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1. RESUMO

Foi realizado um estudo de prevaléncia de Brucelose bovina na bacia leiteira do
Municipio do Capédo do Ledo, avaliando 148 terneiros de 1 a 10 meses de idade, de
trinta propriedades leiteiras. Utilizou-se o programa Epilnfo 6.04 para determinar o
numero de propriedades a serem analisadas, estimando-se uma expectativa de 14%
de Prevaléncia, um erro relativo de 11%, e um limite de confianca de 95%, que
resultou em um numero de 28 propriedades. As técnicas laboratoriais utilizadas
foram as preconizadas pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), o Teste do Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT) como triagem e as Provas Lentas em Tubo (PLT) sem e com 2-
Mercaptoetanol (2-ME) como testes confirmatdrios para os reagentes no AAT. O
namero de animais com menos de um ano encontrado nas 30 propriedades foi de
148, sendo 106 fémeas e 42 machos. Com relacdo a idade, 67 (45,3%) tinham até
dois meses, 74 (50%) de 3 a 8 meses e 7 (4,7%) de 9 a 10 meses. Das 30
propriedades examinadas, 18 apresentavam animais em idade de vacinacdo e
destas somente trés tinham animais vacinados o que equivale a 83,3% de
propriedades que ndo vacinam ou que pelo menos ndo o tinham feito até o0 momento
da coleta dos animais. Os testes laboratoriais revelaram quatro animais reagentes
ao AAT (27,03%), trés reagentes na PLT (20,27%) e dois reagentes ao 2-ME
(13,51%). As reacdes encontradas foram discutidas com relagédo a idade e o status
vacinal do animal, chegando-se a conclusédo que esta investigagdo nao convencional
para Brucelose bovina (terneiros menores de um ano de idade) detectou duas
propriedades com animais infectados (6,67%) bem como a andlise de animais em
idade de vacinacéo (fémeas com 3 a 8 meses de idade) revelou 79% de animais néo
vacinados.

2. INTRODUCAO

A Brucelose é uma antropozoonose causada por bactérias gram-negativas
parasitas intracelulares facultativas do género Brucella. Cada espécie de Brucella
tem seu hospedeiro natural preferencial que serve como reservatorio da infecgédo
(Quinn et al., 1994). A Brucelose € essencialmente uma doenca dos animais
maduros sexualmente com predilecdo para placenta de ungulados, fluidos fetais e
testiculos dos machos. Compromete especialmente o0 sistema reprodutivo
ocasionando, frequentemente, abortamento no terco final da gestacdo (METCALF et
al., 1994).

A brucelose € uma das doencas mais devastadoras economicamente, que
provoca grandes perdas durante o periodo de paricdo e causa problemas de saude
na populagéo rural e urbana, devido tanto ao contato com materiais contaminados
como ao consumo de produtos lacteos contaminados (Brooks et al., 2004; Ryan,
2004). Além dos problemas causados a saude publica, a brucelose também gera
prejuizos econdmicos ao tornar o produto vulneravel as barreiras sanitarias,
comprometendo a sua competitividade no comércio internacional (BRASIL, 2003).

A Organizacéao Internacional de Epizootias (OIE) classifica a brucelose como
doenca da lista B, onde estdo incluidas as enfermidades que tém importancia
socioecondémica e/ou para saude publica e consequiéncias significativas no comércio
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internacional de animais e seus produtos (ORGANIZACION INTERNACIONAL DE
EPIZOOTIES, 2002).

A criacdo de animais de corte, principalmente bovinos, no extremo sul do
pais, na maioria das propriedades se apresenta de forma extensiva, e isto engloba a
presenca de outros animais em convivio estreito, propiciando a disseminacdo de
doencas entre as diversas espécies. Os equinos que auxiliam no manejo de diversos
animais podem ser portadores e disseminadores de Brucelose através de secrecdes
e excre¢cdes quando circulam em potreiros nas propriedades, podendo até
inviabilizar os atuais programas de erradicacdo de Brucelose (RECUERO, et
al,2006).

O PNCEBT (Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose), implantado no Brasil em 2001, tem por objetivo diminuir o impacto
destas enfermidades, que sdo zoonoses e de propiciar 0o crescimento da pecuaria
nacional. Instituida a obrigatoriedade da vacinacdo de bovinos e bubalinos em todo
o Brasil, espera-se tornar possivel a erradicagdo destas doencas em todo pais
(BRASIL,2003).

A disseminacdo da doenca para o homem resulta da ingestédo de leite cru ou
nao pasteurizado ou de produtos lacteos provenientes de animais infectados; da
inalagdo de poeira contaminada; e do contato com contetdo uterino infectado,
descargas e carcacas contaminadas (Blood and Radostits, 1989; Nielsen, 1997).

A espécie B. abortus em bovinos € incontestavelmente a mais importante,
entre as espécies as quais 0os bovinos sdo mais suscetiveis, porém a infec¢do pode
ocorrer por B. suis, sendo possivel também a infeccdo por B. melitensis, entretanto
desta espécie ndo se encontra citacdo no Brasil (ACHA, 2001).

Os antigenos usados nos testes de triagem e confirmatorios para esta doenca
séo preparados com B. abortus 1119-3, sendo possivel, contudo, a ocorréncia de
reacoes falso-positivas em decorréncia de vacinacgéo tardia com B19 acima da idade
de 8 meses, que € obrigatéria para as fémeas, ou da presenca de anticorpos
inespecificos resultante da presenca de outras bactérias como: Yersinia
enterocolitica O:9, Salmonella sp, Escherichia coli O:157 , ou Pseudomonas sp.
Estas reacdes inespecificas podem mascarar o resultado inicial, na triagem e limita-
lo também, porque os diagndsticos se baseiam em somente uma espécie de
Brucella sp, a mais prevalente (BRASIL,2006).

A infeccdo vertical é citada por Acha, (2001), onde os autores afirmam que
ocorrem valores entre 2,5% e 10% de presenca de anticorpos, em filhas de vacas
infectadas artificialmente ou sorologicamente positivas, estes valores ja foram
encontrados em estudos de transmisséo de Brucelose de vacas para sua prole.

Este trabalho tem por objetivo investigar anticorpos anti-brucela em terneiras
de zero a um ano de idade, a partir de uma triagem sem investigacao prévia de suas
progenitoras e diferenciar através dos testes a possivel proveniéncia dos anticorpos
encontrados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS

A regido em estudo compreende o municipio do Capao do Ledo, que possui
100 propriedades leiteiras cadastradas na Inspetoria Veterinaria e Zootécnica. Para
delimitar o nimero de propriedades a serem analisadas utilizou-se com o programa
Epilnfo versdo 6.04 (www.cdc.gov), uma expectativa de 14% de Prevaléncia
(RECUERQO et al, 2004), um erro relativo de 11%, e um limite de confianga de 95%
gue resultou em um namero de 28 propriedades a serem analisadas.




O numero de terneiros coletados foi de 148, com idades de zero a dez meses
de idade, filhos de mées leiteiras presentes em trinta propriedades.

Os testes nao estao vinculados ao PNCEBT, porque estes animais estdo em
estudo, em idade inferior ao recomendado pelo programa, o levantamento tem por
objetivo pesquisa em tenra idade.

O sangue foi coletado em tubos de vidro, de Vacutainer 10 mL, onde cada
amostra continha 8 mL de sangue total, separado imediatamente apds a chegada ao
laboratério em centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos. Apés a separacao bram
acondicionados 4 mL de soro de cada amostra, em 2 tubos tipo ependorf contendo 2
mL cada e congelados a -20°C até o momento da analise.

3.2. TESTES LABORATORIAIS

Os testes do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), prova aglutinagéo lenta
em tubos e de aglutinacdo lenta em tubos com 2-mercaptoetanol foram realizados
conforme o protocolo do PNCEBT.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme a tabela 1, o nUmero de animais com menos de um ano encontrado
nas 30 propriedades foi de 148, sendo 106 fémeas e 42 machos. Com relacéo a
idade, 67 (45,3%) tinham até dois meses, 74 (50%) de 3 a 8 meses e 7 (4,7%) de 9
a 10 meses. Das 30 propriedades examinadas, 18 apresentavam animais em idade
de vacinacdo e destas somente trés tinham animais vacinados o que equivale a
83,3% de propriedades que nao vacinam ou que pelo menos ndo o tinham feito até o
momento da coleta dos animais.

Aproximadamente 75% das fémeas vacinadas com a cepa B19 apresentam
completa protecdo contra a Brucelose, 15% uma protecao parcial e 10% nenhuma
protecao. Isto foi provado quando animais foram vacinados com cepa B19 viavel e
ao serem expostos via conjuntival com Brucella abortus virulenta, produziu infeccao
em 75 a 90% dos controles ndo vacinados (MANTHEI, 1967).

A sorologia, que indica qualitativamente somente dois resultados, um positivo
e outro negativo, utilizando-se o teste de triagem TAAT nos 148 terneiros, revelou
guatro animais positivos (2,7%).

A resposta de anticorpos a infeccdo por B. abortus em bovinos consiste de
uma precoce resposta do isotipo IgM, cujo tempo depende da via de exposicéo, da
dose de bactéria e do status de saude do animal (Beh, 1973, 1974; Allan et al.,
1976). A resposta de IgM é seguida quase que imediatamente pela producdo de
IgG1 e mais tarde em menores quantidades de IgG2 e de IgA (Corbel, 1972; Beh,
1974; Allan et al., 1976; Levieux, 1978; Nielsen et al.,1984). A maioria das reacdes
cruzadas resultantes de exposi¢cdo a outros microorganismos que néo Brucella sp.
ou antigenos ambientais sdo principalmente de IgM (Corbel, 1985). Portanto, os
testes sorolégicos que medem IgM ndo sdo desejaveis uma vez que pode ocorrer
falsos positivos, ocasionando baixa especificidade. Uma vez que os anticorpos 1gG2
e IgA sdo mais tardios e normalmente ocorrem em pequena quantidade, o principal
isotipo dos testes sorologico é o IgG1 (Allan et al., 1976; Lamb et al., 1979; Nielsen
et al.,1984; Butler et al.,1986).

O TAAT é preparado com células inteiras de B. abortus 1119-3, coradas com
rosa de bengala usando um pH de 3,65. O pH baixo evita algumas aglutinacdes pela
IgM e favorece a aglutinagcdo por IgG1l, reduzindo portanto algumas interaces
inespecificas (Corbel, 1972; Allan et al., 1976). O TAAT ¢é indicado para triagem de
animais individuais, entretanto pode apresentar reacdes falso-negativas devido ao



fenbmeno de pro-zona como também falso-positivos resultantes de anticorpos
vacinais ou de outros agentes como ja citado (OIE, 2008).

A definicdo dos resultados € realizada com os testes confirmatorios,
utilizando-se a Prova Lenta em Tubos conjuntamente com o 2-Mercaptoetanol,
provas guantitativas que indicam titulos pré estabelecidos de: 1:25, 1:50, 1:100,
1:200. Quando comparados, estes fornecem o desfecho final, ou a liberacdo dos
animais se o resultado for negativo, ou o Abate Sanitario se o resultado for positivo.

Tabela 01. Caracterizagdo por sexo, idade, status vacinal e resultado soroldgico
para Brucelose de 148 terneiros de 30 propriedades do Municipio do
Capao do Ledo, RS.

NP.° Idade em meses Sexo TAAT? PLT®
att2 3-8 9-10 Total M F V! Pos Neg Lenta* 2ME®
1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0
2 0 3 0 3 3 0 0 0 3 0 0
3 0 2 0 2 0 2 0 0 2 0 0
4 3 3 0 6 5 1 0 1 5 0 0
5 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
6 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0
7 0 2 0 2 0 2 0 0 2 0 0
8 6 1 0 7 2 5 0 0 7 0 0
9 0 3 1 4 1 3 0 0 4 0 0
10 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
11 2 4 0 6 0 6 0 0 6 0 0
12 0 2 0 2 2 0 0 0 2 0 0
13 4 0 0 4 1 3 0 0 4 0 0
14 0 18 2 20 0O 20 8 1 19 1 1
15 7 0 0 7 0 7 0 0 7 0 0
16 1 3 0 4 0 4 2 2 2 2 1
17 1 2 0 3 1 2 0 0 3 0 0
18 2 0 0 2 0 2 0 0 2 0 0
19 0 3 1 4 1 3 0 0 4 0 0
20 0 3 0 3 0 3 3 0 3 0 0
21 2 3 0 5 0 5 0 0 5 0 0
22 1 3 0 4 1 3 0 0 4 0 0
23 0 3 3 6 3 3 0 0 6 0 0
24 5 3 0 8 1 7 0 0 8 0 0
25 5 11 0 16 6 10 O 0 16 0 0
26 5 0 0 5 2 3 0 0 5 0 0
27 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0
28 4 0 0 4 2 2 0 0 4 0 0
29 3 0 0 3 3 0 0 0 3 0 0
30 13 0 0 13 8 5 0 0 13 0 0
Total 67 74 7 148 42 106 13 4 144 3 2
1 — Animais vacinados com B19 2 — Teste de s oroaglutinagdo com Antigeno Acidificado Tamponado
3- Prova Lenta em Tubos 4 - Prova Lenta em Tubos sem 2 mercaptoetanol

5 - Prova Lenta em Tubos com 2 mercaptoetano; 6 — Numero da Propriedade



Todas as quatro amostras reagentes ao TAAT testadas eram fémeas bovinas
pertencentes a trés (10%) das 30 propriedades investigadas. A idade, status vacinal
e resultados das provas confirmatérias sao apresentados na tabela 2.

Os resultados da amostra 04-06 remetem as reacoes inespecificas citadas no
PNCEBT, que envolvem a presenca de bactérias como Pseudomonas, sp,
Salmonella sp entre outras, que se presentes no soro sangiiineo podem resultar no
AAT positividade, ndo confirmada na prova lenta e no 2Me (BRASIL, 2006). A
bactéria Yersinia enterocolitica tipo 9, também €& citada como promotora de reacao
cruzada no AAT chamado anteriormente Rosa de Bengala (ACHA, 2001).

Tabela 02. Caracterizacdo das quatro amostras reagentes ao TAAT, provenientes de
30 propriedades investigadas do Municipio do Capéo do Leao, RS.

Amostra ldade Vacinado Tit. Prova Lenta Tit. 2 ME
04-06 1 més Nao Nao reagente N&o reagente
14-10 10 meses Sim 100 100
16-01 7 meses Sim 100 100
16-02 6 meses Sim 200 N&ao reagente

As amostras 14-10 e 16-01, vacinadas em idade correta, apresentaram titulos
de 1100 tanto na Prova Lenta, quanto no 2-Me, revelando-se positivas para a
doenca. O periodo de incubacdo da brucelose pode ser de poucas semanas e até
mesmo, meses ou anos. Quanto mais adiantada estiver a prenhes menor sera o
periodo de incubacdo. Se a fémea se infectar por via oral no momento do servico, 0
periodo de incubacédo pode prolongar-se por até 200 dias, ao passo que se ela se
infectar seis meses apds a monta, este periodo passa para dois meses (ACHA,
2001). As terneiras em questao podem ter adquirido a infeccdo no Utero gravidico
por exposicdo a mae positiva, no parto em contato com sangue materno, no
aleitamento, ou apds este periodo no ambiente contaminado onde habitam. A
vacina, como se observou, ndo protegeu 0s animais, ou foi aplicada apds a infeccao
evidente, comprovada com os testes realizados.

A amostra 16-02 apresentou titulo de 1:200 somente na Prova Lenta,
indicando com este resultado, presumidamente presenca de anti-corpos vacinais
anti-brucela, ou infeccao inicial detectada precocemente. Porém, a presenca de igM
na Prova Lenta, encontrada com o titulo mais alto pesquisado e preconizado pelo
teste, que € de 1:200, direciona o resultado do teste, para uma resposta vacinal
eficiente neste animal, o que ndo ocorreu no animal 16-01 que co-habita na mesma
propriedade.

5. CONCLUSAO

A investigacdo ndo convencional (terneiros menores de um ano de idade)
detectou duas propriedades com animais infectados bem como a analise de animais
em idade de vacinagéo (fémeas com 3 a 8 meses de idade) revelou 79% de animais
nao vacinados.
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