
irdo apresentar resultado negativo ou desprezivel
quando submetidas ao seu primeiro teste (RicHey &
HareLL, 1997). A presenca da cadeia O na B19 é a

Fig. 10- Respostaimune de bovinos infectados com
abortus.

responsavel pelo aparecimento e persisténcia de
anticorpos no soro ap0s a vacinacao (King & FrRANK,
1961).

O objetivo da utilizacdo da B19 ¢é baixar a taxa de
infeccdo em zonas de alta prevaléncia, propiciandoa
erradicacdo dadoenc¢a. Quando aimunizacéo é apli-
cada s istematicamente numaregido, existe umareducao
gradual da freqiéncia da brucelose. Quando acober-
tura vacinal atinge 80%, a prevaléncia da doenca
estaraem niveisinferioresa 2% (OrRcANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1986).

Diagnéstico

Diagnéstico indireto

Osorodiagnéstico é abase docombateabrucelose
em rebanhos. Permite 0 monitoramento tanto de
propriedades comoderegidesinteiras,alémdevigiar
zonas de onde a doenca j& foi erradicada. Todos 0s
testes devem ser utilizados respeitando-se as normas
técnicas estabelecidas pelos organismos internacio-
nais, com antigenos padronizados e especificos para
cada prova (ALToN, 1988). Os principais testes, para
brucelose, sdo os que buscam detectar anticorpos no
soro e no leite.

O Programa Nacional de Controle e Erradica¢do
da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) no Brasil, em
10 de janeiro de 2001, preconizao TAAT como prova
de triagem e, como provas confirmatorias, 0 2-ME ea
RFC' (BrasiL, 2001). Os principais testes indiretos
para o diagnéstico da brucelose bovina sao:

Soroaglutinacdo lentaem tubos (SLT) ou provade
Wriht

Descritapor Wright & Smith,em 1897, foiaprimei-
raprovasoroldgicacriadaparabrucelose. Executada
num pH neutro, a SLT demonstra uma boa sensibili-
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dade analitica na deteccéo dos isotipos bovinos com
uma excecdo importante: a 19G,, (WRIGHT & NIELSEN,
1990). Por isso, causa muitas reagdes falso positivas,
devendo, portanto, dispor de provas mais especificas
paraconfirmacaodoresultado (NieLseN, 1995). ALToN
(1977) refere que aSLT, em varios experimentos, de-
monstrou sensibilidade e especificidade baixas em
relacdo a outros testes.

Teste do antigeno acidificado tamponado (TAAT)

OTAAT éuma provaqualitativarapida, praticae
de boa sensibilidade, (OrcaNIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD, 1986). Foi desenvolvidoapartir daobservacao
dequealgG, bovinaémenosativaem pH 7, mudando
de comportamento com a acidificacdo do meio. O pH
3,65 + 0,05 aumenta o poder de aglutinagéo da 19G,,
reduz areatividade da IgM (WRIGHT & NIELSEN, 1990).
Como se trata de um processo fisico, é provavel que
nem todas as IgM tenham sua reatividade reduzida.
ALLAN et al. (1976) concluiram que o teste também
detecta IgM. Vale lembrar que a ndo deteccao da IgM
em fases iniciais da infeccdo ndo é tdo importante
porgue, embora a IgM seja o primeiro anticorpo pro-
duzido, as IgGs aparecem logo depois WRIGHT &
NieLseN, 1990). NicoLeTTi et al. (1969) demonstraram
que a TAAT detectou 95% de animais positivos ao
cultivo. HunTeretal. (1972) ao compararemdiferentes
provas sorolégicas, constataram que o TAAT detec-
tou o maior numero de reatores positivos ao cultivo.
O TAAT é considerado a melhor alternativa para o
diagndstico massal de rebanhos (ORGANIZACION INTER-
NACIONAL DE LA SALUD, 2002)

Teste do Mercaptoetanol (2-ME)

O teste do Mercaptoetanol tem sua especificidade
aumentada por inibi¢cdo da atividade aglutinante da
IgM mediante processo quimico, que consiste no
tratamento do soro com a droga 2-mercaptoetanol
(Ferrietal., 1977; TimonEYet al., 1988). Adrogadegrada
a IgM em cinco sub unidades monoméricas seme-
Ihantes ndo aglutinantes, por reducdo branda das
pontes dissulfidicas desestabilizando o polimero ao
degrada-lo em sub unidades que conservam suas
caracteristicas de antigenicidade, mas deixam de
compor o anticorpo plurivalente (IgM) e ndo passam
a se comportar como anticorpos univalentes. Ainda
que as sub unidades estejam integradas por suas
cadeias pesadas e leves, ao combinarem-se com o
antigeno ndo originam complexos suficientemente
grandes paraprovocaremofendmenodaaglutinacao,
provavelmente devidoaalgumimpedimentoestérico
em consequiéncia de sua nova conformagao espacial
(FErRI, et al., 1977). A utilizagdo do 2-ME impede a
ocorréncia da maioria das reagfes inespecificas
(Casas-OLAscOAGA, 1976). WRIGHT & NIELSEN, 1990
relatam que tratamento com o mercaptoetanol promove

uma maior reatividade da IgG,, ao passo que a
reatividade da IgG, diminuira. Assim,emborao2-ME
detecte tanto IgG, como IgG,, otratamento com o0 2-ME
provoca aumento na sensibilidade do teste pela
promocéo da reatividade de 1gG,, aumentando a
tendéncia em detecta-la, enquanto que a reatividade
dalgG,serareduzida (NieLsen&Duncan, 1990; WRIGHT
& NieLseN, 1990). Provavelmente o fenémeno ocorra
devidoao pH acidodadroga (Bapen,2002). Amistura
de soro em diversas dilui¢des a um mL de antigeno
diluidoa 2%, comum mL de 2-ME aumaconcentragao
de 0,714% (ALTon, 1975), converte 0 meio de neutro
para acido. NicoLeTTI & MurascHi (1966) relataram
concordancia entre o 2-ME e a RFC em 97%.

Reacdo de fixacdo do complemento (RFC")

A RFC' é considerada a melhor prova para a
confirmacdo dabrucelose pelosorodiagnéstico, mos-
trando a melhor correlagdo com os isolamentos em
animais natural ou experimentalmente infectados
(NiELseEN, 1995). Porém, trata-se de uma prova mais
laboriosa e mais cara que as de aglutinagéo, por isso
recomenda-se seu uso como confirmatdria para os
soros positivos a triagem. A variagdo da técnica a
quente é mais pratica, diminui as reacfes
anticomplementares e elimina a IgM, aumentando a
especificidade do teste (CHarreL, 1989). ARFC'aquente
temsidousadacomoprovaconfirmatériaemprogramas
de controle e erradicacdo de muitos paises (GrAsso-
PauLin, 2000). A técnica detecta precocemente IgG, no
soro, emtorno do 14° dia e também é capaz de revelar
casos cronicos, onde algM ja desapareceu e 0s niveis
de 1gG, séo baixos, devido ao seu baixo limiar de
detecgdo (Kruze, 1969). Para os resultados da RFC'
sejamcomparaveisénecessariaaadocdodeump adrao
internacional Gnico. Muitos paises possuem um padréo
nacional e, naComunidade Européia, o teste é padro-
nizado pelo Laboratério Central de Veterinaria em
Weybridge, Reino Unido (MiNISTRY oF AGRICULTURE,
FisHERIES AND Foop, 1991). O Cédigo Zoosanitanio
Internacional da OIE refere a RFC’ como um impor-
tante suporte técnico e exigéncia do mercado externo
e arecomendacomo prova confirmatéria, triada pela
TAAT (ORGANIZACION INTERNACIONAL DE EPIZOOTIES,
2002).

Testes imunoenzimaticos (ELISA)

Os testes imunoenzimaticos que tém apresentado
melhores resultados para brucelose sdo os ELISA
indiretos e competitivos. Sdo muito utilizados na
Europae América do Norte.CoLLinG (1998) relataque
a Agéncia Internacional de Energia Atdmica, junto
com a Organizacgao das Nagdes Unidas para a Agri-
cultura e Alimentacdo (AIEA/FAO) ja padronizou o
ELISA parao diagnéstico dabrucelose. Possuem boa
especificidade e sensibilidade comavantagem de ndo
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ocorrerofendmenodezonacomoocorrenaRFC'.Uma
das limitacGes do ELISA é que requer um laboratério
equipado e pessoal treinado para a sua execugao
(CoLLing, 1998). Devido as suas vantagens, alguns
paises jaestdo empregando o IELISA e o CELISA nas
rotinas soroldgicas, em substituicdo a tradicional
combinagdo do TAAT para triagem e RFC' para
confirmacao.

OIELISAapresentacomovantagensaltassensibi-
lidade e especificidade (Tabelal) eapossibilidade de
automatizacao total do processo. Os problemas estao
no investimento inicial e na impossibilidade, tal e
qual os demais testes, de se distinguir animais vaci-
nados dos infectados, além do tempo para sua reali-
zacaoserrelativamente maiorqueo TAAT.Porém,em
processo automatizado, é possivel realizar uma
média de 1.000 soros por dia (NieLseN, 1995).

O CELISAtambém apresenta altas especificidade
e sensibilidade no diagndéstico da brucelose bovina
(Tabelal)eétecnicamente menostrabalhoso,alémde
poder diferenciar animais vacinados dos natural-
mente infectados (NieLsen, 1995). Além disso, um
mesmo conjugado pode ser utilizado paratestar soros
dediversasespéciesanimais (MacMiLLaN et al.,1990).
Os custos paraarealizacdo do ELISA competitivo ou
indiretoséosimilares, porémsuperioresaosdo TAAT
e, inicialmente, semelhantes aos da RFC' e aos do
Testedapolarizacéo dafluorescénci a—FPA (NIELSEN,
1995).

Teste da polarizacdo da fluorescéncia (FPA)

O FPA parte da seguinte premissa: umamolécula
contida em uma solucdo gira aleatoriamente a uma
taxainversamente proporcionalaoseutamanho.Essa
taxaderotacdo pode ser medidaem planoshorizontal
e vertical utilizando-se um indicador fluorescente e
uma luz polarizada. A molécula de antigeno solUvel
(LPS), conjugadaao isotiocianato de fluresceina, girara
a uma velocidade alta, resultando em uma baixa
despolarizagdode luz,enquantoocomplexoantigeno-
anticorpo, bem maior e mais pesado, girara mais
lentamente, levando a uma despolarizagdo da luz
com velocidade muito maior. Desta forma, se o
anticorpo estiver presente no soro, ira ligar-se ao
antigeno, e a taxa rotational desse antigeno conjuga-

do seraalterada, e esta mudanca podera ser determi-
nada pelo analisador de polarizacdo fluorescente,
baseado nas diferencas rotacionais entre a LPS e 0
complexo antigeno-anticorpo. OFPA é uma provade
simples execucdo, onde apenas o0 antigeno, com um
indicador, é adicionado nas amostras diluidas. O
testetambém érapido, poisndo requer lavagensinter-
medidrias dos reagentes. Como é executado em um
equipamento de caracteristicas portateis, pode ser
feito em um laboratério com condi¢gdes minimas
(SAmARTINO, 1999). O FPA ja foi validado para o
sorodiagndstico da brucelose em bovinos, suinos,
ovinos, caprinos, bisdes e cervideos, ja que a reacdo
cruzada com epitopos comuns a Brucella abortus, B.
melitensis e B. suis encontrados na cadeia O, permite o
uso de um so antigeno para todas as espécies de
brucelas lisas. Além disso, requer volumes menores
de soro que os demais métodos soroldgicos e € menos
afetado pela hemolise (NieLsen et al., 2001).

Prova do anel em leite (PAL)

Revelaanticorpospreferencialmentedaclasse IgA,
presentes no leite e aderidos as moléculas de gordura
pela sua fragéo F.. Geralmente € utilizada em amos-
tras compostas em média por leite de 15 animais e
deve ser realizada de trés a quatro vezes ao ano, com
afinalidade de triar rebanhos infectados a partir das
plataformas de usinas de beneficiamento de leite
(OrcANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 1986). A prova é
pratica, rapida, barata e de alta sensibilidade. Tem
grande valoreminvestigac6esepidemiolégicascomo
teste presuntivo para a identificacdo de rebanhos
potencialmente infectados em &reas problema. Tam-
bém é empregado na vigilancia epidemiolégica para
controlar sistematicamente areas livres Casas-
OLAscoAGA, 1976). Quando o anticorpo interage com
o antigeno corado (hematoxilina ou tetrazélio), for-
ma-se amalhade aglutinacdo que flutua, juntocoma
gordura, para a superficie da amostra, revelando o
anel colorido (NieLseN, 1995).

Sémen plasma aglutinacdo (SPA)

Trata-se o sémencomazidasodica 1%, centrifuga-
se e retira-se o0 seu plasma, que serd submetido as
provas usuais: TAAT, RFC' ou 2-ME (MINISTRY OF

Tabelal- Sensibilidade e especificidade (%) de testes utilizados no sorodiagnéstico da brucelose bovina.

teste sensibilidade especificidade autor

TAAT 99,6 83,1 Daviesetal., 1971

SLT 70,4 94,7 NieLsen, 1990

2-ME 97,0 97,0 NicoLerti & MurascHi, 1966; PauLin, 2002
RFC' 97,5 99,9 NieLsen, 1995

IELISA 99,7 98,0 UZAL et al., 1998

CELISA 99,3 99,6 NieLsen et al., 1998

FPA 99,2 99,7 NieLsen et al., 1998
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AGRICULTURE, FICHERIES AND Foop, 1991). Se o teste for
positivo hafortesindiciosdadoenca. Comosetratade
prova individual, a possibilidade de reacdo falso
negativa ndo deve ser afastada. Por isso, o ideal seria
utiliza-lajunto com o sorodiagndstico convencional.

Diagnéstico direto

O exame bacterioldgico é executado a partir de
espécimes suspeitos semeados em meios de cultura
especiais. Uma vez isolada, a brucela, que é uma
bactéria intracelular facultativa, é identificada até
género estudando-se suas caracteristicas culturais,
tintoriais, morfolégicas e bioquimicas (BATHKE, et al.,
1988; NieLsen, 1995). Em meio sélido e condigdes
ideais, uma cultura leva de trés a sete dias para a
visualizacdo das coldnias, embora se recomende a
incubacdo por no minimo por trés semanas (CARTER,
1991). As coldnias sdo pequenas, translucidas, bri-
lhantes, convexas, de bordos arredondados e bem
definidos e, geralmente, de coloragéo leitosa (BATHKE,
1988). As brucelas sdo cocobacilos curtos, pequenos
e pleomérficos. Nao formam capsulas ou esporos e
nem se movimentam ativamente. Sao consideradas
Gram negativas e coram-se bem pelos métodos de
Ziehl-Neelsen e Koster modificados (TimoNey, 1988;
CARTER, 1991). A microscopia 6pticacomum apresen-
tam-se isoladas, aos pares ou em pequenos grupos
(MeTcaLF, 1994). O diagnostico direto também pode
serrealizado por meio datécnicade reagcdo em cadeia
pelapolimerase (PCR). Neste procedimento detecta-se
umfragmento especificodo DNAbacteriano presente
nas amostras analisadas.
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