BRUCELOSE
Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose Bovina e Bubalina
DEFINIÇÃO

A brucelose é uma doença infecto-contagiosa. provocada por bactérias do gênero Brucella. Produz infecção característica nos animais, podendo infectar o homem. Sendo uma zoonose .de distribuição universal, acarreta problemas sanitários importantes e prejuízos econômicos vultosos. As principais manifestações nos animais, como abortos, nascimentos prematuros, esterilidade e baixa produção de Leite, contribuem para uma considerável baixa na produção de alimentos. No homem, a sua manifestação clínica é responsável por incapacidade parcial ou total para o trabalho.

Tendo em vista ser o presente manual parte integrante do  Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose Bovina e Bubalina, os conceitos emitidos em continuação serão dirigidos a estas duas espécies animais.

ETIOLOGIA

Dentro do gênero Brucella, são descritas seis espécies independentes, cada uma com seu hospedeiro preferencial: Brucella abortus (bovinos e bubalinos), Brucella melitensís (caprinos e ovinos), Brucella suis (suínos), Brucella ovis (ovinos), Brucella canis (cães) e Brucella neotomae (rato do deserto). Duas novas espécies, recentemente isoladas de mamíferos marinhos estão sendo estudadas.

As três espécies principais, também denominadas clássicas, são subdivididas em biovariedades ou biovares: B. abortus - 7 biovares; B. melitensis - 3 biovares; B. suis - 5 biovares.

As bactérias do gênero Brucella são parasitas intracelulares facultativos, com morfologia de cocobacilos Gram-negativos, imóveis e podem apresentar-se em cultivos primários com morfologia colonial lisa ou rugosa (rugosa estrita ou mucóide). Esta morfologia está diretamente
associada à composição bioquímica do lipopolissacarídeo da parede celular e para algumas espécies tem relação com a virulência. B. abortus, B. melitensis e B. suis normalmente apresentam uma morfologia de colônia do tipo lisa e quando evoluem para formas rugosas ou mucóides. deixam de ser patogênicas. Já as espécies B. ovis e  B.  canis apresentam uma morfologia de colônia permanentemente do tipo rugosa ou mucóide.

Embora os bovinos e bubalinos sejam suscetíveis à B. suis e
B. meliíensis, inequivocamente a espécie mais importante, responsável
pela grande maioria das infecções, é a B, abortus.
EPIDEMIOLOGIA
SITUAÇÃO NO BRASIL

No Brasil, estudos mostram que a brucelose bovina parece estar disseminada por todo o território com maior ou menor prevalência dependendo da região estudada. Em 1975 foram verificadas as seguintes prevalências em animais, por regiões: Sul, 4%; Sudeste,
7,5%; Centro Oeste, 6,8%; Nordeste, 2,5% e Norte, 4,1%.

Posteriormente, alguns estados realizaram estudos sorológicos por amostragem, os quais não evidenciaram grandes alterações em relação aos índices nacionais verificados em 1975. No Rio Grande do Sul, a prevalência decresceu de 2% em 1975 para 0,3% em 1986. Em
Santa Catarina, passou de 0,2% em 1975 para 0,6% em 1996. No Mato Grosso do Sul, a prevalência estimada em 1998 foi de 6,3%, semelhante à de 1975 no antigo Estado do Mato Grosso. Em Minas Gerais, passou de 7,6% em 1975 para 6,7% em 1980. No Paraná, a
prevalência estimada em 1975 foi de 9,6%, passando para 4,6% em 1989. Os dados oficiais, publicados no Boletim de Defesa Sanitária Animal, mostram que a prevalência de animais positivos no Brasil se manteve entre 4% e 5% no período entre 1988 e 1998.

Apesar dos poucos estudos realizados visando à identificação das biovariedades de Brucella isoladas de bovídeos no Brasil, já foram identificadas B. abortus biovar 1, 2 e 3 e B. suis biovar 1. Além destas espécies, também já foram identificadas no Brasil infectando animais domésticos B. can/s e B. ovis. Até o presente momento, B. melitensis, o principal agente etiológico da brucelose caprina, não foi identificada no Brasil.

PERDAS ECONÔMICAS

Nos bovinos e bubalinos a brucelose acomete principalmente o trato reprodutivo, gerando perdas diretas devido principalmente a abortos, baixos índices reprodutivos, aumento do intervalo entre partos, diminuição da produção de leite, morte de bezerros e interrupção de
linhagens genéticas. Propriedades onde a doença está presente têm o valor comercial de seus animais depreciado e regiões onde a doença é endémica encontram-se em posição desvantajosa na disputa de novos mercados.

Estimativas mostram ser a brucelose responsável pela diminuição de 25% na produção de leite e de carne, pela diminuição na produção de bezerros em 15% e uma em cada cinco vacas infectadas aborta ou torna-se permanentemente estéril.

Dentro das perdas indiretas, devem-se salientar aquelas resultantes das infecções humanas. Na maioria das vezes, quando a enfermidade não é tratada na fase aguda, o curso crónico da doença no homem produz perdas ecoômicas de vulto. Essas perdas estão relacionadas aos custos do diagnóstico e tratamento, muitas vezes requerendo internações prolongadas. Além disto, não deve ser esquecido o custo do período de ausência ao trabalho.

No Brasil não existem estudos concretos sobre as perdas econômicas ocasionadas pela brucelose bovina ou bubalina. Nos Estados Unidos, estimou-se, em 1983, que as perdas por brucelose bovina foram da ordem de 32 milhões de dólares, apesar do programa
americano ter-se iniciado há mais de 40 anos.

RESISTÊNCIA

As bactérias do gênero Brucella, apesar de permanecerem no ambiente, não se multiplicam no mesmo. Elas são medianamente sensíveis aos fatores ambientais, entretanto a resistência diminui quando aumentam a temperatura e a luz solar direta ou diminui a
umidade.

A pasteurização é um método eficiente de destruição de Brucella sp, assim como as radiações ionizantes.

A sobrevivência de Brucella sp em esterco líquido é inversamente proporcional à temperatura do mesmo, pois pode sobreviver neste material por 8 meses a 15°C enquanto só resiste por 4 horas se a temperatura do material for de 45° - 50°C.

A tabela 1 mostra o tempo de resistência de Brucella sp a algumas condições ambientais.

Tabela 1 - Resistência de Brucella sp a algumas condições ambientais

	Condição ambiental
	Tempo de sobrevivência

	Luz solar direta
	4-5 horas

	Solo

        seco

        úmido

        a baixas temperaturas
	4dias
66dias
151 -185 dias                    

	Fezes
	120 dias

	Dejetos

esgoto

altas temperaturas
	8 - 240 / 700 dias
4 horas - 2 dias

	Água

potável

poluída
	5-114 dias

30-150 dias

	Feto à sombra
	180dias

	Exsudato uterino
	200 dias


Adaptado de Wray, 1975, ORGANIZACION.... 1986 e Crawford et ai., 1990

MECANISMOS DE TRANSMISSÃO

No animal infectado as localizações preferenciais do agente são linfonodos, baço, fígado, aparelho reprodutor masculino, útero e úbere. As vias de eliminação são representadas pelos fluidos e anexos fetais, eliminados no parto ou abortamento e durante todo o puerpério,
leite e sêmen.

A principal fonte de infecção é representada pela vaca prenhe que elimina grandes quantidades do agente, por ocasião do aborto ou parto e todo o período puerperal (até aproximadamente 30 dias após o parto), contaminando pastagens, água, alimentos e fômites. Essas bactérias podem permanecer viáveis no meio ambiente por longos períodos, dependendo das condições de umídade, temperatura e sombreamento, ampliando de forma importante a chance do agente entrar em contato e infectar um novo indivíduo suscetível.

A principal porta de entrada é o trato digestivo e a infecção se inicia quando um animal suscetível ingere água e alimentos contaminados ou pelo hábito de lamber as crias recém-nascídas. Uma vaca pode adquirir a doença apenas por cheirar fetos abortados, pois a
bactéria também pode entrar pelas mucosas do nariz e dos olhos.

O tempo transcorrido entre a exposição ao agente infeccioso e o aparecimento dos sintomas visíveis é o que se define como período de incubação. No caso da brucelose este período pode ser de poucas semanas até meses ou anos. Considerando-se o momento em que
ocorre a infecção, o período de incubação é inversamente proporcional ao tempo de gestação, ou seja, quanto mais adiantada a gestação menor será o período de incubação.

A transmissão pelo coito parece não ser de grande importância entre bovinos e bubalinos. Na monta natural, o sêmen é depositado na vagina onde há defesas inespecífícas que dificultam o processo de infecção.

Entretanto, um touro infectado não pode ser utilizado como doador de sêmen, pois na inseminação artificial, o sêmen é introduzido diretamente no útero, permitindo infecção da fêmea com pequenas
quantidades do agente, sendo por isso importante via de transmissão e eficiente forma de difusão da enfermidade nos planteis.

A transferência de embriões, realizada segundo os protocolos internacionalmente preconizados de lavagem e tratamento dos mesmos para a redução da transmissão de agentes infecciosos, não apresenta risco de transmissão de brucelose entre doadoras infectadas e
receptoras livres da doença.

Fêmeas nascidas de vacas brucélicas podem infectar-se no útero, durante ou logo após o parto. Quando infectados, esses animais geralmente abortam na primeira prenhez e só apresentam resultados positivos para os testes sorológicos no decorrer da gestação. Este
fenômeno ocorre em frequência baixa, mas apesar de não impedir o avanço dos programas de controle e erradicação, invariavelmente acarreta retardo considerável na obtenção de bons resultados dos mesmos.

Várias espécies domésticas ou silvestres são suscetíveis à infecção por B. abortus, entretanto são consideradas como hospedeiros finais da infecção, pois não transmitem o agente aos bovinos novamente. Dentre aquelas espécies que podem ter alguma importância na epidemiologia da brucelose bovina podem ser citados os equídeos, que podem apresentar lesões articulares abertas, principalmente de cernelha; os cães, que podem abortar peia infecção;

e os saprófagos, que podem levar restos de placenta ou feto de um lugar para outro.

A principal forma de entrada da brucelose em uma propriedade é a introdução de animais infectados. Quanto maior a frequência de introdução de animais, maior o risco de entrada da doença no rebanho. Por essa razão deve-se evitar introduzir animais que tenham condição
sanitária desconhecida. O ideal é que esses animais procedam de rebanhos livres ou então que sejam submetidos à rotina diagnostica que lhes garanta a condição de não infectados.

PATOGENIA

A B. abortus geralmente entra no organismo do hospedeiro pelas mucosas oral ou nasal. Após a penetração na mucosa, as bactérias se multiplicam e são fagocitadas. Geralmente quando ocorre entrada pela via digestiva, as tonsilas são um dos principais pontos de
multiplicação do agente.

Uma das características da infecção por Brucella sp é que esta bactéria pode resistir aos mecanismos de destruição das células fagocitárias e pode sobreviver dentro de macrófagos por longos períodos. Esta localização intracelular é um dos mecanismos de evasão do sistema imune, pois protege as brucelas da açâo do complemento e
de anticorpos específicos.

Após a multiplicação no sítio de entrada, a B. abortus  transportada, livre ou dentro de macrófagos, para os linfonodos regionais onde pode permanecer por meses. Se a bactéria não for
destruída ou não se tornar localizada, há disseminação para vários órgãos por via linfática ou hematógena. As localizações preferenciais são linfonodos. baço, fígado, aparelho reprodutor masculino, úbere e útero. Eventualmente, pode se instalar nas articulações mais exigidas, dando origem a lesões denominadas higromas que podem supurar. Devido ao seu tropismo por algumas substâncias como o eritritol, grande parte das brucelas se localiza nos testículos e no útero gestante.

A infecção do útero gestante ocorre por via hematógena. As brucelas multiplicam-se inicialmente nos trofoblastos do placentoma, infectando também as células adjacentes, levando a uma reação inflamatória da placenta. Além disto há infecção do feto também por via hematógena.

As lesões placentárias raramente atingem todos os placentomas e geralmente apenas parte desses é afetada. Estas lesões inflamatório-necróticas de placentomas, que impedem a passagem de nutrientes e oxigénio da mãe para o feto, assim como a infecção maciça
do feto por B. abortus. causando estresse do mesmo, são as responsáveis pelo aborto.

Com o desenvolvimento de imunidade celular após o primeiro aborto, há uma diminuição do número e tamanho das lesões de placentomas nas gestações subsequentes. Com isto, o aborto toma-se infreqüente, aparecendo outras manifestações da doença como retenção de placenta, natimortalidade ou o nascimento de bezerros fracos.

SINAIS CLÍNICOS E LESÕES

A brucelose pode manifestar-se de maneira distinta conforme o hospedeiro. Nos bovinos e bubalinos, a principal manifestação clínica é o aborto, que ocorre em torno do sétimo mês de gestação. Após a infecção, o aborto quase sempre ocorre na primeira gestação, mas, devido ao desenvolvimento da imunidade celular, é pouco frequente na segunda gestação após a infecção e muito raro nas subsequentes. Os animais infectados apresentam uma placentite necrótica sendo comum a retenção de placenta. Após o primeiro aborto, são mais frequentes a presença de natimortos e o nascimento de bezerros fracos.

O feto geralmente é abortado 24 - 72 horas depois de sua morte, sendo comum sua autólise. Não há nenhuma lesão patognomônica da brucelose no feto abortado, porém, com frequência observa-se broncopneumonia supurativa.

Nos rebanhos com infecção crônica, os abortos concentram-se nas fêmeas primíparas e nos animais sadios recentemente introduzidos.

Nos machos existe uma fase inflamatória aguda, seguida de cronifícação, frequentemente assintomática. As bactérias podem instalar-se nos testículos, epidídimos, vesículas e ampolas seminais. Um dos possíveis sinais é a orquite uni ou bilateral, transitória ou
permanente, com aumento ou diminuição do volume dos testículos. Em outros casos, o testículo pode apresentar um aspecto amolecido e cheio de pus.

Lesões articulares também podem ser observadas.

RESPOSTA IMUNE CONTRA BRUCELOSE NA INFECÇÃO E NA VACINAÇÃO

As bactérias do gênero Brucella são parasitas intracelulares facultativos, com capacidade de se multiplicar e sobreviver dentro de macrófagos. Em razão desta habilidade, a proteção contra a infecção e a eliminação da bactéria do organismo hospedeiro dependem
primariamente da resposta imune mediada por células. Esta resposta se dá pela interação de células fagocitárias - neutrófilos e macrófagos – e de células específicas - linfócitos T auxiliares e citotóxicos. Apesar de existir metodologia para medir a intensidade desta resposta imune
celular, estas técnicas, por serem complexas e de difícil execução, não são utilizadas na rotina de diagnóstico da infecção por Brucella sp.

Além da resposta imune celular, anticorpos específicos (imunidade humoral) contra a cadeia "O" também são produzidos durante a infecção. Os anticorpos dirigidos contra o lipopolissacarídeo (LPS) de Brucella sp têm sido bastante estudados, especialmente por
serem facilmente detectados em provas sorológicas. A maioria das imunoglobulinas presentes no soro de bovinos e bubalinos são da classe G (lgG1 e lgG2), seguidas das classes M (IgM) e A (IgA).

A resposta humoral de bovinos infectados por S. abortus ou vacinados com B19, caracteriza-se pela síntese dos quatro isotipos principais de imunoglobulinas. A resposta sorológica pós-infecção ou vacinação produz-se a partir da primeira semana, aparecendo em
primeiro lugar o isotipo IgM e logo após o lgG1. As respostas de lgG2 e IgA aparecem mais tarde, aumentam gradativamente, mas permanecem em níveis baixos (Figura 1). A observação por períodos prolongados da resposta humoral em animais infectados demonstra que há um leve
decréscimo dos níveis de IgM, enquanto que os de lgG1 permanecem altos, inalterados. A lgG2 e IgA permanecem em níveis mais baixos e estáveis (Figura 2). A observação por período prolongado em animais vacinados com B 19, quando vacinados até 8 meses, demonstra que o
nível de anticorpos decresce rapidamente, atingindo títulos inferiores a 25 Ul depois de 12 meses (Figura 3). Por outro lado, se a vacinação for realizada acima de 8 meses de idade, os títulos vacinais tendem a permanecer elevados por mais tempo, podendo gerar reações falso-positivas nos testes indiretos de diagnóstico.
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Fonte: Adaptado de Nielsen et al., 1996.
Figura 1 - Resposta dos principais isotipos de anticorpos em bovinos infectados com amostra patogênica de Brucella abortus ou vacinados   comB19.
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Fonte: Adaptado de Nielsen et al., 1996.

Figura 2 - Resposta a longo termo dos principais isotipos de anticorpos
em bovinos infectados com amostra patogênica de Brucella abortus.
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Figura 3 - Resposta a longo termo dos principais isotipos de anticorpos em bovinos vacinados com a amostra B 19 de Brucella abortus.
DIAGNÓSTICO

O diagnóstico da brucelose pode ser realizado pela identificação do agente por métodos diretos, ou pela detecção de anticorpos contra B. abortus por métodos indiretos.

MÉTODOS DIRETOS

Os métodos diretos de diagnóstico de brucelose incluem o isolamento e identificação do agente, imunohistoquímica, e métodos de detecção de ácidos nucléicos, principalmente a reaçâo em cadeia pela polimerase (PCR).

O isolamento e identificação da B. abortus a partir de material de aborto (feto, conteúdo estomacal de feto, placenta) ou secreções apresenta resultados muito bons se a colheita e o transporte da amostra forem bem realizados e se a amostra for processada em laboratórios
capacitados e com experiência. Entretanto, devido ao risco de contaminação humana durante o processamento da amostra, poucos são os laboratórios que realizam este exame.

A imunohistoquímica pode ser procedida em material de aborto após a fixação em formol e permite a identificação do agente, bem como a visualização de aspectos microscópicos do tecido examinado.

A PC R detecta um segmento de DNA específico da B.abortus em material de aborto, secreções e excreções. É uma técnica muito sensível e específica, mas requer equipamentos sofisticados e pessoal treinado.

MÉTODOS SOROLOGICOS

O conhecimento da dinâmica das imunoglobulinas nos diferentes estágios da resposta imune tem orientado a concepção de inúmeros testes sorológicos. Estes testes visam demonstrar a presença de anticorpos contra Brucella sp em vários fluídos corporais como soro sanguíneo, leite, muco vaginal e sêmen. Um teste sorológico perfeito deveria detectar infecção nos estágios iniciais da doença, antes da ocorrência do aborto, e deveria discriminar anticorpos de vacinação e

de infecção e ainda não deveria apresentar reações falso-positivas ou falso-negatívas. Ainda não existe tal teste para o diagnóstico da bruceiose. Acrescente-se que nenhuma doença conta com um recurso diagnóstico com esse desempenho.

As reações falso-posítivas são decorrentes de dois fatores distintos. De um lado, a reação pode ocorrer devido à presença de anticorpos não específicos presentes nas infecções por outras bactérias como Yersinfa enferocolitica 0:9, Salmònella sp, Escfieríchia coli 0:157,
ou Pseudomonas sp. De outro lado, reações falso-positivas podem ocorrer devido à vacinação com B 19 após a idade recomendada.

A resposta sorológica à infecção por Brucella sp é influenciada por muitos fatores, os quais refletem no desempenho das diferentes provas sorológícas. Destaca-se entre estes fatores, o longo e variável período de incubação da doença, durante o qual a sorologia pode ser negativa, o "status" vacinai dos animais, a natureza do desafio, a variação individual de resposta à vacinação e à infecção e o estágio da gestação no momento da infecção. A melhor estratégia, que tem sido validada por vários países que conseguiram avanços significativos no combate à bruceiose, tem sido a combinação de testes, utilizados em série. Essa estratégia tem como base a escolha de um teste de triagem de fácil execução, barato e de boa sensibilidade, seguido de um teste confirmatório, a ser realizado apenas nos soros que resultarem positivos no teste anterior, geralmente mais elaborado, porém com melhor especificidade que o teste de triagem. Este teste confirmatório tem que ter boa sensibilidade também.

A quantidade de testes indiretos disponíveis para o diagnóstico de bruceiose é bastante ampla e cada país, segundo suas disponibilidades e características, deve escolher aqueles que melhor se adeqüem à sua estratégia. Em geral, os testes sorológicos são classificados segundo o antígeno utilizado na reação. Nos testes de aglutinação (lenta, com antígeno acidificado, do anel em leite, de Coombs), de fixação do complemento ou imunofluorescência indireta, o antígeno é representado por células inteiras de B. aborfus. Nos testes de imunodifusão em gel (dupla ou radial), Elisa (indireto e competitivo), hemólise indireta e "western blotting", o antígeno é representado pelo lipopolissacarídeo da parede celular da B. aborfus semipurificado.

A escolha dos métodos sorológicos deve levar em consideração o tamanho: e as , características da população .sob vigilância, a situação epidemiológica da doença, a sensibilidade e a especificidade dos testes, o custo e utilização de vacinas.

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose, definiu como oficiais os seguintes testes: teste do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT) e Teste do Anel em Leite (TAL) como testes de triagem, e o teste do 2-mercaptoetanol (2-ME) e de fixação de complemento (FC) como confirmatórios. Células inteiras da amostra de 6. abortus 1119-3 são utilizadas na preparação dos antígenos.

TESTES DE TRIAGEM

O teste de soroaglutinação com Antígeno Acidificado Tamponado (AAT) é preparado com o antígeno na concentração de 8%, tamponado em pH ácido (3,65) e corado com o Rosa de Bengala. É o teste de triagem do rebanho. A maioria dos soros de animais bacteriologicamente positivos apresenta reação a esta prova. Como podem ocorrer alguns poucos casos de reações falso-positivas em decorrência da utilização da vacina B19, é importante que toda reação positiva neste teste seja confirmada por testes de maior especificidade para se evitar o sacrifício de animais não infectados. É uma prova qualitativa, pois não indica o título de anticorpos do soro testado. A leitura indica a presença ou ausência de lgG1. Nas provas clássicas de aglutinação, reagem tanto anticorpos IgM como IgG, enquanto nesta prova reagem somente os isotipos da classe lgG1. O pH acidificado da mistura soro-antígeno inibe a aglutinação do antígeno pelas IgM. O AAT detecta com maior precocidade as infecções recentes do que a prova
lenta em tubos.

O Teste do Anel em Leite (TAL) foi idealizado para ser aplicado em misturas de leite de vários animais, pois a baixa concentração celular do antígeno (4%) torna-o bastante sensível. Empregam-se mais comumente antígenos corados com hematoxilina, que dá a cor azul
característica à reação positiva. Se existirem anticorpos no leite, estes se combinam com as B. abortus do antígeno, formando uma malha de complexo antígeno-anticorpo, que por sua vez é arrastada pêlos glóbulos de gordura, fazendo com que se forme um anel azulado na camada de creme do leite (reação positiva). Não havendo anticorpos presentes, o anel de creme terá a coloração branca e a coluna de leite permanecerá azulada (reação negativa). É uma prova de grande valor para se detectar rebanhos infectados, assim como para se monitorar rebanhos leiteiros livres de brucelose. Esta prova tem limitações, pois poderá apresentar resultados falso-positivos em presença de leites ácidos, ou provenientes de animais portadores de mamites ou ainda de animais em início de lactação (colostro).

TESTES CONFIRMATÓRIOS

Teste do 2-Mercaptoetanol (2-ME).
É uma prova quantitativa seletiva que detecta somente a presença de IgG no soro, que é a imunoglobulina indicativa de infecção
crônica. Deve ser executada sempre em paralelo com a prova lenta em tubos. Baseia-se no fato dos anticorpos da classe IgM, com configuração pentamérica, degradarem-se em sub-unidades pela ação de compostos que contenham radicais tiol. Estas sub-unidades não originam complexos suficientemente grandes para provocar aglutinação. Deste modo, soros com predomínio de IgM apresentam reações negativas nesta prova e positivas na prova lenta. A interpretação dos
resultados é dada pela diferença entre os títulos dos soros sem tratamento (prova lenta), frente ao soro tratado com 2-ME.

Os resultados positivos na prova lenta e negativos no 2-ME devem ser interpretados como reações inespecíficas ou como devidos a anticorpos residuais de vacinação com B 19.

Resultados positivos em ambas as provas indicam a presença de IgG, que são as aglutininas relacionadas com infecção, devendo os animais ser considerados infectados.

Teste de Soroaglutinação em Tubos (SAT).
Também chamada de prova lenta, porque a leitura dos resultados é feita com 48 horas, é a prova sorológica mais antiga e ainda hoje bastante empregada. É utilizada em associação à prova do 2-mercaptoetanol para confirmar resultados positivos em provas de rotina. É uma prova padronizada frente a um soro padrão internacional, sendo o resultado expresso em unidades internacionais.

Esta prova permite identificar uma alta proporção de animais infectados, porém costuma apresentar resultados falso-negativos, no caso de infecção crônica e, em algumas situações, podem aparecer títulos significativos em animais não infectados por B. abortus, devido a reações cruzadas com outras bactérias. Em animais vacinados com B19 acima de 8 meses, uma proporção importante de animais pode apresentar títulos de anticorpos para esta prova por um longo tempo ou permanentemente.

Fixação do Complemento (FC).
Esta prova tem sido utilizada em diversos países que
conseguiram ou estão em fase de erradicar a brucelose. É a prova de referência recomendada pelo Escritório Internacional de Epizootias (OIE) para o trânsito internacional de animais. Na brucelose bovina. apesar da FC detectar tanto lgG1 como IgM, o isotipo lgG1 é muito
mais efetivo como fixador do complemento.

Animais infectados permanecem positivos por períodos mais longos e com títulos fixadores de complemento mais elevados que nas provas de aglutinação. Em animais vacinados acima de 8 meses de idade, os anticorpos que fixam complemento desaparecem mais
rapidamente que os aglutinantes.

É um teste trabalhoso e complexo, que exige pessoal treinado e laboratório bem equipado.

NOVOS MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO

Teste de Elisa Indireto (l-Elisa).
Existem vários protocolos de l-Elisa que têm apresentado bons resultados. Emprega-se como antígeno o lipopolissacarídeo de B. abortus imobilizado em placas de 96 poços. Como conjugado utiliza-se um anticorpo monoclonal anti-lgGI bovina conjugado à peroxidase.
Agentes quelantes (EDTA / EGTA) são utilizados para minimizar reações não específicas. Possui alta sensibilidade, entretanto a especificidade do teste assemelha-se àquela do AAT.

Teste de Elisa Competitivo (C-Elisa).
Neste teste utiliza-se como antígeno imobilizado na fase sólida o polissacarídeo O, ou cadeia O, de B. abortus. No momento da prova, o soro a testar é misturado a um anticorpo monoclonal específico contra a cadeia O de B. abortus. Um conjugado peroxidase - anti-lgG é
utilizado para a detecção do anticorpo monoclonal ligado ao antígeno imobilizado na fase sólida do teste. Quanto maior a quantidade de anticorpos anti-cadeia O de Brucefla sp no soro testado, maior a competição com o anticorpo monoclonal específico e menor a quantidade de cor desenvolvida. Por comparação a um controle, é possível quantificar a quantidade relativa de anticorpos anti-bruce//a no soro teste. É um teste muito sensível e específico e é recomendado
pelo Escritório Internacional de Epizootias (01 E) como teste confirmatório para o diagnóstico de brucelose, assim como a FC. Seu custo é elevado.

Teste de Polarização de Fluorescência (FPA).
O antígeno utilizado neste teste é preparado com o polissacarídeo O, também denominado cadeia O, de B. abortus, conjugado ao isotiocianato de fluoresceína. A prova baseia-se na comparação das velocidades do movimento ao acaso de moléculas em solução. O tamanho molecular é o principal fator que influencia a velocidade de rotação de uma molécula, sendo inversamente proporcional a esta. Havendo anticorpos no soro, haverá a formação dos  complexos antícorpo-conjugado (antígeno-isotiocianato de fluoresceína), que terá velocidade de rotação inferior à do conjugado isolado. A velocidade de rotação das moléculas é determinada com auxílio de iluminação por luz polarizada. Através da utilização de controles e de soro pré-titulado é possível calcular a quantidade de anticorpos presente no soro testado. O teste é concluído em alguns poucos minutos, pode ser realizado em soro e leite e tem se mostrado
muito promissor para o diagnóstico de brucelose.
          CONTROLE DA BRUCELOSE
O controle da brucelose apoia-se basicamente em ações de  vacinação massal de fêmeas e diagnóstico e sacrifício dos animais de reprodução positivos. Medidas complementares, visando a diminuição da dose de desafio, caso ocorra a exposição, bem como o controle de
trânsito para os animais de reprodução também são muito importantes. Programas de desinfecção e utilização de piquetes de parição são iniciativas simples que trazem como resultado a diminuição da quantidade de brucelas vivas presentes no ambiente, que significadiminuir a dose de desafio, o que significa aumentar os índices de proteção da vacina e diminuir a chance da bactéria infectar um novo suscetível.

Uma cobertura vacinai ao redor de 80%, ou seja, quando cerca de 80% das fêmeas em idade de procriar de uma população estiverem vacinadas, a frequência de animais infectados será bastante baixa. Portanto, um rebaixamento importante da prevalência pode ser obtido
utilizando apenas com um bom programa de vacinação. Por essa razão, a vacinação deve ser priorizada nas fases iniciais do programa, quando as prevalências são elevadas.

A eliminação das fontes de infecção através de uma rotina de testes diagnósticos com sacrifício dos positivos é a base das ações que visam à criação de propriedades livres da doença.

Em resumo, inicialmente deve-se rebaixar a prevalência com um bom programa de vacinação e paulatinamente ir aumentando as ações de diagnóstico para a obtenção de propriedades livres.

Em regiões onde a frequência da doença é muito baixa, a implantação de eficientes sistemas de vigilância, adaptados à realidade local, pode trazer grande racionalidade à descoberta de focosbrucelose.

Assim sendo, os métodos de controle da brucelose são bastante simples. O mais importante é conhecer muito bem a população onde essas ações deverão ser desenvolvidas e escolher a melhorestratégia para implementá-las.

VACINAS CONTRA BRUCELOSE

Desde a identificação do agente etiológico da brucelose, vários pesquisadores têm procurado desenvolver vacinas que sejam protetoras e que não interfiram no diagnóstico da doença. Em decorrência destes estudos um grande número de vacinas vivas atenuadas, mortas, de sub-unidades, recombinantes e de DNA vêm sendo desenvolvidas. Muitas destas vacinas mostraram-se pouco protetoras, como as vacinas mortas, ou ainda estão em fases de testes,
como as vacinas de sub-unidades, recombinantes e de DNA.

As vacinas vivas atenuadas são aquelas que efetivamente foram e ainda são utilizadas nos programas de controle da brucelose. Duas delas, que são recomendadas pelo Escritório Internacional de Epizootias (OIE), são as mais empregadas: B19 e RB51. Ambas são
boas indutoras de imunidade celular.

Vacina B19

A vacina B 19 é uma amostra de B. abortus lisa, isolada do leite de uma vaca Jersey em 1923. Depois de acidentalmente esquecida por mais de um ano à temperatura ambiente, esta amostra perdeu a virulência e desde a década de 1930 tem sido utilizada como vacina.
Esta vacina foi empregada em vários países que erradicaram a brucelose como Austrália. Canadá, Dinamarca, Inglaterra, Holanda, e Suécia, dentre outros. Foi também a vacina utilizada no programa de controle nos Estados Unidos da América até a primeira metade da década de 1990. No Brasil, é a vacina obrigatória para a vacinação de bezerras com idade entre 3 e 8 meses.

A B19 é atenuada para fêmeas jovens, mas pode causar orquite nos machos e aborto se administrada durante a gestação. Pode também infectar o homem, causando doença. Portanto, não se recomenda a vacinação de machos ou fêmeas gestantes com a amostra B19. Durante a vacinação, devem ser adotados cuidados quanto à proteção individual (uso de óculos de proteção, luvas, etc) e descarte de seringas e frascos de vacinas.

Por ser uma amostra lisa de B. abortus, a B19 induz a formação de anticorpos específicos contra o LPS liso e pode interferir no diagnóstico sorológico da brucelose. A persistência destes anticorpos está relacionada à idade de vacinação; se as fêmeas forem
vacinadas com idade superior a 8 meses há grande probabilidade de produção de anticorpos que perdurem e interfiram no diagnóstico da doença após os 24 meses de idade. Quando a vacinação ocorre até os 8 meses de idade, estes anticorpos desaparecem até 12 meses após a
vacinação, ou seja, até no máximo 20 meses de idade do animal.

Vacina RB51

A vacina RB51 é uma amostra de B. abortus rugosa atenuada, originada da amostra lisa virulenta 2308 que sofreu passagens sucessivas em meio contendo concentrações sub-inibitórias de rifampicina. Esta vacina possui características de proteção semelhantes às da B 19, porém, por ser uma amostra rugosa, não induz a formação de anticorpos anti-LPS liso e não interfere com o diagnóstico sorológico da doença.

Atualmente, a RB51 é a vacina oficial do programa de controle de brucelose dos Estados Unidos da América, do México e do Chile. Também está aprovada e vem sendo utilizada em outros países. No Brasil poderá vir a ser empregada para a vacinação estratégica de
fêmeas adultas.

Por ser uma vacina viva. quando do seu manuseio devem ser adotadas as mesmas precauções já referidas para a B 19.

DOENÇA NO HOMEM

A brucelose humana é uma doença importante, mas de difícil diagnóstico devido a sua sintomatologia inespecífica.

A transmissão da brucelose ocorre pelo contato do agente com mucosas ou soluções de continuidade da pele. O grande risco para a saúde pública decorre da ingestão de leite cru ou produtos lácteos não submetidos a tratamento térmico (queijo fresco, iogurte, creme, etc.)
oriundos de animais infectados. A carne crua com restos de tecido linfático e o sangue de animais infectados podem conter microrganismos viáveis e, portanto também representam risco para a
população humana consumidora. A brucelose zoonótica tem um forte componente ocupacional:

tratadores e veterinários, por força de suas atividades, frequentemente manipulam anexos e fluidos fetais e carcaças de animais, expondo-se ao risco de infecção quando esses materiais provêm de animais infectados. O manuseio da vacina B19, que é patogênica para o homem, também põe em risco algumas classes de profissionais. Magarefes, trabalhadores da indústria de laticínios e donas de casa, pelo contato com carne ou leite contaminados, são também indivíduos que estão sujeitos a um maior risco de infecção. Laboratoristas, por manipularem grandes massas bacterianas na produção de vacinas e antígenos ou mesmo na rotina de diagnóstico direto, podem infectar-se através de soluções de continuidade da pele ou contato com mucosas, sobretudo a conjuntiva e a mucosa respiratória (a inalação é uma
eficiente forma de infecção).            

Os quadros clínicos humanos mais graves são provocados pela B. melitensís, decrescendo em gravidade quando a infecção é decorrente da infecção por S. suis e assim sucessivamente para a B. abortus e B. canis.
O período de incubação da doença humana pode variar de uma a três semanas a vários meses. A doença produzida pela B. abortus, agente mais difundido no nosso meio e responsável pelo real problema da brucelose bovina no país, na grande maioria das vezes é caracterizada por sintomas inespecíficos, presentes nos processos bacterianos generalizados, onde destacam-se a febre, sudorese noturna, dores musculares e articulares.

A enfermidade pode ser desde branda com evolução para a cura espontânea até grave e prolongada, acompanhada por toxemia. Seu curso pode ser dividido em duas fases, sendo a febre intermitente recorrente uma característica marcante. Na fase aguda prevalecem afebre, debilidade, cefaléia, dores musculares e articulares, sudorese
notuma intensa, calafrios e prostração. O quadro agudo pode evoluir
para toxemia, trombocitopenia, endocardite e outras complicações,
podendo levar à morte. Geralmente é confundida com gripe recorrente, sendo observadas fadiga, cefaléia, dores musculares e sudorese.
Algumas das complicações mais frequentes são tromboflebite, espondilite e artrite periférica.

O tratamento é feito geralmente peia administração de uma associação de antibióticos por seis semanas. As drogas mais utilizadas são tetraciclínas, doxicicfina e rifampicina.
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