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RESUMO

A brucelose bovina é uma antropozoonose cosmopolita, causada por B. abortus, que gera
perdas econdmicas para a cadeia produtiva de carne e leite. Com o objetivo de determinar o
coeficiente de soroconversao atribuivel & vacinagdo de bezerras com a cepa B-19 de B.
abortus, foram analisadas 330 amostras de soro sanguineo de 110 bezerras com trés a oito
meses de idade provenientes de cinco propriedades no municipio de Araguaina/TO. Foi
realizado um ensaio randomizado com dois grupos de bezerras, intervencdo e controle,
cada um com 55 animais. O dia zero (D-0) do experimento foi marcado a partir da primeira
coleta de sangue imediatamente antes da vacinacdo das bezerras do grupo intervencao. As
coletas de sangue pos-vacinagdo foram realizadas nos dias 7 (D-7), 14 (D-14) e 21 (D-21).
O ensaio randomizado foi realizado até o D-14, quando as bezerras do grupo controle foram
vacinadas com cepa B-19. A coleta de 55 amostras de sangue no D-21 permitiu repetir, com
0 grupo controle, a determinacdo da soroconversdo no sétimo dia pds-vacinacdo. Todas as
amostras de soro sanguineo foram submetidas ao teste do AAT. As andlises estatisticas
foram realizadas com o software WinPepi® (versdo 11.43) e o coeficiente de soroconversao
atribuivel a vacinacao foi calculado subtraindo-se da incidéncia de soroconversao no grupo
intervencé@o aquela do grupo controle. No D-7 a soroconversdo no grupo intervencao foi de
94,55% (IC 95% [84,88% a 98,84%]) e no grupo controle foi nula (IC 95% [0,00% a 6,49%]).
No D-14 a soroconversdo no grupo controle continuou sendo nula e a do grupo intervencéo
foi de 98,18% (IC 95% [90,28% a 99,95%)]). Assim, a soroconversao atribuivel a vacinacéao
pode variar entre 78,39% (84,88% - 6,49%) e 92,37% (98,86% - 6,49%), e entre 84,21%
(90,28% - 6,49%) e 99,46% (99,95% - 6,49%) no D-7 e D-14, respectivamente. No D-21 a
soroconversdo nas 55 bezerras utilizadas no grupo controle vacinadas no D-14 foi de 100%
(IC 95% [93,51% a 100%]), mas sem diferenca significativa (p<0,05) em relacao a resposta
no D-7 do grupo intervencdo. Visando monitorar a vacinacdo, a FAO recomenda que sejam
realizados testes de diagnéstico utilizando o AAT em duas a trés semanas pdés-vacinagéo
em amostragens aleatérias de bezerras vacinadas com a cepa B-19, tendo como parametro
uma soroconversao de 80%. Os resultados deste estudo permitem recomendar ao SVO que
institua auditoria da vacinacdo, com coleta aleatéria de amostras de sangue a partir do
sétimo dia em bezerras declaradas como vacinadas com a cepa B-19, utilizando a prova do
AAT como teste de diagndstico e considerando um coeficiente minimo de soroconverséo de
75%, visando o monitoramento do processo de vacinacdo realizado sob responsabilidade
técnica de médicos veterindrios cadastrados nos Programas Estaduais de Controle e

Erradicagéo da Brucelose e Tuberculose.

Palavras-chave: Brucelose; diagnéstico; monitoramento; PNCEBT; vacinagéo.
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ABSTRACT

Bovine brucellosis is a cosmopolitan anthropozoonosis caused by B. abortus, which causes
economic losses to the meat and milk production chain. In order to determine the
seroconversion coefficient attributable to the vaccination of heifers with B. abortus strain B-
19, 330 blood serum samples from 110 heifers with three to eight months of age were
analyzed from five properties in the municipality of Araguaina/TO. A randomized trial was
carried out with two groups of heifers, intervention and control, each with 55 animals. Day
zero (D-0) of the experiment was marked from the first blood collection immediately before
vaccination of intervention group heifers. Post-vaccination blood samples were collected on
days 7 (D-7), 14 (D-14) and 21 (D-21). The randomized trial was conducted until D-14, when
the heifers of the control group were vaccinated with strain B-19. The collection of 55 blood
samples in D-21 allowed to repeat the determination of seroconversion on the seventh day
post-vaccination with the control group. All serum samples were submitted to the AAT test.
Statistical analyzes were performed with WinPepi® software (version 11.43) and the
seroconversion coefficient attributable to vaccination was calculated by subtracting the
incidence of seroconversion in the intervention group from that of the control group. In D-7
the seroconversion in the intervention group was 94.55% (95% CI [84.88% to 98.86%]) and
in the control group it was null (95% CI [0.00% to 6.49 %]). In D-14 the seroconversion in the
control group remained null and that of the intervention group was 98.18% (95% CI [90.28%
to 99.95%]). In D-21 the seroconversion in the 55 heifers used in the control group
vaccinated in D-14 was 100% (95% CI [93.51% to 100%]), but without significant difference
(p=<0.05) to the D-7 response of the intervention group. In order to monitor vaccination, FAO
recommends that diagnostic tests be performed using AAT within 2 to 3 weeks post-
vaccination on random sampling of heifers vaccinated with strain B-19, with 80%
seroconversion as the parameter. The results of this study allow us to recommend to the
SVO that we institute a vaccination audit, with random collection of blood samples from the
seventh day on calves declared as vaccinated with strain B-19, using the AAT test as a
diagnostic test and considering a minimum coefficient of seroconversion of 75%, aiming at
the monitoring of the vaccination process carried out under the technical responsibility of
veterinarians enrolled in the State Programs for the Control and Eradication of Brucellosis

and Tuberculosis.

Keywords: Brucellosis; diagnosis; monitoring; NPCEBT; vaccination.
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1 INTRODUCAO

A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa, causada por bactérias do género
Brucella sp. Possui distribuicAo mundial, apresentando-se na forma endémica em muitos
paises, resultando em consideraveis prejuizos econdmicos aos sistemas de produgéo, tanto
de corte quanto de leite, além de graves implica¢cdes na sanidade animal e saude publica,
tendo em vista seu carater zoonotico (ALVES e VILLAR, 2011; BRASIL, 2006).

A principal fonte de infec¢céo da Brucella abortus € representada pela vaca prenhe,
qgue elimina grandes quantidades do agente por ocasido do abortamento ou parto,
contaminando pastagens, agua, alimentos e fomites. A porta de entrada mais importante € o
trato digestorio, sendo que a infeccdo se inicia quando um animal suscetivel ingere agua,
alimentos contaminados ou pelo habito de lamber as crias recém-nascidas (BRASIL, 2006;
CRAWFORD; HUBER; ADAMS, 1990; KO e SPLITTER, 2003).

Em 1975, foi realizado o diagnostico da doenca em algumas regifes brasileiras. Na
regido Sul foram encontrados 4,0% de animais soropositivos; na regido Sudeste, cerca de
7,5%; e nas regides Centro-oeste, Nordeste e Norte, os valores foram de 6,8%, 2,5% e
4,1%, respectivamente (ALVES e VILLAR, 2011; BRASIL, 2006).

Os primeiros estudos com metodologia padronizada para determinar a prevaléncia
da brucelose foram realizados nos estados da Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Rondénia, Santa Catarina, Sergipe e no Distrito Federal, cujas prevaléncias da brucelose
em bovinos variaram de 0,06% a 10,20% (ALVES et al., 2009; AZEVEDO et al. 2009;
CHATE et al., 2009; DIAS, J.A. et al., 2009; DIAS, R.A. et al., 2009; GONCALVES et al.
2009a; GONCALVES et al. 2009b; KLEIN-GUNNEWIEK et al., 2009; MARVULO et al.,
2009; NEGREIRIOS et al., 2009; ROCHA et al., 2009; SIKUSAWA et al., 2009; SILVA et al.,
2009; VILLAR et al., 2009). No estado do Tocantins Ogata et al. (2009) apresentou uma
prevaléncia de 4,43%, entretanto, na microrregido de Araguaina/TO, Baptista et al. (2012)
determinaram a prevaléncia da brucelose em 6,17%.

Para o Brasil, maior exportador mundial de carne bovina, que possui o segundo
maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com 208,3 milh6es de cabecas (ABIEC,
2016), e para o estado do Tocantins que exporta carne bovina para mais de 20 paises, cujo
rebanho é de mais de oito milhdes de cabecas (SEAGRO, 2016), tais prevaléncias
provocam um impacto negativo sobre a cadeia produtiva de bovinos.

Santos et al. (2013) estimaram as perdas resultantes da brucelose bovina no Brasil
em R$ 420,12 ou R$ 226,47 para cada fémea infectada acima de 24 meses de idade em
rebanhos de leite e corte, respectivamente, e que a cada 1% de variagdo na prevaléncia,

estima-se a variagdo de 155 milhdes de reais no custo da brucelose bovina no Brasil.



Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), ciente da
necessidade de promover o controle dessa doenga, desenvolveu e langcou o Programa
Nacional de Controle e Erradicagéo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) (BRASIL, 2006).
A estratégia de atuacdo do PNCEBT é baseada na classificagdo das Unidades da
Federacdo quanto ao grau de risco para a brucelose e tuberculose e na definicdo de
procedimentos de defesa sanitaria animal a serem adotados conforme essa classificacdo
(BRASIL, 2017).

Dentre as medidas compulsérias estdo a vacinacao obrigatéria de fémeas, entre trés
e oito meses de idade, utilizando dose Unica de vacina atenuada liofilizada, elaborada com
cepa 19 de B. abortus lisa (B-19), que visa baixar a prevaléncia e a incidéncia dessa
enfermidade; o controle do transito interestadual de animais destinados a reproducéo bem
como dos bovinos e bubalinos destinados a participagdo em aglomeragfes de animais, com
0 objetivo de evitar a disseminagéo da brucelose (BRASIL, 2017).

A vacinacgdo dessas fémeas deve ser executada sob a responsabilidade técnica de
médico veterinario cadastrado no Servigo Veterinario Oficial (SVO), visto que a vacina B-19
pode causar orquite nos machos e provocar abortamento se administrada durante a
prenhez, portanto, ndo € recomenda a vacinacdo de machos ou fémeas prenhes com a
cepa B-19 (BRASIL, 2006, 2017).

Além da vacina com a cepa B-19, existe também a vacina indutora de anticorpos nao
aglutinantes, cepa RB-51, elaborada com uma cepa de B. abortus rugosa atenuada,
originada da cepa lisa virulenta 2308 que sofreu passagens sucessivas em meio contendo
concentracdes subinibitdrias de rifampicina. A cepa RB-51 é a vacina oficial do programa de
controle da brucelose nos EUA, do México e do Chile (BRASIL, 2006).

No Brasil, a vacina RB-51 pode ser empregada para a vacinacdo de fémeas bovinas
com idade superior a oito meses e em regifes onde as caracteristicas geograficas restrinjam
0 manejo das exploragbes pecuérias a um periodo limitado do ano (BRASIL, 2017). No
estado do Tocantins, de acordo com a Portaria n° 162, de 09 de maio de 2013, torna
obrigatdria em todo o estado a vacinagdo contra brucelose, com vacina RB-51, de fémeas
bovinas e bubalinas, com idade acima de oito meses, que ndo foram vacinadas entre trés e
oito meses de idade com vacina B-19 e situagcbes de controle de focos da doenca
(TOCANTINS, 2013).

O objetivo da utilizagdo da vacinacdo com brucelina, cepa B-19, é baixar a taxa de
infeccdo em zonas de alta prevaléncia, propiciando a erradicagdo da doencga. Quando a
imunizacdo € aplicada sistematicamente numa regido, existe uma reducdo gradual da
frequéncia da brucelose. Quando a cobertura vacinal atinge 80%, a prevaléncia da doenca
sera inferior a 2,0% (OMS, 1986). Lemos e Leal (2008) afirmam que se todas as fémeas

forem vacinadas, entre 3 e 8 meses de idade, em 5 a 7 anos apés a implantacdo do



programa de vacinagdo compulséria, a prevaléncia da brucelose bovina serd menor que
2,0%, independente da prevaléncia inicial.

Desde 2011, o estado do Tocantins vem apresentando indice médio de cobertura
vacinal acima de 80% em bezerras vacinadas com a cepa B-19 de B. abortus, cuja
prevaléncia de focos em 2015 foi de 6,42% (IC 95% [4,76% a 8,62%]) (BARBOSA e
OSORIO, 2017; ADAPEC/TO; comunicacdo pessoal) o que classificaria o estado do
Tocantins como risco médio para brucelose conforme critério de risco adotado pelo MAPA.
Mediante essa classificacdo de risco a principal medida sanitaria a ser adotada é a
vacinacdo em massa das bezerras com trés a oito meses de idade com cobertura vacinal
minima de 80% (BRASIL, 2017).

A credibilidade das medidas propostas no Programa esta diretamente associada as
acdes de monitoramento e fiscalizagdo por parte do SVO que certificara a qualidade e a
eficacia das medidas sanitarias, atuando em seus pontos criticos. Sendo a vacinacdo de
bezerras contra brucelose um ponto critico no ambito do PNCEBT, a realizagdo deste
estudo é justificada pela necessidade de subsidiar informag¢des ao SVO sobre o ponto critico
identificado, servindo de par&metro para a implantacdo de agbes que permitam um maior

controle sobre o processo de vacinagao desses animais.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONCEITO

A brucelose bovina € uma antropozoonose com distribuicdo mundial, causada pela
bactéria B. abortus. Nos bovinos, os sinais clinicos da infeccdo sdo abortamentos no terco
final da prenhez, retencdo de placenta, natimortos e nascimento de bezerros fracos
(CARVALHO NETA et al.,, 2010; PAULIN e FERREIRA NETO, 2002; POESTER,
SAMARTINO e SANTOS, 2013).

Nao ha especificidade do microrganismo quanto aos hospedeiros que infectam, mas
existe predilecdo por determinadas espécies animais. Sendo assim, bovinos e bubalinos
geralmente sdo acometidos por B. abortus, microrganismo capaz também de infectar o
homem, sendo reportado 500.000 casos da doenca anualmente em seres humanos
(DEPARTMENT FOR INTERNATIONAL DEVELOPMENT UK 2012; SELEEM; BOYLE;
SRIRANGANATHAN, 2010).

Essa doenca resulta em importantes perdas econdmicas por aumento do intervalo
entre partos, reducdo da taxa de nascimento de bezerros, reducdo na producdo de carne e
leite e aumento da taxa de reposicdo animal (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003). Por ser
uma zoonose de distribuicdo mundial e que causa vultosos prejuizos econdmicos a
producdo pecuaria, a brucelose recebeu uma maior atencao por parte do MAPA, o que
resultou na criagdo, em 2001, do PNCEBT (PEREIRA et al., 2015).

2.2 HISTORICO

Hipocrates j& havia citado, na Grécia, quatro séculos antes de Cristo, a existéncia de
uma febre do tipo renitente, intermitente e debilitante acompanhada por suores noturnos,
com piora progressiva dos enfermos e maior frequéncia no verdo, sintomas atribuiveis a
brucelose. Mas foi somente em 1859 que a enfermidade foi reconhecida como entidade
nosologica autbnoma por Marston, que contraiu brucelose na llha de Malta (BEER, 1999).

Em 1886, David Bruce, médico inglés, foi a Malta estudar uma doencga febril que
acometia os soldados ingleses e, em soldados mortos pela doencga, observou numerosos
organismos cocoides. No ano seguinte, mediante culturas, isolou e descreveu a presenca do
agente no bago desses soldados mortos pela febre de Malta, o qual denominou Micrococcus
melitensis (CORREA e CORREA, 1992).

Em 1885, Nocard observou organismos cocoides em casos de abortos em bovinos,
entretanto, foram Bang e Stribolt que em 1897 cultivaram e isolaram o agente dos abortos,
mostrando ser o aborto epizodtico das vacas igualmente provocado por um bacilo ao qual
deram o nome de Bacillus abortus infectiosi (CORREA e CORREA, 1992; FERREIRA e
FERREIRA, 1990).



Em 1896, Wright idealizou uma soroaglutinagdo lenta com cultivos do agente da
febre de Malta. Em 1905, Zammit, sob coordenacédo de David Bruce, em Malta, verificou que
0 soro de grande proporcdo de cabras maltesas apresentava reagdo positiva com o
antigeno de Wright, e que seu leite continha o agente. Zammit observou também que era
possivel isolar o microrganismo do sangue e da urina de pessoas doentes que
apresentavam hipertermia acima de 39°C (CORREA e CORREA, 1992; FERREIRA e
FERREIRA, 1990).

Alice Evans em 1918, nos EUA, demonstrou que as bactérias isoladas por Bruce e
por Bang eram similares e propés o nome genérico Brucella, em homenagem ao
pesquisador inglés, o qual foi aceito oficialmente em 1920 para desighar duas espécies,
respectivamente, B. abortus e B. melitensis (CORREA e CORREA, 1992).

Traum em 1914, nos EUA, isolou de suinos um microrganismo similar aos agentes
da febre de Malta e dos abortos bovinos de Bang Huddleson; em 1928, propds a distingéo
de uma nova espécie, B. suis (CORREA e CORREA, 1992; FERREIRA e FERREIRA,
1990).

Em 1953, Buddle e Boyes, na Austrdlia, isolaram de ovinos uma nova espécie que foi
denominada B. ovis. Em 1957, nos EUA, Stbenner e Lachman isolaram de um rato do
deserto (Neotoma lepida), outra espécie que denominaram B. neotomae, que até hoje nédo
se mostrou patogénica para os animais domésticos e o homem. Em 1966, também nos
EUA, Carmichael isolou de cdes uma espécie que mostrava patogenicidade para caes e
para 0 homem, denominando-a B. canis (CORREA e CORREA, 1992).

A partir da década de 1990 novas cepas de brucelas foram isoladas a partir de
mamiferos marinhos, destacando B. ceti sp. nov. que tem como hospedeiro 0s cetaceos
marinhos e B. pinnipedialis sp. nov. cujo hospedeiro sdo as focas (FOSTER et al., 2007).

Na cidade de Moravia do Sul, na Republica Tcheca, no ano de 2000, pesquisadores
isolaram uma cepa de B. microti sp. nov. a partir do figado de um roedor silvestre da espécie
Microtus arvalis (SCHOLZ et al., 2008).

Em 2005, uma cepa de B. inopinata sp. nov. foi isolada de uma infec¢édo de implante
mamario em uma paciente norte-americana de 71 anos de idade que apresentava sinais
clinicos de brucelose (SCHOLZ et al., 2010).

No Brasil, o primeiro relato foi em 1914, Danton Seixas diagnosticou clinicamente
pela primeira vez a brucelose bovina no Rio Grande do Sul. Em 1917, no Cear4, Thomaz
Pompeu Sobrinho observou casos raros de abortamento bovino, sem verificar um padréo de
ocorréncia epidémica (BRASIL, 1988).

Tineciro Icibaci, por meio de pesquisas epidemiolégicas e exames microscopicos de
tecidos provenientes de fetos abortados, descreveu um foco de brucelose bovina ocorrido

no municipio paulista de S&o Carlos em 1922. Alguns anos depois, em 1928, Mello e Neiva,



conseguiram isolar B. abortus do sangue de uma vaca que havia abortado (PAULIN et al.,
2002).

Em 1931, Silvio Torres verificou a existéncia de oito animais soropositivos para
brucelose e 19 suspeitos em um lote de 51 bovinos importados. Com base nesses
resultados, em 1933 Cézar Pinto propds a implementacdo de protocolo de testes em
animais importados como forma de impedir a disseminacdo da doenc¢a no pais. Em 1936,
utilizando o sorodiagnéstico, Desidério Finamor detectou a brucelose bovina pela primeira
vez no Rio Grande do Sul, e propds um plano para o seu combate (BRASIL, 1988).

Thiago de Mello, em 1950, relatou a disseminacdo da brucelose bovina por todo o
pais apontando para uma prevaléncia de 10% a 20%, sendo que os indices mais altos
estavam nas regides leiteiras do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais (GARCIA-CARRILLO, 1987). Entre 1950 e 1974, varios estudos sorolégicos foram
conduzidos, entretanto, somente em 1975 foi realizado o primeiro estudo

soroepidemiolégico nacional pelo Ministério da Agricultura (PAULIN et al., 2002).

2.3 ETIOLOGIA

Os microrganismos do género Brucella spp. sdo bactérias Gram-negativas,
extracelulares facultativas que se apresentam na forma de cocobacilos ou bastonetes
curtos, medindo 0,5 a 0,7 um de largura por 0,6 a 1,5 um de comprimento, arranjados
isoladamente e raramente formando cadeias curtas. Ndo possuem capsula, sédo iméveis, e
ndo formam enddésporo. Sdo aerébios, alguns necessitam de 5% a 10% de CO, para
crescimento ou isolamento e crescem bem em temperatura entre 20°C e 40°C, sendo 37°C
a temperatura ideal (OIE/WHO, 2012).

Em bovideos, a brucelose é causada por bactérias da espécie B. abortus. Outras
espécies, tais como, B. suis, B. melitensis e B. ovis também podem causar brucelose nos
bovinos quando estes estdo em contato com suinos, caprinos e ovinos, que sao,
respectivamente, os hospedeiros naturais daqueles agentes (ACHA e SZYFRES, 2001;
OIE/WHO, 2012). Ressalta-se que B. melitensis é exdtica no Brasil (BRASIL, 2006).

Existem sete biovariedades de B. abortus, sendo diferenciadas uma das outras por
provas bioquimicas com sensibilidade aos corantes tionima e fuccina béasica, requerimento
de CO,, producédo de H,S e presenca de antigenos de superficie (A ou M) (ALTON et al.,
1988).

Outra classificacdo de Brucella spp. € em relacdo a morfologia da colénia, dividindo-
se em dois grupos, a saber: lisa e rugosa. Estas diferencas coloniais sdo decorrentes da
presen¢ca ou ndo da cadeia de lipopolissacarideos “O”, que € um componente quimico

localizado na superficie externa de Brucella spp., determinando a caracteristica lisa ou



rugosa, respectivamente, da colénia (ALTON et al., 1988). Essa informacao é relevante no
diagnostico da doencga, visto que os testes de diagndstico foram desenvolvidos com o
objetivo de detectar anticorpos contra a cadeia “O” (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003).

As bactérias do género Brucella spp. podem resistir em fluidos corporais dos animais
e no ambiente por periodos prolongados sob circunstancias favoraveis, tais como: presenca
de sombra, umidade alta e baixas temperaturas. B. abortus pode permanecer nas pastagens
por mais de seis meses, em material de aborto ou parto. E sensivel & pasteurizagio e aos
desinfetantes como cal, cloro, cresol, fenol e formol, que em concentra¢cdes adequadas,
podem ser utilizados na desinfeccdo de instalacBes, ambiente e fomites (CRAWFORD;
HUBER e ADAMS, 1990; RUSSEL e KOULIKOVSKII, 1984).

2.4 EPIDEMIOLOGIA
2.4.1 Distribuicdo geografica

A brucelose possui distribuicdo mundial e causa vultosos prejuizos econémicos para
a cadeia produtiva de carnes e leite. Essa doenga pode ter uma disseminagéo consideravel
e, com frequéncia, muito rapida, devido a progressiva intensificacdo da producéo leiteira e
de corte, assim como pelas aglomeragfes de animais, sempre que ndo sejam tomadas as
medidas apropriadas de combate e de protecdo (ALVES e VILLAR, 2011).

Em 1975, foi realizado um diagnostico da doenca em algumas regides brasileiras. Na
regido Sul foram encontrados 4,0% de animais soropositivos para essa doenga; na regiao
Sudeste, cerca de 7,5%; e nas regibes Centro-oeste, Nordeste e Norte, os valores
encontrados foram de 6,8%, 2,5% e 4,1%, respectivamente (ALVES e VILLAR, 2011,
BRASIL, 2006).

Posteriormente, foram realizados apenas cinco inquéritos epidemiolégicos em alguns
estados brasileiros. No Rio Grande do Sul, a prevaléncia de 2,0% em 1975 foi para 0,3% em
1986; em Santa Catarina, passou de 0,2% em 1975 a 0,6% em 1996 e; Mato Grosso do Sul
apresentou 6,3% em 1998, a mesma porcentagem apresentada pela regido mato-grossense
em 1975; em Minas Gerais passou de 7,6% em 1975 para 6,7% em 1980, porém em 2002
chegou-se a um valor aproximado de 1,0% da prevaléncia da doenca; no Parana, a
prevaléncia estimada em 1975 foi de 9,6%, passando para 4,6% de bovinos positivos em
1989. Os dados de notificacdes oficiais indicam que a prevaléncia de animais positivos no
Brasil se manteve entre 4,0% e 5,0% no periodo de 1988 a 1998 (BRASIL, 2006; PAULIN e
FERREIRA NETO, 2003).

Em 2001, foi instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal
(PNCEBT) (BRASIL, 2006). Pouco tempo depois de lancar o PNCEBT, o Comité Cientifico



do Centro de Colaboracdo em Sanidade Animal com sede na Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo orientou o MAPA a padronizar uma
metodologia para realizacdo de um estudo de prevaléncia nas unidades da Federacdo, com
objetivo de determinar as estratégias mais apropriadas de gerenciamento do programa
(POESTER et al., 2009).

Esse Comité formado por servidores do MAPA, por especialistas de varias
instituicbes de ensino e pesquisa em Medicina Veterinaria no Brasil, bem como por
pesquisadores estrangeiros e individuais com experiéncia reconhecida na area, coordenou
este estudo de caracterizacdo epidemioldgica da brucelose e tuberculose no Brasil. Esses
estudos foram realizados entre os anos de 1998 a 2004 e foram publicados em um
suplemento especial do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia,
completamente dedicado a divulgacdo dos dados iniciais sobre a situacéo epidemioldgica da
brucelose em 15 estados brasileiros (FERREIRA NETO et al., 2016). Posteriormente, esse
mesmo estudo foi realizado nos estados do Maranhéo, Paraiba e Pernambuco (ALMEIDA et
al., 2016; BORBA et al., 2013; CLEMENTINO et al., 2016) (Tabela 1).

Dados epidemiologicos revelaram detalhes a respeito da situagéo epidemiologica da
brucelose em 18 unidades federativas, os quais abrangeram 85% do rebanho bovino
brasileiro (FERREIRA NETO et al., 2016).

Os estados de Espirito Santo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Rondbnia, Santa Catarina e Sdo Paulo realizaram um segundo estudo de
prevaléncia da brucelose. Desses, a reducdo na prevaléncia de rebanhos infectados em
decorréncia do processo de vacinacéo foi observado apenas nos estados do Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Rondonia (Tabela 2; Figura 1 e 2) (ANZAI et al., 2016;
BARDDAL et al.,, 2016; BAUMGARTEN et al., 2016; DIAS et al.,, 2016; INLAMEA et al.,
2016; LEAL FILHO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al., 2016).

No estado de Santa Catarina, o segundo estudo transversal indicou que n&o houve
alteracdo significativa na prevaléncia da brucelose. Sendo assim, a vacinagdo contra essa
doenca permanece proibida desde 2004 e o Estado tem iniciado a implantagdo de
estratégias para a sua erradicacdo (BAUMGARTEN et al., 2016).

Apesar da ampla distribuicdo da brucelose bovina em todo territério nacional,
Ferreira Neto et al. (2016) afirmam que h& uma grande heterogeneidade da frequéncia da
doenca entre as unidades da Federagdo e que a alta prevaléncia da brucelose tanto em
rebanhos quanto em animais infectados pode ser observada na regido meio-oeste do Pais,
bem como nos estados vizinhos, os quais sdo reconhecidos como produtores de carne
(Figura 1 e 2).



Tabela 1 - Prevaléncia da brucelose bovina no Brasil.

PREVALENCIA EM

PREVALENCIA EM

ESTADO REBANHO (%) FEMEAS > 24 M (%) REFERENCIA
Acre - - -
Alagoas - - -

Amapa - - -
Amazonas - - -

Bahia 4,20 0,66 Alves et al. (2009)
Ceara - - -

L Gongcalves et al.
Distrito Federal 2,52 0,16 (2009a)
Espirito Santo 9,00 3,53 Azevedo et al. (2009)
Goias 17,54 3,01 Rocha et al. (2009)
Maranhao 11,40 2,50 Borba et al. (2013)
Mato Grosso 41,20 10,20 Negreiros et al. (2009)
Mato Grosso do Sul 41,50 7,93 Chate et al. (2009)

. . Gongalves et al.
Minas Gerais 6,04 1,09 (2009b)

Para - - -

. Clementino et al.
Paraiba 4,60 2,00 (2016)
Parana 4,02 1,73 Dias, J.A et al. (2009)
Pernambuco 4,50 1,40 Almeida et al. (2016)
Piaui - - -

. . Klein-Gunnewiek et al.
Rio de Janeiro 15,42 4,08 (2009)

Rio Grande do Norte - - -

Rio Grande do Sul 2,06 1,02 Marvulo et al. (2009)
Rondbnia 35,18 6,22 Villar et al. (2009)
Roraima - - -

Santa Catarina 0,32 0,06 Sikusawa et al. (2009)
Séo Paulo 9,70 3,81 Dias, R.A et al. (2009)
Sergipe 12,60 3,36 Silva et al. (2009)
Tocantins 21,22 4,43 Ogata et al. (2009)

Tabela 2 - Comparacéo entre o primeiro e segundo estudo da prevaléncia da brucelose bovina em
rebanhos em estados brasileiros, com intervalo de aproximadamente 10 anos.

ESTADO

PRIMEIRO ESTUDO

SEGUNDO ESTUDO

ANO P (%) ANO P (%)
Espirito Santo 2002/2003 9,00 2012/2014 9,30
Mato Grosso 2003 41,20 2014 24,00
Mato Grosso do Sul 1998 41,50 2009 30,06
Minas Gerais 2002 6,04 2011 3,59
Rio Grande do Sul 2004 2,06 2013 3,54
Rondobnia 2004 35,18 2014 12,30
Santa Catarina 2001 0,32 2012 0,91
Séo Paulo 2001 9,70 2011 10,20

Fonte: Ferreira Neto et al. (2016), com adaptacdes.
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Bovine bruceliosis prevalence of infected herds (%)
0.00 - 1.00
100 - 7.26

B 7.26 - 1601

W 16,01 - 31.92

W 3192 5900

Bovine bruceliosis prevalence of infected anmals (%)
0.00 ~1.00
1.00 <240

B 2.40 16,40
N 640 4930 25 0 250 500km
. 930 1530 -——

Figura 1 - Estudo de prevaléncia da brucelose realizado no Brasil entre os anos de 1998 e 2004.

Fonte: Ferreira Neto et al. (2016), com adaptagdes.

Bovine brucoliosis prevalence of infected hords (%)

0.00 « 1.00
1.00 726
B 726 <1601
1601 <3192 250 0 250 500km
W 3192 56000 -

Bovine brucelioss prevaince of infected animais (%)
000 «1.00
100 «240

B 240 4840
B 540 <920 25 o 250 S00km
930 1530 -

Figura 2 - Estudo de prevaléncia da brucelose realizado no Brasil entre os anos de 2009 e 2014.

Fonte: Ferreira Neto et al. (2016), com adaptagdes.

Considerando a baixa prevaléncia na regido sul do estado do Parana e verificada a

possibilidade de implantacdo das estratégias de erradicacdo, seria possivel compor, com
todo o estado de Santa Catarina e o norte do estado do Rio Grande do Sul, uma grande

area de erradicacao da brucelose no Pais (Figura 2) (DIAS, J.A et al., 2009).
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2.4.2 Hospedeiros

O hospedeiro é o quinto elo na cadeia de infeccdo e é definido como uma pessoa ou
animal que proporciona um local adequado para que um agente infeccioso cres¢ca e se
multipliqgue em condi¢des naturais (BONITA, BEAGLEHOLE e KJELLSTROM, 2010).

No caso da brucelose, ndo h4 espécie-especificidade do microrganismo quanto aos
hospedeiros que infectam, mas existe predile¢céo por determinadas espécies animais. Sendo
assim, os bovinos e bubalinos sédo acometidos por B. abortus; suinos e javalis sdo afetados
pela B. suis; ovinos sdo hospedeiros da B. melitensis e B. ovis; caprinos sdo afetados pela
B. melitensis. Nessas espécies a brucelose € considerada uma doenca da esfera
reprodutiva (CORREA e CORREA, 1992; NIELSEN et al.,, 2001; PAULIN et al., 2002;
XAVIER et al., 2009b).

A brucelose também acomete a espécie equina reconhecida como doenca infecciosa
de evolucéo crénica, de potencial zoondtico e que raramente causa desordens reprodutivas,
cujo agente é, predominantemente, B. abortus, podendo ser afetada também pela B. suis
(ACHA e SZYFRES, 2001).

Véarias espécies de Brucella spp. sdo capazes de infectar humanos, tendo B.
melitensis um alto potencial zoondético, seguida da B. suis e B. abortus. Em humanos, B.
melitensis é a espécie mais patogénica podendo causar uma infecgdo cronica debilitante
(FUGIER et al., 2007; YOUNG, 1995).

A brucelose é uma das zoonoses mais comum no mundo, com mais de 500.000
casos reportados anualmente em humanos, com cerca de 25.000 mortes registradas por
ano, no mundo inteiro (CORREA e CORREA, 1992; DEPARTMENT FOR INTERNATIONAL
DEVELOPMENT UK 2012; SELEEM, BOYLE e SRIRANGANATHAN, 2010).

2.4.3 Cadeia epidemiolégica

A principal fonte de infeccdo da B. abortus é representada pela vaca prenhe, que
elimina grandes quantidades do agente por ocasido do abortamento ou parto e em todo o
periodo puerperal (até, aproximadamente, 30 dias ap6s o parto), contaminando pastagens,
agua, alimentos e fomites. Desta forma, fetos abortados e membranas fetais sdo as
principais vias de eliminagédo do agente (BRASIL, 2006; LEMOS e LEAL, 2008).

Apo6s eliminacdo, B. abortus pode permanecer viavel no meio ambiente por longos
periodos, dependendo das condi¢des de umidade, temperatura e sombreamento, ampliando
de forma significativa a chance de o agente entrar em contato e infectar um novo hospedeiro
suscetivel (BRASIL, 2006).

O touro infectado pode ser considerado uma fonte de infeccdo de B. abortus,

entretanto, a sua participacdo na transmissdo da brucelose pela monta natural ndo é
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significativa, embora a maioria das espécies de Brucella spp. possa ser eliminada no sémen.
Na monta natural, a vagina apresenta barreiras inespecificas que dificultam a infeccéo,
entretanto, cuidados especiais devem ser tomados com a inseminagéao artificial, visto que o
sémen € aplicado diretamente no Utero, onde ndo existem barreiras inespecificas, tornando-
se um ambiente propicio para multiplicagdo do agente. A presenca de touros positivos
apenas indica que o rebanho esta infectado (BRASIL, 2006; LAGE et al., 2008; LEMOS e
LEAL, 2008).

Segundo Lemos e Leal (2008), bezerros nascidos de vacas infectadas sdo, na
maioria das vezes, reagentes positivos até os quatro meses de idade, devido a presenca de
anticorpos no colostro, tornando-se negativos apos esse periodo. Em algumas situacfes, a
transmissao transplacentaria pode ocasionar o nascimento de animais portadores latentes,
cujo agente etiologico causa infeccdo persistente nos pulmdes e linfonodos regionais desses
animais que se mostram reagentes negativos aos testes de diagnéstico (PAULIN e
FERREIRA NETO, 2003).

Essas infeccbes latentes nos animais sorologicamente negativos tém grande
importancia porque passam despercebidas e esses animais podem servir como fonte de
infecgdo algum tempo depois, visto que 2,5% a 9,0% de novilhas com infecgdo latente
podem apresentar reacdes soropositivas a partir da metade de sua primeira prenhez,
causando um impacto negativo em programas de erradicacdo da brucelose (LEMOS e
LEAL, 2008; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003).

Para Ferreira Neto et al. (2016) o fator de risco que mais contribui para a transmissao
e disseminacdo da brucelose no Brasil é a introducdo de animais nos rebanhos sem a
exigéncia de testes de diagndstico, que pode ser resolvido com um programa massivo de
educacao sanitaria para informar aos produtores sobre a importancia de testar animais
reprodutores antes de introduzi-los em suas propriedades.

A porta de entrada mais importante para B. abortus no hospedeiro é o trato
digestério, sendo que a infeccdo se inicia quando um animal suscetivel ingere agua e/ou
alimentos contaminados ou ainda pelo habito de lamber as crias recém-nascidas, entretanto,
a infeccdo também pode ocorrer através da pele, conjuntiva ou mucosa respiratoria por
inalacdo, pois esses animais também possuem o hébito de cheirar fetos abortados (BRASIL,
2006; CRAWFORD, HUBER e ADAMS, 1990; KO e SPLITTER, 2003; LEMOS e LEAL,
2008).

2.5 PATOGENIA

Apods a multiplicacdo inicial do microrganismo no hospedeiro vertebrado, ha um curto

periodo de bacteremia, e as bactérias vao se alojar em diversos 6rgaos, principalmente do
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sistema linfatico. A capacidade de sobreviver dentro de macrofagos facilita a disseminagéo e
a permanéncia de B. abortus no organismo (EAGLESOME e GARCIA, 1992; GORVEL e
MORENO, 2002; THOEN, ENRIGHT e CHEVILLE, 1993; XAVIER et al., 2009a).

A viabilidade de Brucella spp. no interior das células fagocitérias é creditada a
inibicdo da fusdo dos lisossomos com os granulos secundarios, impedindo a formagéo dos
fagolisossomos. No entanto, a resisténcia a lise intracelular é dependente da espécie de
Brucella spp. e, também, da espécie animal (CARTER e CHENGAPPA, 1991; POESTER,
GONCALVES e LAGE, 2002).

Nos ruminantes domésticos, apds a bacteremia, o microrganismo apresenta tropismo
pela placenta e, posteriormente, pelo feto, levando a necrose dos placentomas que se
tornam friaveis e cobertos com exsudato fibrinoso além de infecgcédo fetal, provocando
abortamento, sendo esse o principal sinal clinico em bovinos (METCALF, LUCHSINGER e
RAY, 1994; NIELSEN, 1990; SCHLAFER e MILLER, 2007; XAVIER et al., 2009a).

O desenvolvimento da doenca vai depender do estagio fisiologico do animal
infectado. Animais jovens, antes da puberdade, parecem ser mais resistentes a infecgéo. B.
abortus geralmente infecta linfonodos e glandula mamaria em animais ndo prenhes
(CRAWFORD; HUBER e ADAMS, 1990; NICOLETTI, 1980; SAMARTINO e ENRIGHT,
1993).

Na primeira prenhez apés a infec¢do, a fémea aborta, entretanto, os abortamentos
sdo menos frequentes a partir da segunda prenhez apés infeccdo e muito raro a partir da
terceira prenhez. Isso se deve ao desenvolvimento da resposta imune celular que diminui a
area e a intensidade das lesdes em animais infectados. Sendo assim, a manifestagéo clinica
passa a ser 0 nascimento de bezerros fracos ou natimortos (CORBEL, 2006; NICOLETTI,
1990a; THOEN, ENRIGHT e CHEVILLE, 1993).

Brucella spp. possui predilegdo por 6rgdos que oferecem elementos necessarios
para o seu metabolismo, como o eritritol (alcool polihidrico de quatro carbonos) presente no
Utero gravidico, glandula mamaria, articulacdes e 6rgéos do sistema reprodutor do macho,
entretanto, os humanos, equinos, coelhos e roedores possuem auséncia ou baixa producéo
do eritritol, fato este que justificaria o reduzido impacto da brucelose no aparelho reprodutivo
nessas espécies (CARTER e CHENGAPPA, 1991; RIBEIRO, MOTA e ALMEIDA, 2008;
XAVIER, 2009).

2.6 MANIFESTACOES CLINICAS

O periodo de incubacéo é caracterizado pelo tempo transcorrido entre a exposicao
ao patdgeno e o aparecimento dos sinais clinicos. Em bovinos esse periodo pode ser de

poucas semanas e até mesmo de meses ou anos. Considerando 0 momento em gue ocorre
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a infeccdo, o periodo de incubacédo € inversamente proporcional ao tempo de prenhez, ou
seja, quanto mais adiantada a prenhez, menor sera o periodo de incubacdo. Em seres
humanos o periodo de incubagé@o da brucelose € muito varidvel, de uma a trés semanas,
mas pode prolongar-se por varios meses (BRASIL, 2006; BRASIL, 2010).

As manifestagfes clinicas da brucelose em bovinos dependem da idade, estagio
reprodutivo e imunoldgico, rota da infeccao, viruléncia e desafio, natural ou experimental, da
espécie de Brucella (ADAMS, 2002).

Nos bovinos, a doenca evolui sem sinais clinicos aparentes, observando-se um
maior numero de infectados do que o de doentes. Os principais sinais clinicos da brucelose
nas fémeas sdo abortamentos, natimortos ou nascimentos de bezerros fracos, retencédo de
placenta e secrecdo vaginal purulenta e fétida além da infeccdo da glandula mamaria
(FERREIRA e FERREIRA, 1990; VERONESI e FOCACCIA, 1996, XAVIER et al., 2009a).

Nos machos, pode ocorrer uma fase inflamatéria aguda, seguida de frequente
cronicidade assintomatica, momento em que as bactérias podem tornar-se latentes nos
testiculos, epididimos e vesiculas seminais. Um possivel sinal clinico € a orquite uni ou
bilateral, transitoria ou permanente, com aumento ou diminuicdo do volume dos testiculos
que podem se apresentar com aspecto amolecido e purulento. As lesdes articulares também
podem ser observadas em estagios mais crénicos da doen¢ca (GORVEL e MORENO, 2002;
LAGE et al., 2008; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003).

2.7 LESOES

Os animais infectados por B. abortus desenvolvem lesdes articulares que se
caracterizam por bursite e artrite, assim como les6es na glandula maméaria observadas em
casos cronicos da doenca. A placentite necrética € a principal lesédo encontrada nas fémeas
gue abortam, podendo ainda ocorrer distensdo uterina devido ao acumulo de exsudato
fétido e de coloracdo acastanhada, contendo material necrético. Observa-se também
hiperplasia de linfonodos internos e do bago (NICOLETTI, 1990b; THOEN, ENRIGHT e
CHEVILLE, 1993; XAVIER et al., 2009a).

Microscopicamente, observa-se uma placentite necrética associada a hemorragia,
exsudato neutrofilico e retencdo de tecido fetal nas criptas carunculares com infiltragédo
perivascular de neutrdfilos, linfécitos e histidcitos com pequenos focos de necrose que sdo
observados nos peddnculos carunculares. Na glandula maméria observa-se mastite
neutrofilica com linfonodos mamaérios e iliacos em variados graus de hiperplasia linfoide
associada com neutrofilia. Endometrite multifocal ou difusa € caracterizada por ulceracéo

superficial do endométrio com deposi¢ao de debris celular (XAVIER et al., 2009a).
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Nao h& nenhuma leséo patognoménica da doenca no feto abortado, porém pleurite
fibrinosa, que pode estar associada a broncopneumonia supurativa e pericardite fibrinosa,
ocorre com frequéncia, além de exsudato fibrinoso depositados sobre diversos érgaos da
cavidade abdominal (NICOLETTI, 1990b; THOEN, ENRIGHT e CHEVILLE, 1993; XAVIER
et al., 2009a).

As principais lesdes microscopicas em fetos abortados sdo a pleurite e pericardite
caracterizadas por exsudato fibrinoso e infiltragcdo de neutrdfilos, além de vasculite e
trombose no parénquima pulmonar. Infiltrado neutrofilico nos bronquiolos e alvéolos
associado com pneumonia intersticial, além de hepatite multifocal e difusa com infiltrado
neutrofilico, esplenite, linfadenite também s&o observados nos fetos abordados (XAVIER et
al., 2009a).

2.8 DIAGNOSTICO

Os testes diretos de diagndstico para brucelose sdo realizados a partir do cultivo,
isolamento e a identificagdo do género Brucella oriundo de material de aborto ou de
secregdes como leite, sémen e liquido sinovial de articulagbes comprometidas. Em casos de
aborto, o material de eleicdo sdo os anexos placentarios e o contetudo gastrico, além do
baco, figado, pulmé&o e rins dos fetos abortados (CARTER e CHENGAPPA, 1991; NIELSEN
et al, 2004; LAGE et al., 2008; VEJARANO RUIBAL, 2009).

B. abortus pode ser isolada a partir de amostras de figado, baco, pulmdes e rins,
além dos linfonodos e trato genital, uma vez que apdés a bacteremia ocorre sua
disseminacao por meio da corrente sanguinea para todo organismo animal. Outros tecidos
podem ser utilizados para diagnostico direto, tais como, linfonodos retrofaringeos,
mandibulares, parotideos, pré-escapulares e iliacos, mas principalmente os supramamarios,
onde o agente é isolado em quase 90% dos animais infectados (CAMPANA, GOTARDO e
ISHIZUCA, 2003; GORVEL e MORENO, 2002; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003; LIRA,
2008).

A bacteriologia possui alta especificidade e capacidade de diferenciacdo entre
espécies e biovariedades. No entanto, o isolamento de Brucella spp. € um processo
trabalhoso, sendo necessérios dias para a identificagdo do agente visto a sensibilidade e as
exigéncias com relacdo aos meios de cultivo, além de se constituir um patdégeno de alto
risco bioldgico, sendo necessérios laboratérios com funcionarios qualificados, instalagfes e
equipamentos de protecao de nivel 3 (POESTER, SAMARTINO e LAGE, 2005; LAGE et al.,
2008).

Outro exame direto utilizado é o de imunohistoquimica de paraffin wax-embedded

tissues (tecidos fixados em cera de parafina) para antigenos de B. abortus possuindo boa
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sensibilidade e especificidade e podendo ser realizado em material de aborto apds a fixagdo
em formol, permitindo tanto a identificagdo do agente como a visualizacdo de aspectos
microscépicos do tecido examinado, tornando-se um valioso atributo para o estudo da
patogenia da infeccéo pela bactéria (BRASIL, 2006; NIELSEN et al., 1998, 2004; PEREZ et
al., 1998).

A Reacdo da Cadeia em Polimerase (PCR), técnica bastante sensivel, detecta um
segmento de DNA por meio da amplificacdo enzimética in vitro, facilitando o diagnostico
direto de doencas infecciosas pela identificacdo do &acido nucléico do agente, além de
superar as limitaces relacionadas ao isolamento por métodos tradicionais de cultura de B.
abortus em material de aborto, em secrecBes e excrecdes (BRASIL, 2006; MULLIS e
FALOONA, 1986; NIELSEN et al., 1998, 2004).

O desenvolvimento da PCR em Tempo Real resultou da complementacéo da técnica
criada por Mullis e Faloona (1986) que possibilita o monitoramento da reacdo a cada
momento, gerando resultados com maior sensibilidade, precisédo, velocidade nas analises,
facilidade na quantificagdo e menor risco de contaminacao, ja que a reagdo ocorre em um
sistema tubular fechado, ndo havendo a necessidade de eletroforese para a visualizagédo
das amplificagbes (NOVAIS e PIRES ALVES, 2004).

Embora um diagndstico definitivo e incontestavel da brucelose possa ser obtido pelo
isolamento do agente etioldgico, esse procedimento € caro, demorado e exige recursos
laboratoriais nem sempre disponiveis, o que inviabiliza seu uso em larga escala, como
requer um programa de controle da enfermidade. Por essa razéo, os programas de combate
a brucelose baseiam-se no diagnostico soroldgico, recurso que permite a realizacdo de um
grande numero de testes, com resultados adequados e a um custo acessivel (MATHIAS,
MEIRELLES e BUCHALA, 2007).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), por meio
da Instrucdo Normativa n® 10, de 03 de marco de 2017, estabeleceu como oficiais os testes
de diagndstico indireto: antigeno acidificado tamponado (AAT), teste do anel em leite (TAL),
2-mercaptoetanol (2-ME), teste de polarizagédo fluorescente (TPF) e reagcdo de fixacdo de
complemento (RFC), sendo esse ultimo utilizado para o transito internacional de animais
(BRASIL, 2017).

O teste de AAT é de triagem e tem como vantagem a agilidade no diagnostico além
de ser um teste que apresenta baixo custo na sua execucéo, entretanto, pode resultar em
reacOes falso-positivas decorrentes da presencga de anticorpos inespecificos presentes nas
infecgBes por outras bactérias (Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella sp., Escherichia coli
0:157 ou Pseudomonas sp.) ou podem decorrer como resultado da vacinacdo de bezerras
com a vacina B-19 apés oito meses de idade. Ja as reacfes falso-negativas podem ocorrer

durante o periodo de incubagcdo da doenca, no periparto ou ainda devido as variacdes
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individuais de resposta a vacinacao ou infeccao de cada animal (FERRAZ, 1999; PAULIN e
FERREIRA NETO, 2003; OIE/WHO, 2012).

O TAL foi idealizado para ser aplicado em misturas de leite de varios animais, uma
vez que a baixa concentragdo celular do antigeno (4%) torna-o bastante sensivel. Os
antigenos utilizados s&o corados com hematoxilina, que d4 a cor azul caracteristica a
reacdo positiva. Caso existam anticorpos no leite, eles se combinardo com antigeno
formando uma malha de complexo antigeno-anticorpo que, por sua vez, serd arrastada
pelos glébulos de gordura, fazendo com que se forme um anel azulado na camada de creme
do leite (reacdo positiva). Na auséncia de anticorpos, o anel de creme tera a coloracdo
branca, e a coluna de leite permanecera azulada (reacéo negativa) (BRASIL, 2006).

Para evitar as reacgdes falso-positivas ou falso-negativas deve-se utilizar o 2-ME
como teste confirmatério. O 2-ME contém tioglicol que degrada os anticorpos com
configuracdo pentamérica (classe IgM) em subunidades, incapazes de formar complexos
suficientemente grandes para provocar aglutinagdo (BRASIL, 2006; CAVALLERO, 1998;
MEGID et al., 2000; OIE/WHO, 2012).

O teste de soroaglutinagdo lenta em tubos (SAT) € uma prova utlizada em
associacdo com o teste do 2-ME para confirmar resultados positivos em provas de rotina. A
prova permite identificar uma alta proporcdo de animais infectados, porém, costuma
apresentar resultados falso-negativos, no caso de infeccdo cronica e, em algumas
situagbes, podem aparecer titulos significativos em animais néo infectados por B. abortus
como decorréncia de reagbes cruzadas com outras bactérias. Sendo assim, resultados
positivos na SAT e negativos no 2-ME devem ser interpretados como reacdes inespecificas
ou como devido a anticorpos residuais de vacinagdo com cepa B-19. Resultados positivos
em ambas as provas indicam a presenca de IgG, que sdo aglutininas relacionadas a
infeccdo, devendo os animais ser considerados infectados (BRASIL, 2006).

A combinacgdo dos testes SAT e 2-ME tem como desvantagens maior tempo para
obtencdo do resultado (48 horas) quando comparados com testes de triagem; gasto de
grande quantidade de reagente; grandes espacos ocupados no laboratério quando sé&o
testadas muitas amostras; uso de substancia téxica; e necessidade das amostras de soro
estarem em condi¢fes 6timas de conservacdo (CHAPPEL, 1989).

Os resultados positivos obtidos no 2-ME estéo relacionados com a infec¢do, porém,
animais com os resultados inconclusivos poderdo ser, a critério do médico veterinario
responsavel pela coleta, retestados em um intervalo de 30 a 60 dias, usando o teste do 2-
ME, sendo classificados como reagentes positivos se apresentarem no reteste resultado
positivo ou segundo resultado inconclusivo. Esses animais também poderdo ser submetidos,
em até 30 dias, ao teste de RFC ou TPF ou destinados ao abate sanitario ou a eutanasia
(BRASIL, 2017).
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A RFC é um dos testes usados no diagndstico confirmatério da brucelose bovina, e
para sua realizagcdo emprega-se 0 mesmo antigeno usado na prova de soroaglutinagdo
lenta. A microtécnica utilizada no teste de RFC foi desenvolvida por Alton et al. (1988), com
incubacédo a 37°C por 30 minutos nas duas fases da reagao sendo considerado positivo o
soro com pelo menos 25% de fixagcdo de complemento na diluicdo 1:4 (MATHIAS,
MEIRELLES e BUCHALA, 2007).

A RCF é uma técnica bastante laboriosa, exigindo equipe altamente treinada para
obtencdo de resultados confidveis; uso de reagentes labeis que precisam ser
constantemente preparados e titulados. Além disso, existe a possibilidade de ocorréncia de
atividade anticomplementar e efeito prozona, que pode levar a obtencdo de resultados falso-
negativos (CHAPPEL, 1989).

Considerando as desvantagens dos testes anteriormente aprovados, o MAPA adotou
o TPF como teste Unico ou como teste confirmatdrio em animais reagentes ao teste AAT ou
inconclusivos ao teste do 2-ME. Os animais inconclusivos ao TPF poderdo ser, a critério
médico veterinario responsavel pela coleta, retestados entre 30 e 60 dias, usando 0 mesmo
teste, sendo classificados como positivos se apresentarem, no reteste, resultado positivo ou
segundo resultado inconclusivo; ou submetidos, em até 30 dias, ao teste de RFC; ou
destinados ao abate sanitario ou a eutanésia (BRASIL, 2017).

O TPF baseia-se na diferenca rotacional entre a molécula de antigeno sollvel,
marcado com fluorocromo, e essa mesma molécula ligada ao anticorpo. Uma molécula
menor gira aleatoriamente a uma velocidade maior, resultando em rapida despolarizacao da
luz, ao passo que um complexo maior gira mais lentamente, e a despolarizacdo da luz
ocorre a uma taxa mais reduzida. Essa mudanca na despolarizacao da luz é detectada por
um analisador de polarizacdo fluorescente. Esse teste tem a capacidade de combinar
elevada sensibilidade (99,02%) com elevada especificidade (99,96%), possuindo também
elevada especificidade mesmo quando utilizado para testar soros de animais vacinados com
a cepa B-19, visto que esse teste possui a capacidade de discriminar anticorpos decorrentes
de vacinacé@o daqueles decorrentes de infec¢cdo (NIELSEN et al., 1996, 1998; NIELSEN e
GALL, 2001).

O uso do protocolo AAT para triagem, sendo a confirmacdo dos resultados positivos
efetuada pela combinacdo do teste de SAT com o teste do 2-ME ou pela RFC apresenta
sensibilidade e especificidade estimadas de 95% e 99,5%, respectivamente (GONCALVES
et al., 2009b).

Os médicos veterinarios cadastrados no SVO podem realizar apenas os testes de
triagem AAT e TAL para o diagnéstico da brucelose. Os testes confirmatoérios 2-ME, RFC e
TPF devem ser realizados somente por laboratérios oficiais ou credenciados pelo MAPA

(BRASIL, 2017). Até o ano de 2015 existiam apenas 10 laboratérios credenciados pelo
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MAPA e dois laboratérios oficiais (Quadro 1), entretanto, um aumento na demanda por
testes de diagnosticos confirmatérios poderd determinar um provavel aumento na rede de
laboratérios credenciados (FERREIRA NETO et al., 2016).

Quadro 1 - Distribuicéo de laboratérios credenciados pelo MAPA e oficiais no Brasil

LABORATORIOS
CERTIFICADOS OFICIAIS
Distrito Federal 1 0
Goias
Maranhéao
Minas Gerais
Para
Parana
Rio Grande do Sul
Santa Catarina
Sao Paulo
TOTAL

Fonte: FERREIRA NETO et al. (2016).

ESTADO

N =N

N|O|O|O|O|Fr|Fr|O|O

[N
o

O art. 24 da Instrucdo Normativa n° 10, de 03 de marco de 2017 orienta que 0s
testes de diagndstico para brucelose deverdo ser realizados em fémeas com idade igual ou
superior a 24 meses, desde que vacinadas com a cepa B-19; fémeas com idade igual ou
superior a oito meses, se vacinadas com a cepa RB-51 ou ndo vacinadas; machos com

idade igual ou superior a oito meses, destinados a reproducédo (BRASIL, 2017).

2.9 TRATAMENTO

A legislacdo brasileira proibe o tratamento de animais positivos para brucelose,
devendo estes serem marcados, pelo médico veterinario responsavel pelo exame, a ferro
candente ou nitrogénio liquido, no lado direito da cara com um “P” contido num circulo de
oito centimetros de didmetro, isolados de todo rebanho, afastados da producéo leiteira e
abatidos no prazo maximo de 30 dias apés o diagndstico em estabelecimento sob servigo de
inspecao oficial ou eutanasiados no estabelecimento de criagdo, conforme normatizado pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, por médico veterinéario do SVO (BRASIL, 2017).

2.10 MEDIDAS DE CONTROLE

O PNCEBT tem como objetivos especificos baixar a prevaléncia e a incidéncia da
brucelose visando a erradicacdo. Sua estratégia de atuacéo é baseada na classificacdo das
Unidades da Federacdo (UF) quanto ao grau de risco para brucelose, determinadas pelas
prevaléncias da brucelose estimadas por estudos padronizados pelo MAPA, e na definicdo

de procedimentos de defesa sanitaria animal a serem adotados de acordo com essa
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classificacéo, levando em consideracdo a execucdo dessas acfes propostas em plano de
acao apresentado pelo SVO e aprovado pelo Departamento de Sanidade Animal do MAPA
(Quadro 2) (BRASIL, 2017).

Quadro 2 - Classificacado de risco para brucelose bovina e bubalina.

. NIVEL
EIZEFY)ACIZ_ESN%Z? CLASSE INICIAL QUALIDADE DA EXI?CU(;AO DAS ACOES
BAIXA MEDIA ALTA

<2 A 0 1 2 3
22e<5 B 0 1 2 3
25e<10 C 0 1 2 3
210 D 0 1 2 3
Desconhecida E 0 0 0 0

Fonte: Brasil (2017).

Onde: EO - risco desconhecido; DO, D1, D2 e D3 - risco alto; CO, C1, C2 e C3 - risco
médio; BO, B1 e B2 - risco baixo; B3, A0, Al e A2 - risco muito baixo; A3 - risco desprezivel.

Para a evolucdo no controle e erradicagdo da brucelose, deverdo ser adotados os
procedimentos de saneamento de focos, a vigilancia epidemioldgica, a vacinagdo contra
brucelose com cobertura vacinal acima de 80% e estudos epidemiol6gicos conforme a
classificacdo das Unidades Federativas (Quadro 3) (BRASIL, 2017):

Quadro 3 - Medidas para controle e erradicacdo da brucelose conforme classe das Unidades
Federativas.

CLASSE MEDIDAS
Saneamento obrigatério de focos e vigilancia epidemiolégica para deteccéo de focos
Vacinagdo contra brucelose com cobertura vacinal de animais acima de 80%;
saneamento obrigatorio de focos e vigilancia epidemiol6gica para deteccao de focos
Vacinagdo contra brucelose com cobertura vacinal de animais acima de 80%
Vacinagéo contra brucelose com cobertura vacinal de animais acima de 80%
Vacinacgédo contra brucelose com cobertura vacinal de animais acima de 80% e estudo
epidemiolégico de brucelose

m |0 m™ >

Fonte: Brasil (2017).

A vacinacdo das fémeas deve ser executada sob a responsabilidade técnica de
médico veterinario cadastrado no SVO, utilizando dose Unica de 2 mL de vacina atenuada
liofilizada, elaborada com cepa 19 de B. abortus lisa (B-19), onde se vacina fémeas bovinas
e bubalinas entre trés e oito meses de idade. A vacina B-19 pode causar orquite nos
machos e provocar aborto se administrada durante a prenhez, portanto, ndo se recomenda
a vacinagdo de machos ou fémeas prenhes com a cepa B-19 (BRASIL, 2006; 2017).

Essa vacina apresenta caracteristicas importantes tais como: permitir uma Unica

vacinacdo em fémeas entre trés e oito meses de idade conferindo imunidade prolongada;
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ser estavel e ndo se multiplicar na presenca de eritritol; ser atenuada para fémeas jovens,
causando reacdes minimas apos a sua aplicacédo; além de conferir protecdo em 70% a 80%
dos animais vacinados (BRASIL, 2006, NICOLETTI, 1980; PAULIN e FERREIRA NETO,
2003).

Por se tratar de uma vacina viva atenuada, a B-19 pode causar a doenga no homem
em caso de inoculagbes acidentais durante o processo de vacinacdo do rebanho. Outra
importante desvantagem é que essa vacina € fabricada a partir de cepa lisa de B. abortus,
que induz a producdo de anticorpos contra o polissacarideo-O, interferindo no diagnostico
sorolégico caso as fémeas bovinas ou bubalinas sejam vacinadas em idade acima dos oito
meses, pois, apos esta idade ha probabilidade de uma grande producdo de anticorpos que
podem perdurar e interferir no diagnéstico da doenca aos 24 meses de idade (BRASIL,
2006; LAGE et al., 2008).

Segundo o regulamento técnico para producdo e controle de qualidade da vacina
contra a brucelose o nimero de microrganismos viaveis ndo pode ser inferior a 60 x 10°
unidades formadoras de col6nias (UFC) por dose e nem superior a 120 x 10° UFC por dose
na data de liberaco e ndo deve ser inferior a 40 x10° UFC por dose ao fim do prazo de
validade. Para manter essa viabilidade os frascos da vacina devem ser armazenados em
temperatura de refrigeracéo entre 2°C e 8°C e o prazo de validade n&o deve ser superior a
24 meses (BRASIL, 2004). Entretanto em um estudo de avaliacdo de bactérias viaveis e do
ensaio de estabilidade térmica no controle de producdo de vacinas cepa B-19
comercializadas no Brasil, Caldeira (2008) observou um percentual 42% de reprovacdo na
data de vencimento em vacinas com prazo de validade acima de 12 meses em virtude do
ndmero de microrganismos vidveis estarem abaixo de 40 x 10° UFC por dose.

Os problemas de falhas vacinais relacionados com a fabricacdo de vacinas sao
incomuns sendo a falha de uma vacina eficiente atribuida na maioria das vezes a uma
administracdo insatisfatoria. Essas falhas também podem ser decorrentes de um mau
armazenamento, do uso de antibiéticos em conjunto com vacinas bacterianas vivas e do uso
de produtos quimicos para esterilizar seringas (TIZARD, 2002).

Existem situactes em que o animal recebe a dose adequada, entretanto, se estiver
incubando a doenca antes da inoculacdo, a vacina pode ter sido administrada tardiamente
para afetar o curso da doenca. O animal também pode falhar em montar uma resposta
imune, que por ser um processo biolégico, nunca confere uma protecéo absoluta e nunca é
equivalente em todos os membros de uma populagdo vacinada, portanto, € impossivel
garantir 100% de prote¢cdo em uma populacao aleatéria de animais por meio da vacinacéo
(TIZARD, 2002).

As falhas vacinais também ocorrem quando o animal estd imunossuprimido em

decorréncia de processos infecciosos virais ou parasitarios, estresse térmico, desnutricdo e
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prenhez. Outra causa importante de falha vacinal é a presenca de imunidade materna
passivamente derivada em animais jovens (TIZARD, 2002).

Segundo Paulin e Ferreira Neto (2003), bezerras vacinadas com a cepa B-19
produzem tanto IgM quanto IgG, sendo a IgM a primeira classe de anticorpos a aparecer
apoés a vacinagao por volta do quinto ao sétimo dia, alcangando o nivel méximo de producédo
entre 0 13° e 0 21° dia ap0s a vacinacdo, enquanto que a IgG é detectavel entre 0 14° e 21°
dia p6s-vacinagdo, com maxima concentracao entre 0 28° e 42° dia.

Alguns estudos descrevem a avaliacdo da resposta imune humoral de bezerras
bovinas e bubalinas vacinadas contra brucelose utilizando a cepa B-19. FEmeas bubalinas
vacinadas com dose padrdo da cepa B-19 respondem com curvas de anticorpos
semelhantes as apresentadas por fémeas bovinas quando vacinadas na mesma idade.
Nesses estudos, 0s autores descreveram que todas as amostras de soros coletadas
imediatamente antes da vacinagdo eram nao reagentes ao teste de AAT e que a partir dos
sete, 14 ou 30 dias apds a vacinagdo todas as fémeas vacinadas apresentaram resultado
reagente positivo ao AAT (PEREIRA et al., 2015; POESTER e RECKZIEGEL, 1998;
RIBEIRO et al., 1997; SILVA JUNIOR, 2013).

Desde o langamento do PNCEBT houve um significativo aumento no numero de
bezerras vacinadas com a cepa B-19, principalmente a partir de 2004. E importante enfatizar
que ha uma grande heterogeneidade na qualidade da pratica da vacinacdo entre os
estados. Minas Gerais € um bom exemplo de sucesso no combate a brucelose com
utilizacdo da vacina B-19, reduzindo a prevaléncia de 6,57% para 0,81%, entre 0os anos
1980 e 2012, desde que adotou um programa de vacinagdo compulséria em 1993,
demonstrando o impacto positivo da vacinacdo na reducdo da prevaléncia da brucelose
(FERREIRA NETO et al., 2016; PAULIN e FERREIRA NETO, 2003; OLIVEIRA et al., 2016).

No estado do Tocantins o programa compulsério de vacinacao contra brucelose foi
instituido em 2003, mas o coeficiente de cobertura vacinal acima de 80% utilizando a vacina
B-19 ocorreu a partir de 2011 (BARBOSA e OSORIO, 2017; ADAPEC/TO; comunicagio
pessoal). Contudo, as prevaléncias estimadas na microrregido de Araguaina/TO em fémeas
(>24 meses) e de focos variam de 6,40% [IC 95% (3,92% a 8,89%)] a 6,20% [IC 95%
(6,10% a 6,20%)] e de 29,26% [IC 95% (24,26% a 34,66%)] a 43,50% [IC 95% (42,30% a
44,80%)], respectivamente (BAPTISTA et al.,, 2012; OGATA et al.,, 2009). Em 2015, as
prevaléncias em fémeas (>24 meses) e de focos registradas nessa mesma microrregido
foram, respectivamente, 1,79 (IC 95% [0,17% a 6,80%]) e 5,56 (IC 95% [3,11% a 11,13%)
(Figuras 3 e 4) (BARBOSA e OSORIO, 2017; ADAPEC/TO; comunicac&o pessoal).
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estado do Tocantins e prevaléncia da brucelose bovina em fémeas (>24
meses) na microrregido de Araguaina/TO (Arquivo pessoal).
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Figura 4 - Coeficiente de cobertura vacinal nos ultimos 13 anos no

estado do Tocantins e prevaléncia de focos da brucelose bovina na
microrregido de Araguaina/TO (Arquivo pessoal).

Segundo Souza et al. (2016), no estudo de modelagem matematica no controle da
brucelose bovina com a utilizagdo da vacina RB-51, o tempo médio para reduzir a
prevaléncia da brucelose para menos de 2,0% seria de aproximadamente 12 anos, com
cobertura vacinal acima de 80% utilizando a vacina B-19 em bezerras com trés a oito

meses, associada a cobertura vacinal de 40% utilizando a cepa RB-51 em fémeas nao

vacinadas com a cepa B-19.
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A vacina indutora de anticorpos nao aglutinantes, cepa RB-51, foi elaborada com
uma cepa de B. abortus rugosa atenuada, originada da cepa lisa virulenta 2308 que sofreu
passagens sucessivas em meio contendo concentragdes subinibitérias de rifampicina. Ela
possui caracteristicas de protecdo semelhantes a cepa B-19, porém, por ser uma cepa
rugosa, ndo induz a formacdo de anticorpos contra o polissacarideo-O e nao interfere no
diagnostico soroldgico da doenca (BRASIL, 2006).

A adocdo voluntaria da vacina RB-51 tem como objetivo aumentar a cobertura
vacinal de fémeas em idade reprodutiva em menor tempo possivel, pois com a cepa B-19,
devido a restricdo na idade de vacinacao, esse objetivo somente seria alcancado apés um
periodo equivalente a idade média de abate de vacas em reproducdo (FERREIRA NETO et
al., 2016).

No Brasil, a utilizacdo da vacina cepa B-19 podera ser substituida pela vacina cepa
RB-51 na espécie bovina, excluindo-se da obrigatoriedade da vacinagéo contra a brucelose
os estados classificados como “A”. Também é facultada ao produtor a vacinacao de fémeas
bovinas com idade superior a oito meses utilizando a vacina cepa RB-51, sem prejuizo a
vacinacgao obrigatéria dessas fémeas com a cepa B-19 (BRASIL, 2017).

No estado do Tocantins, a Portaria n° 162, de 09 de maio de 2013 torna obrigatoria
em todo o estado a vacinagdo contra brucelose, com vacina RB-51, de fémeas bovinas e
bubalinas, com idade acima de oito meses, que ndo foram vacinadas entre trés e oito meses
de idade com vacina B-19 (TOCANTINS, 2013).

AplOs a vacinagdo as fémeas deverdo ser obrigatoriamente marcadas com ferro
candente ou nitrogénio liquido, no lado esquerdo da cara, com o algarismo final do ano de
vacinagdo para aquelas vacinadas com a cepa B-19 e com um “V” para as fémeas
vacinadas com a cepa RB-51 (BRASIL, 2017).

A certificacdo de estabelecimentos de criacédo livre de brucelose é outra estratégia do
PNCEBT para reduzir a prevaléncia da brucelose. Para obtencdo do certificado de
estabelecimento de criagéo livre de brucelose devem ser cumpridas as seguintes normas:
todas as fémeas, entre trés e oito meses de idade, devem ser vacinadas contra brucelose; e
realizacdo de dois testes de rebanho negativos consecutivos, com intervalo de seis a 12
meses, sendo o segundo realizado em laboratério oficial. Os testes de diagndstico para
brucelose s&o obrigatorios para aqueles animais em conformidade com o art. 24, da
Instrucdo Normativa n° 10 do MAPA (BRASIL, 2017).

A ideia central da certificacdo esta na industria, representada pelos laticinios e
frigorificos, que remunerariam de forma diferenciada o leite e a carne de propriedades
certificadas, isso estimularia a adeséo do produtor devido aos custos nao negligenciaveis do

processo, como reportado por estudos econdmicos, entretanto, esse incentivo nao
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aconteceu e os resultados do programa de certificacdo de propriedades n&o foi bem
sucedido (FERREIRA NETO et al., 2016; LEITE, 2012; LOBO, 2008).

O controle do transito de bovinos e bubalinos também faz parte da estratégia de
controle da disseminagdo da brucelose. A emissdo da Guia de Transito Animal (GTA),
qualquer que seja a finalidade, fica condicionada a comprovacdo de vacinacao obrigatéria
contra a brucelose no estabelecimento de criacdo de origem dos animais, devendo ser
vacinadas todas as fémeas na idade de trés a oito meses utilizando a cepa B-19 e aquelas
com idade acima dos oito meses devem ser vacinadas com a cepa RB-51. A comprovacao
da vacinacdo deve ser realizada pelo proprietario ao SVO, no minimo, uma vez por
semestre (BRASIL, 2017).

Para fins de transito interestadual de bovinos e bubalinos destinados a reproducéo, é
obrigatodria a apresentacdo de resultados negativos aos testes de diagndéstico para brucelose
e tuberculose. A emisséo da GTA fica condicionada a apresentacdo do atestado de exame
negativo para brucelose e tuberculose emitido por médico veterinario habilitado, o qual
devera permanecer anexado a via da GTA gue acompanha os animais (BRASIL, 2017).

Os testes de diagnodstico para brucelose sdo obrigatdrios para aqueles animais em
conformidade com o art. 24, da Instrucdo Normativa n°® 10 do MAPA, excetuando-se 0s
animais com origem em estabelecimento de criagcdo certificado como livre de brucelose.
(BRASIL, 2017).

Para fins de transito interestadual de bovinos e bubalinos com destino a estados
classificados como risco muito baixo (A0, Al, A2 e B2) ou risco desprezivel (A3) para
brucelose e tuberculose é obrigatéria a apresentacao de resultados negativos aos testes de
diagndstico para brucelose para qualquer finalidade, exceto para abate imediato. Animais
oriundos de estados classificados como risco muito baixo ou risco desprezivel para
brucelose e tuberculose ficam dispensados do exame, exceto para reprodugdo. Ficam
também dispensados dessa obrigatoriedade os animais oriundos de estabelecimento de
criacédo livres de brucelose e tuberculose (BRASIL, 2017).

Na emissdo da GTA para bovinos e bubalinos destinados a participacdo em
aglomeragfes de animais devem estar acompanhados do atestado com resultado negativo
para os testes de diagnostico para brucelose e tuberculose, valido para todo o periodo de
permanéncia do animal no evento. Excluem-se dos testes os animais procedentes de
estabelecimento de criacéo livre para brucelose e tuberculose (BRASIL, 2017).

O trénsito internacional de animais, sémen e embrides é regido pelas normas
dispostas no Cdodigo Sanitario de Animais Terrestres da Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) ou conforme normas especificadas em acordos internacionais firmados
(BRASIL, 2017).
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Como forma de padronizar as agdes, o0 PNCEBT prevé a realizagdo de Curso de
Treinamento em Métodos de Diagnédstico e Controle da Brucelose e Tuberculose para
habilitar médicos veterinarios da iniciativa privada a executar determinadas acdes previstas
no Programa. Além disso, o SVO pode cadastrar também médicos veterinarios que atuam
no setor privado para executar a vacinagao contra a brucelose (BRASIL, 2017).
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3 OBJETIVOS

Sendo a vacinacao de fémeas bovinas e bubalinas contra brucelose um ponto critico
no ambito do PNCEBT, os objetivos deste trabalho foram os seguintes:

Objetivo geral: Contribuir para a melhoria do processo de controle da brucelose
bovina, no &mbito do PNCEBT, nas fases em que a vacinagdo é a principal medida para a
reducdo da prevaléncia e incidéncia da doenga nos rebanhos.

Objetivos especificos:

e Determinar o coeficiente de soroconverséo atribuivel & vacinacdo de bezerras de
trés a oito meses de idade com a cepa B-19 de B. abortus, em sete e 14 dias ap6s
a vacinagao.

e Determinar e propor, ao nivel de confiangca de 95%, um coeficiente minimo de
soroconversdo, como parametro de auditoria da vacinacdo de bezerras com trés a
oito meses de idade com a cepa B-19 de B. abortus, visando o monitoramento da
vacinagdo contra a brucelose bovina na fase de controle em que essa medida

assume um papel preponderante.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 COMITE DE ETICA DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Tocantins (UFT), sob o processo n°® 23101.005895/2016-10.

4.2 PROCEDENCIA DOS ANIMAIS

De acordo com a proporcdo dos rebanhos bovinos de pequeno, médio e grande
porte no municipio de Araguaina/TO e com a disponibilidade de recursos humanos e
financeiros, permitindo a realizacdo de um ensaio randomizado envolvendo 100 bezerras
com trés a oito meses de idade, foram sorteadas aleatoriamente para o estudo cinco
propriedades rurais de um total de 916 existentes no municipio distribuidas da seguinte
forma: trés propriedades pequenas, uma propriedade média e uma propriedade grande.

A classificacdo das propriedades selecionadas em pequena, média e grande levou
em consideracdo a area destinada a pecuaria bem como o tamanho do rebanho bovino,
conforme critério adotado pela Agéncia de Defesa Agropecuaria do Tocantins (Adapec/TO).

Foram incluidas no ensaio randomizado as 38 bezerras procedentes das trés
propriedades de pequeno porte e, por amostragem aleatoéria simples, 22 e 50 bezerras
pertencentes as propriedades de médio e grande porte, respectivamente. Assim, foi alocada
para o estudo uma populagdo amostral (n) de 110 bezerras em idade vacinal contra a

brucelose, 10 fémeas a mais visando compensar eventuais perdas.

4.3 RANDOMIZACAO DA POPULACAO AMOSTRAL

A populagdo amostral (n=110) foi dividida em dois grupos de 55 animais, sendo um
intervengcdo e o outro controle. As bezerras em idade vacinal contra brucelose foram
distribuidas nesses grupos de forma aleatéria utilizando a técnica de randomizacéo.

O dia zero (D-0) do experimento foi marcado a partir da primeira coleta de sangue
imediatamente antes da vacinagdo das bezerras do grupo intervencdo. As coletas de
sangue pos-vacinacgao foram realizadas nos dias 7 (D-7), 14 (D-14) e 21 (D-21) (RIBEIRO et
al., 1997; SILVA JUNIOR, 2013).

Os 55 animais do grupo intervencéo receberam uma Unica dose de 2 ml da vacina
contra brucelose, cepa B-19, contendo de 60 a 120 bilhbes de unidades formadoras de
colénias (UFC), aplicada no espaco subcutaneo na regido do pescoco, no primeiro dia do
experimento (D-0), enquanto que as 55 bezerras do grupo controle receberam um placebo
de 2 ml solucdo de cloreto de sédio a 0,9%, também aplicada no espaco subcutédneo na

regido do pescoco.
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O ensaio randomizado foi realizado até o 14° dia (D-14) ap6s o inicio do
experimento, momento em que as 55 bezerras do grupo controle foram vacinadas com a
dose padrédo recomendada da cepa B-19 visando cumprir com o que determina a legislacdo
vigente. A coleta de sangue no D-21 permitiu repetir, com as bezerras do grupo controle, a
determinacdo da soroconversdo no sétimo dia apés a vacinagao.

Nesse estudo foram utilizadas vacinas, cepa B-19 de B. abortus, de trés laboratérios
distintos, acondicionadas sob temperatura de refrigeracdo de 2° a 8°C até o momento da
inoculacéo nas bezerras selecionadas para a pesquisa.

As bezerras amostradas foram marcadas com ferro candente, no lado esquerdo da
cara, com um “V”, acompanhado do algarismo final do ano de vacinacao, ou seja, “V6”, para
as bezerras vacinadas no segundo semestre de 2016 e apenas o algarismo final do ano de
vacinagao, ou seja, “7”, para as bezerras vacinadas no primeiro semestre de 2017, conforme

legislacdo vigente em cada periodo (BRASIL, 2009; 2017).

4.4 COLETA DE AMOSTRA SANGUINEA

O sangue foi obtido por pungéo da veia jugular com auxilio de tubos de coleta a
vacuo de 10 ml, agulhas descartaveis 25x0.8 e acopladores préprios para o tipo de tubo
utilizado. As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de Higiene e Saude
Publica da Universidade Federal do Tocantins, centrifugadas a 3.500 rpm durante 10
minutos, para obtencdo das aliquotas de soro que foram acondicionadas em microtubos
(eppendorf) e conservadas a temperatura de -20°C (BRASIL, 2006).

Foi afixado no pavilhdo auricular esquerdo das bezerras, com aplicador proprio, um
elemento de identificagdo, com numeracao sequencial, para manter a correspondéncia entre

o animal e as amostras de soro sanguineo obtidas.

4.5 TESTES LABORATORIAIS

Todas as amostras de soro sanguineo foram submetidas ao teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), fabricado pelo Instituto Biol6gico de Sao Paulo, sob partida
n° 001/2017, com validade até 02/2018. Tais andlises foram realizadas no Laboratério de
Higiene e Saude Publica da Universidade Federal do Tocantins. A técnica do AAT foi
executada conforme preconizado pelo Manual de Legislacdo para Programas Nacionais de
Saude Animal do Brasil (BRASIL, 2009), descrita resumidamente abaixo:

Os soros dos animais testados e o antigeno contendo B. abortus coradas com rosa
bengala foram retirados da conservacéo, permanecendo a temperatura de 22°C + 4°C, por
pelo menos 30 minutos. Apds esse tempo, o soro foi homogeneizado e dispensado 30

microlitros (pl) com o micropipetador por area da placa de vidro, executando o mesmo
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procedimento para o antigeno dispensado ao lado do soro, sem ser nele misturado, sendo
processadas 10 amostras por vez. Foram utilizados soros controle positivo e negativo a
cada processamento de amostras.

Foi misturado, por meio de misturador simples e com movimentos circulares, o0 soro e
o antigeno de modo a obter um circulo de aproximadamente dois centimetros. Em seguida a
placa foi agitada com movimentos oscilatérios durante quatro minutos e a leitura foi
realizada colocando a placa na caixa de leitura com luz indireta. Foram consideradas
reagentes amostras que apresentaram aglutinacdo. Os resultados foram anotados e as

reacdes de aglutinacdo que ocorreram apds quatro minutos foram desconsideradas.

4.6 ANALISE DOS RESULTADOS

As analises estatisticas foram realizadas com recurso do programa de software
WinPepi® (versdo 11.43).

Foi determinado também o coeficiente de soroconversdo atribuivel & vacinacéo
contra brucelose em bezerras utilizando a cepa B-19 de B. abortus, calculada por meio da

seguinte formula:

Coef. de soroconversao = I; — I,

Em que I; e I, s&o incidéncias de soroconversdo no grupo intervengdo e no grupo

controle, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados laboratoriais, com utilizacdo do AAT como teste de diagnéstico no D-0,
D-7, D-14 e D-21, foram apresentados de forma sintetizada na Tabela 3.

No D-0, 100% (110/110) (IC 95% [96,70% a 100%]) das bezerras amostradas nao
apresentaram reacdo ao teste do AAT (Tabela 3). Esse resultado corrobora com aqueles
encontrados por Pereira et al. (2015), Poester e Reckziegel (1998), Ribeiro et al. (1997) e
Silva Junior (2013), mas deve-se considerar a possibilidade da presenca de bezerras
portadoras latentes descritas por Lemos e Leal (2008) e Paulin e Ferreira Neto (2003), que
se constituem em importantes fontes de infeccdo na fase de erradicacédo da doenca quando
a prevaléncia da brucelose atinge valores proximos a 1,0% (OMS, 1996).

No D-7, 94,55% (52/55) (IC 95% [84,88% a 98,84%]) das bezerras do grupo
intervengéo apresentaram reacao positiva ao teste do AAT (Tabela 3). Ainda no D-7, ndo se
observou bezerras do grupo controle com reagéo positiva ao teste do AAT, ou seja, quando
ndo se vacina um determinado rebanho de bezerras contra brucelose a probabilidade de
encontrar animais reagentes positivos ao AAT tende ser nula (0/55) (IC 95% [0,0% a
6,49%]), entretanto, deve ser considerada a possibilidade de reacdo positiva nos testes
soroldgicos até aos quatro meses de idade por anticorpos colostrais ou por exposicao ao
agente infeccioso, embora segundo Crawford, Huber e Adams (1990); Nicoletti (1980);
Samartino e Enright (1993), os animais jovens sdo mais resistentes a infeccdo com B.
abortus.

Considerando-se os intervalos de confianga no D-7 do grupo intervencao [84,88% a
98,86] e do grupo controle [0,00% a 6,49%], por hipdtese, a soroconversdo atribuivel a
vacinacdo com a cepa B-19 de B. abortus pode variar entre 78,39% (84,88% - 6,49%) a
92,37% (98,86% - 6,49%). O percentual de 94,55% de resposta vacinal encontrada nesse
estudo a partir do D-7 é superior aos dados da literatura que afirmam que a vacina contra
brucelose, cepa B-19, confere protecéo de 70% a 80% dos animais vacinados.

No D-14, 98,18% (54/55) (IC 95% [90,28% a 99,95%]) das bezerras do grupo
intervengd@o apresentaram reacgdo positiva ao teste do AAT e nesse mesmo dia as bezerras
do grupo controle apresentavam ainda resultado reagente negativo ao teste do AAT (0/55)
(IC 95% [0,0% a 6,49%]) (Tabela 3). Sendo assim, no D-14 a soroconversdo atribuivel a
vacinacao com a cepa B-19 de B. abortus, por hipétese, pode variar entre 84,21% (90,28% -
6,49%) e 99,46% (99,95% - 6,49%).

No D-21, 100% (55/55) (IC 95% [93,51% a 100%]) das bezerras do grupo controle
vacinadas no D-14 apresentaram soroconversao atribuivel a vacinacdo, ou seja, sete dias
apés serem vacinadas essas bezerras responderam ao processo de vacinacdo, sem

diferenca estatistica (p < 0,05) quando comparada a resposta vacinal no grupo intervencéo
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no D-7, ratificando que a partir do sétimo apos a vacinagdo com a cepa B-19 de B. abortus
dia ja ocorre resposta imunolégica detectavel ao teste de diagndstico do AAT (Tabela 3).

Tabela 3 — Nimero de bezerras reagentes ao teste de diagndéstico do AAT no D-0, D-7, D-14 e D-21,
Tocantins, 2017.

N° DE BEZERRAS REAGENTES AO TESTE DO AAT

GRUPO QUANTIDADE

D-0 % D-7 % D-14* % D-21 %
Intervencéo 55 0 0 52 94,55 54 98,18 - -
Controle 55 0 0 0 0 0 0 55 100

(*) Vacinacao das bezerras do grupo controle visando cumprir a IN n° 10, de 03/03/2017.

Para Ferreira Neto et al. (2016), um programa de sanidade animal bem sucedido é
dindmico e muitas vezes deve ser atualizado conforme a evolucdo da situacdo
epidemioldgica e surgimento de novas tecnologias, mas fracassos no combate a doenca
podem acontecer em decorréncia da fragilidade ou dubiedade do programa ou nédo
obediéncia as regras, entre as quais Paulin e Ferreira Neto (2003) citam a ma utilizacao das
vacinas e a fraude de laudos.

No estado do Tocantins o Programa Estadual de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose Animal (PECEBT) foi implantado em 2003, com vacinagdo
compulséria das bezerras em idade vacinal, entretanto, somente em 2011 atingiu a
cobertura vacinal com a cepa B-19 acima dos 80%. Em 2012, o PECEBT foi atualizado
mediante a instituicdo da obrigatoriedade da vacinacdo com a amostra RB-51 de bezerras
com idade acima de oito meses e que nao foram vacinadas com a vacina B-19.

No entanto, a reformulacdo do PECEBT n&o contemplou medidas sanitarias que
objetivasse coibir a ma utilizacdo de vacinas bem como a fraude de laudos, uma vez que,
Baptista et al. (2012) afirmam que na microrregido da Araguaina/TO a vacinagdo contra a
brucelose ndo é um fator protetor contra a doenca, visto que de acordo com o estado de
vacinacdo das fémeas (>24 meses), declarado pelos seus proprietarios ou gerentes, a
prevaléncia de soropositividade para brucelose foi a mesma em vacas com e sem historico
de vacinacdo (p<0,05), atribuindo esse resultado a falta de critério na execucdo e
monitoramento do processo de vacinacao.

De acordo com os dados da literatura, em 2003, na microrregido de Araguaina/TO a
prevaléncia em fémeas (>24 meses) foi de 6,40% (IC 95% [3,92% a 8,89%]) e em 2010
essa prevaléncia que foi de 6,20% (IC 95% [6,10% a 6,20%]), portanto, sem reducdo
significativa em sete anos. Ao contrario, a prevaléncia de focos da brucelose nessa mesma
microrregido aumentou significativamente (p<0,05) de 29,26% (IC 95% [24,26% a 34,66%])
em 2003 para 43,50% (IC 95% [42,3% a 44,48%]) em 2010, apontando para a necessidade

de maior controle sobre execuc&o da vacinacdo de bezerras contra brucelose.
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Segundo os dados disponibilizados pela Adapec/TO (BARBOSA e OSORIO, 2017;
ADAPEC/TO; comunicacdo pessoal) referente ao levantamento soroepidemiolégico da
brucelose bovina em 2015 no estado do Tocantins, a prevaléncia de focos de foi de 6,42%
(IC 95% [4,76% a 8,62%]) o que classificaria o estado do Tocantins como risco médio para
brucelose conforme critério de risco adotado pelo MAPA, mas quando se avalia os limites
superiores dos intervalos de confianga da prevaléncia de focos em cada microrregido do
estado (Tabela 4), observa-se que, estatisticamente, quatro dessas cinco microrregides
ainda podem ser classificadas como risco alto para brucelose segundo 0 mesmo critério,
visto que a prevaléncia média da brucelose pode ser fortemente influenciada pelos seus

valores extremos.

Tabela 4 - Prevaléncia de focos da brucelose bovina no estado do Tocantins, Brasil,

2017.
MICRORREGIAO PREVALENCIA (%) IC 95% (%)
Central 5,88 3,07 - 10,99
Bico do Papagaio 5,96 3,11-11,13
Sul 8,67 5,07 - 14,43
Jalapéo 3,31 1,37 - 8,78
Araguaina 5,96 3,11- 11,13
Total 6,42 4,76 - 8,62

Fonte: Centro de Colaboracdo em Sanidade Animal da Universidade de S&o Paulo.

Independentemente da classificagdo a ser atribuida pelo MAPA ao estado do
Tocantins, a medida principal de controle e erradicacdo da brucelose nessa fase do
programa é a vacinacdo em massa de bezerras com trés a oito meses de idade com
cobertura vacinal acima de 80%. Sendo assim, de acordo com Paulin e Ferreira Neto
(2003), é necesséria a estruturacdo de um sistema de vigilancia contra a brucelose que
deve ser implementado e gerenciado pelo SVO aplicando métodos de controle de qualidade
dos procedimentos da vacinacao baseados em auditorias.

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAO
(2003) na fase de vacinagdo em massa de bezerras a cepa B-19 de B. abortus deve ser
adotada como vacina padrdo dos programas de combate contra a brucelose. A FAO (2003)
recomenda ainda que sejam realizados testes de diagndstico utilizando o AAT em duas a
trés semanas ap0s a vacinagdo em amostragens aleatoérias de bezerras vacinadas com a
cepa B-19, em que mais de 80% desses animais deverdo apresentar anticorpos contra B.
abortus, visando o monitoramento da cobertura vacinal e da eficiéncia das estratégias
adotadas para o controle e erradicacdo dessa enfermidade.

Visto que a partir do sétimo dia ja ocorre produgdo de anticorpos da classe IgM e

baseando-se na metodologia de monitoramento da vacinacdo com a cepa B-19 de B.
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abortus recomendada pela FAO (2003) e no coeficiente de soroconversao atribuivel a
vacinacao determinada nesse estudo, considera-se como resposta satisfatéria ao processo
de vacinacdo o rebanho que obtiver um coeficiente de soroconversdo igual ou superior a
78,39% e 84,21%, respectivamente, no D-7 e D-14.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem recomendar ao SVO que institua auditoria da
vacinacdo, com coleta aleatdria de amostras de sangue a partir do sétimo dia em bezerras
declaradas como vacinadas com a cepa B-19, utilizando a prova do AAT como teste de
diagnéstico e considerando um coeficiente minimo de soroconversdo de 75%, visando o
monitoramento do processo de vacinacdo realizado sob responsabilidade técnica de
médicos veterinarios cadastrados nos Programas Estaduais de Controle e Erradicacdo da

Brucelose e Tuberculose.
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