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BRUCELOSE EM TOUROS: UMA VISAO DA DOENCA NO BRASIL COM ENFASE
AO DIAGNOSTICO EM TOUROS E SUA IMPORTANCIA AO AGRONEGOCIO

RESUMO

A brucelose bovina causada pela Brucella abortus € reconhecida como doenca de evolugéo
crbnica e de potencial zoondtico, que acarreta grandes prejuizos nos rebanhos advindos de
abortamentos, nascimento de fetos debilitados, descarte precoce de animais, redugdo na
producdo de leite e de carne, bem como restricbes no comércio internacional de produtos de
origem animal, sendo de suma importancia ao agronegocio nacional. Nos touros, a doenca
estd praticamente restrita ao trato genital, caracterizada principalmente por vesiculite seminal
e inflamacdo de outras glandulas acessdrias do aparelho reprodutor masculino. Ao contrario
das vacas, nos touros a infeccdo por B. abortus induz baixos titulos ou mesmo auséncia de
anticorpos séricos, fato que dificulta o diagnostico sorolégico por métodos convencionais. O
presente estudo revisou os principais aspectos da brucelose em touros bovinos no Brasil, com

énfase aos métodos de diagnostico e sua importancia ao agronegacio.

PALAVRAS-CHAVE: Agronegdcio. Brucella abortus. Brucelose. Diagnéstico. Touro
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BRUCELLOSIS IN BULLS: AN OVERVIEW OF THE DISEASE IN BRAZIL,
EMPHASIZING DIAGNOSES IN BULLS AND ITS IMPORTANCE IN
AGRIBUSINESS

SUMMARY

Bovine brucellosis, caused by Brucella abortus, is recognized as a chronical evolution disease
with zoonotic potential what causes great loss in cattle herd due to abortion, impaired births,
early animal discarding, reduction on milk and meat production as well as restriction within
animal product international trade which is of high importance for national agribusiness. In
bulls the disease is restricted to genital tract, characterized by seminal vesiculite and
inflamation of accessory glands of the male reproductive system. Unlike cows, in bulls
infection by B. abortus induces low levels or absence of serum antibodies what makes it
difficult serodiagnosis by conventional methods. This paper reviewed the main aspects of
brucellosis in bulls in Brazil, emphasizing diagnosis methodology and its importance to

agribusiness.

KEY WORDS: Agribusiness. Brucella abortus. Brucellosis. Diagnosis. Bull
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1 INTRODUCAO

A brucelose bovina é uma doenca
infectocontagiosa causada pela Brucella
abortus (B. abortus), caracterizada por
manifestagdes clinicas da esfera reprodutiva
e Severos prejuizos aos produtores (ACHA,;
SzvyFRES, 2003). Na America Latina, as
perdas econdmicas devido a brucelose séo
da ordem de 600 milhGes de ddlares/ano.
No Brasil, 0s prejuizos com a brucelose em
bovinos foram estimados em 100 milhdes
dolares/ano (FOLHA DE SA0 PAULO, 2000).

O produto interno bruto (PIB) do
estado de S&o Paulo é estimado em cerca de
727 bilhdes de reais, equivalente a 33,9%
do PIB do Brasil. A atividade agropecuéria
constitui 1,5% desse total, correspondente a
18,7% do PIB agropecuario do pais (SA0
PAULO, 2005). O rebanho bovino brasileiro
é estimado em 200 milhdes de animais
(IBGE, 2006). Neste

importante considerar que 0 aparecimento

cenario, faz-se

de problemas sanitarios, como a brucelose,
impacta de forma acentuada a unidade
produtiva, particularmente a cadeia
agroindustrial, restringindo mercados e
determinando prejuizos na producéo (DIAS
et al., 2009).

Os sinais clinicos da brucelose estdo
relacionados principalmente a esfera
reprodutiva. Nas vacas, a doenca se
caracteriza por abortamentos, metrite e

retencédo de placenta (VASCONCELLOS et al.,

1987). Nos touros, a patogenicidade do
agente esta associada a infeccdo das
glandulas acessorias e aos testiculos
(HAFEZ, 1995), manifestada principalmente
por vesiculite e, secundariamente, por
quadros de orquite e

2007),

frequentemente os animais infectados a sub

epididimite
(RADosTITS et al, levando
e/ou infertilidade (NICOLETTI, 1986).

A fertilidade é,
inquestionavelmente, uma das mais
importantes caracteristicas de producdo a
ser considerada, tanto nos sistemas de
producdo de carne quanto nos de leite.
Economicamente, o mérito reprodutivo é
cinco vezes mais rentavel para o produtor
de bezerros do que o desempenho no
crescimento, e dez vezes mais significativo
do que a qualidade do produto. Esses
aspectos ilustram os reflexos da atividade
reprodutiva nos criatérios de bovinos
(BARBOSA et al., 2005).

Inquérito soroldgico realizado pelo
PNCEBT — MAPA, no Brasil, em 2009, em
15 estados, mostrou prevaléncia variavel
nas diferentes regides da Federacdo, tdo
baixa quanto 0,06% de animais infectados
no estado de Santa Catarina (SIKUSAWA et
al., 2009), como taxas elevadas de 12% no
estado de Mato Grosso do Sul (CHATE et
al., 2009). Particularmente no estado de Séo
Paulo, foi constatada prevaléncia de 3,8%
de animais infectados, € a compra de

reprodutores e propriedades com mais de 87
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cabecas foram os principais fatores de risco
relacionados a doenca (DIAs et al., 2009).
Considerando o grande rebanho
bovino no Brasil, o potencial zoonético da
brucelose, o impacto negativo da doenca
nos plantéis e a dificuldade do diagndstico
da doenca em touros, o presente estudo tem
como objetivo revisar 0s principais aspectos
da brucelose, com énfase aos métodos de

diagndstico em touros.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Propriedades gerais do género

Brucella

A brucelose é causada por bactérias
pertencentes ao género Brucella, que se
apresentam  microbiologicamente  como
cocobacilos Gram-negativos, aerébios ou
microaerofilos, imoveis, desprovidos de
capsulas e ndo formadores de esporos
2004).

oxidativo

(NIELSEN et al,, Possuem

metabolismo baseado na
utilizagdo de nitratos. Nos  testes
bioquimicos, sdo classificados como

microrganismos  catalase e  oxidase
positivos, ndo fermentadores da lactose
(PAULIN, 2003), urease positivos (reacéo
em poucos minutos) e indol negativos
(QUINN et al., 2005).

Microrganismos do género Brucella
sdo intracelulares. A patogenia e a natureza

da resposta imune estdo intimamente

relacionadas a presenca da bactéria no
interior de fagdcitos (GoONzALEz et al.,
2006).

B. abortus é isolada entre 3 a 5 dias
no agar-Brucella ou no meio convencional
de &gar enriquecido com sangue ovino ou
bovino a 5% (desfibrinado), em condi¢cbes
de microaerofilia, a 37°C. A partir de 3 dias
de incubacdo, as colonias apresentam 2 a 3
mm de didmetro, sdo opacas, lisas e nédo
hemoliticas (NIELSEN; DUNCAN, 1990;
QUINN et al., 2005). No cultivo microbiano
de  materiais  suspeitos  sujeitos a
contaminacdo bacteriana secundaria, sao
recomendados meios seletivos como o
Farrel, constituidos de varios
antimicrobianos e antifingicos impedientes
para outros microrganismos (NIELSEN;
DUNCAN, 1990).

As brucelas sdo divididas em dois
grandes grupos antigenicamente distintos,
denominadas lisas (B. abortus, B. melitensis
e B. suis) e rugosas (B. ovis e B. suis)
[METCALF et al., 1994], diferenciadas com
base nas caracteristicas de primo-
isolamento em meios de cultura e na
estrutura da parede bacteriana (NIELSEN et
al., 2001).

As brucelas ndo apresentam espécie-
especificidade. No entanto, mostram certa
predilecdo por determinados hospedeiros.
Dentre as brucelas lisas, B. abortus acomete
badfalos e

preferencialmente  bovinos,

equinos, enquanto B. suis e B. melitensis
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infectam,  respectivamente, suinos e
caprinos. Nas brucelas rugosas, B. canis € 0
principal agente causal da brucelose em
canideos e B. ovis em ovinos (NIELSEN et
al., 2001; RIBEIRO et al., 2008).

O género Brucella spp possui varios
biotipos ou biovares (biovariantes). A
diferenciacdo dos biotipos é fundamentada
no requerimento de CO,, na producdo de
H.S, na multiplicacdo na presenca de
tionina e fucsina bésica, na aglutinacdo com
antissoros monoespecificos (A, M, R) e na
lise por bacteriofagos (NIELSEN; DUNCAN,
1990; QUINN et al., 2005). Considera-se que
B. abortus possua 7 biotipos, embora maior
namero tenha sido descrito até o momento,
mas ndo reconhecido na rotina de
caracterizacdo atual da espécie (NIELSEN;
DUNCAN, 1990). Assume-se, também, que
B. suis possua 5 biotipos e B. melitensis 3,
enquanto B. ovis, B. canis e B. neotomae
ndo apresentariam biovariantes (QUINN et
al.,, 2005). NIELSEN; DuNCAN (1990)
postularam que todas as espécies do género
Brucella reconhecidas atualmente teriam
derivado de B. abortus biotipo 2.

As biovariantes apresentam certas
diferengas quanto a predilecdo pela
infeccdo em determinadas espécies animais
(NIELSEN, 1990). Em todo o mundo, a
brucelose em bovinos €é causada
predominantemente pelo biotipo 1 (BisHOP
et al., 1994). Estudo realizado em 37 paises

visando o isolamento de B. abortus das

principais espécies domésticas constatou
que, dentre 266 linhagens isoladas de
bovinos, 241 (90,6%) foram de vacas,
pertencentes  predominantemente  aos
biotipos 1, 2 e 3, reforcando a espécie
bovina como o principal reservatorio de B.
abortus (NIELSEN; DUNCAN, 1990).

No Brasil, até 1985, foram descritos
0s biotipos 1, 2 e 3 de B. abortus, e 0
biotipo 1 em isolados de B. suis, B. ovis e
B. canis (GARCIA CARRILLO, 1990).

MEeGID et al. (2005) investigaram a
caracterizacdo de bidtipos em linhagens de
B. abortus isoladas de quatro fetos bovinos
e um bubalino abortados no estado de Sé&o
Paulo. Foram identificados o biotipo 1 (um
feto bovino e um feto bubalino), biotipo 2
(um feto bovino) e biotipo 3 (dois fetos
bovinos), se caracterizando como o
primeiro registro nacional de identificacéo
de biovariantes em linhagem de B. abortus
isolada de feto bubalino. No mesmo estudo,
0S autores ressaltaram o predominio dos
biotipos 1, 2 e 3 nos abortamentos nestas

espécies animais.

2.2 Epidemiologia

B. abortus é transmitida entre os
bovinos principalmente por pastagem e
agua contaminadas e, secundariamente, por
fetos, descargas uterinas, leite e sémen
(ACHA; SzYFRes, 2003). A bactéria é

encontrada vidvel e em concentracOes

Tekhne e Logos, Botucatu, SP, v.3, n.3, Novembro. 2012 38



elevadas no feto abortado, na placenta e
secundinas (VASCONCELLOS et al., 1987).

A brucelose possui distribuicdo
mundial (FERRAZ, 1999; RADOSTITS et al.,
2007), exceto nos paises que a erradicaram
utilizando agdes sistematicas de controle,
como certos paises da Europa, EUA e Japdo
(MOLNAR et al., 1997).

Dentre os ruminantes domésticos, a
maioria das infec¢Oes ocorre pela ingestéo
de alimentos e d4gua contaminados, embora
também possa ocorrer pelo contato direto
com animais infectados, pelo sémen ou
ingestdo de leite (ACHA; SzYFRES, 2003;
2003). A

transmissdo vertical pode desencadear o

PAULIN; FERREIRA NETO,
estado de “portador latente”, fendmeno
relatado entre 1 a 9% das novilhas nascidas
de fémeas infectadas. Estes animais
apresentam-se sorologicamente negativos
ou com titulos oscilantes (NIELSEN;
DuUNCAN, 1990), fato que gera grandes
dificuldades nas agdes de diagnostico e
consequente controle da doenca, com base
em testes sorologicos convencionais
(BisHor et al., 1994).

Os microrganismos do género
Brucella resistem as condi¢fes adversas do
2006),

incluindo extremos de pH, temperatura e

ambiente (GONzALEz et al.,
luz solar direta (NIELSEN, 1995). Podem
resistir por seis meses ou mais na agua, em
pastos contaminados, nos fetos abortados,

em restos de placenta, nas fezes, na 1a, no

feno ou no solo (LUCERO et al.,, 2008,
BRASIL, 2009).

No leite e derivados, mantém-se
viaveis por varios meses (OMER et al.,
2000). No entanto, a fervura e temperaturas
destroem o

2003).

Desinfetantes clorados (2,5% de cloro

usuais de pasteurizacdo

microrganismo (PAULIN,
ativo), solucGes de formaldeido (2%) e
compostos fendlicos (2,5%) inativam o
microrganismo a partir de 15 minutos de
exposicdo (CASTRO et al., 2005). O alcool
(70%) destr6i prontamente a bactéria
(PAULIN, 2003). Ja sob acdo do carbonato
de célcio (1:10), o microrganismo é
inativado apds 30 minutos de exposicao
(OMER et al., 2000).

Ao se considerar 0o touro
isoladamente nos plantéis, conclui-se que a
importancia da fertilidade do macho é
muito maior do que a de qualquer fémea
individualmente, visto que o touro pode se
acasalar com numero muito maior de
fémeas, na monta natural ou quando se
considera a  inseminacdo  artificial
(BARBOsA et al., 2005).

As principais causas de baixa
fertilidade ou de infertilidade em touros
criados no Brasil - independentemente da
constituicdo genética - sdo degeneracao
testicular, maturidade sexual retardada,
hipoplasia  testicular,  espermiogénese
imperfeita e imaturidade sexual. Todos

esses distirbios ocorrem como
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consequéncia de fatores ligados ao
ambiente desfavoravel, procedimentos de
manejo incorretos, fatores de ordem
genética e, principalmente, de origem
infecciosa (HAFEZz, 1995; BARBOSA et al.,

2005). Pelo exame androlégico completo,

podem ser detectadas alteracbes do
desenvolvimento do sistema genital,
anomalias regressivas, patologias

progressivas e alteragbes inflamatorias,
oriundas ou ndo de doencas infecto-
contagiosas nos diversos 0rgaos, bem como
distrbios na libido e na habilidade de
copula. Essas alteracbes levam tanto a
incapacidade de fertilizacio como de
monta, em graus variaveis, determinando
quadros de subfertilidade efou de
infertilidade nos machos dos plantéis

(BARBOSA et al., 2005).

2.3 Patogenia

O ingresso da Brucella sp em

rebanhos  bovinos livres  determina,

inicialmente, elevado numero de
abortamentos (ACHA; SzYFRES, 2003). Nas
gestacdes subsequentes, a proporcdo de
abortamentos decresce em 20 a 25%.
Raramente os abortamentos reincidem na
terceira prenhez. Apos a fase aguda
sobrevém a crbnica, quando abortam
somente as vacas recém-introduzidas no
rebanho e as novilhas (BisHop et al., 1994;

RADOsTITS et al., 2007).

As brucelas penetram no organismo
dos mamiferos pelas mucosas do trato
digestorio, genital, nasal, conjuntiva ocular
e/ou por solucdes de continuidade da pele.

Em bovinos, a principal porta de
entrada € a mucosa orofaringeana. A partir
do trato digestorio, a bactéria é carreada
mesentéricos e

para 0s linfonodos

fagocitada ativamente por fagdcitos,
principalmente macrofagos. Nos fagécitos
podem permanecer quiescentes por varios
meses. A bacteremia ocorre por cerca de
duas semanas nos bovinos, com o
microrganismo livre no plasma ou no
interior  dos
DUNCAN, 1990).

B. abortus possui tropismo por

macréfagos  (NIELSEN;

células do sistema mononuclear fagocitéario,
como baco, figado e linfonodos (BATHKE,
1988; ACHA; 2003). A

multiplicacdo da bactéria € estimulada pelo

SZYFRES,

produto da degradacdo do alcool eritritol,

presente  nos tecidos osteoarticulares,
mamarios e Orgaos reprodutores femininos
e masculinos. O eritritol é produzido em
grandes concentragdes no Utero gravidico,
notadamente nos liquidos fetais, nos
placentomas e no tecido  corion-
alantoideano (PAULIN; FERREIRA NETO,
2008). A presenca do eritritol no utero
gravidico justificaria, em parte, a brucelose
como doenca da esfera reprodutiva em
certas espécies, incluindo os bovinos

(KINDAHL et al., 2004).
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Nos touros, a brucela se instala
principalmente nos 6rgdos acessorios do
sistema reprodutivo, particularmente na
vesicula seminal e préstata, podendo ser
eliminada pelo sémen (SHUTHERLAND,
1980). No aparelho reprodutivo masculino,
a brucela pode levar a reacdo inflamatoria
do tipo necrosante nas vesiculas seminais,
testiculos e epididimos, com aumento de
seu volume uni ou bilateral, provocando
subfertilidade ou infertilidade. Como
sequela pode determinar atrofia do testiculo
e 0rgaos acessorios (JOINT, 1986).

HAFEZ; HAFEZ (2004) descreveram
gue touros com brucelose podem apresentar
intensa reacdo inflamatdria nos testiculos,
levando a degeneracdo dos tubulos
seminiferos, epididimite com infiltracdo de
linfocitos, neutréfilos e células gigantes
com espermatozoides mortos, vesiculite
com inflamacdo uni ou bilateral das
vesiculas seminais e glandulas aumentadas
e fibrosadas.

A infeccdo por bactérias do género
Brucella, em machos, induz resposta imune
do tipo celular e humoral. A resposta
humoral frente a infeccdo natural pelo
microrganismo se notabiliza pela elevagédo
guase  simultanea  dos  niveis de
imunoglobulinas (Ig) das classes IgM e
IgG. Nestes animais, as Ig da classe IgM
tendem ao desaparecimento algumas
semanas apos a infecgdo. Ao contrério, a

classe 1gG, se estabelece e persiste nos

animais cronicamente infectados
(SUTHERLAND, 1980)

Nas vacas, a multiplicacdo de B.
abortus nos placentomas  determina
necrose, lise das vilosidades e subsequente
descolamento do cotilédone e da caruncula.
Somente a lesdo placentaria € suficiente
para desencadear o sofrimento fetal por ma
absorcéo e oxigenagdo, que culmina com o
abortamento. No entanto, o microrganismo
frequentemente invade o feto, determinando
infeccdes em 6rgdos como pulméo, figado e
baco. Paralelamente, certas fémeas podem
levar a gestacdo a termo, gerando o
nascimento de bezerros doentes e
debilitados, que podem vir a ébito em
poucos dias. O processo cicatricial e o
depésito de fibrina nos placentomas
resultam em aderéncias da placenta nas
gestacGes subsequentes, que se traduzem
em altas taxas de retencdo de placenta em
rebanhos nos quais a doenca cursa de forma
cronica (ACHA; SzYyFReS, 2003). Ademais,
as fémeas bovinas acometidas podem
apresentar quadros de metrite, sub-
fertilidade e ou infertilidade, enquanto os
plantéis possuem historico de deficiéncias
nos indicadores reprodutivos (BATHKE,
1988; ACHA; SZYFRES, 2003).

Aplés o abortamento a bactéria
migra para outros 6rgdos, como a glandula
mamaria e os linfonodos supramamarios,
podendo determinar mastite crénica ou
linfonodos

manter-se quiescente nos
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mamarios até a gestacdo subsequente
(GRASSO PAULIN, 2000). Os animais
infectados eliminam a bactéria em grandes
quantidades pelos produtos do abortamento,
no parto ou pela secrecdo vaginal durante
todo o puerpério, contaminando o ambiente
e propiciando a infeccdo de novos
suscetiveis. A eliminacdo do agente pelo
leite é intermitente e pode persistir por

varios meses (ACHA; SZYFRES, 2003).
2.4 Diagnostico
A localizagédo

preferencial da

bactéria nas glandulas acessorias e
testiculos nos machos bovinos pode induzir,
curiosamente, a presenca de baixos titulos
ou mesmo a auséncia de titulos séricos de
lg em touros infectados, dificultando o
diagnostico da brucelose nos machos
bovinos com base em métodos soroldgicos
convencionais (AGUIAR et al.,, 2001;
2007).

OLASCOAGA (1976) afirmou que machos

RaDoSTITS et al, CAsAs
bovinos acometidos por B. abortus podem
reagir a infeccdo, mostrando baixos titulos
de 1g séricas. VASCONCELLOS et al. (1987),
no Brasil, e RADOSTITS et al. (2007), nos
EUA, referiram a possibilidade de auséncia
de aglutininas séricas anti-Brucella abortus
em provas convencionais de
soroaglutinagdo em touros infectados,
apesar da presenga do microrganismo no

sémen e glandulas acessorias. Na vigéncia

de baixos titulos de aglutininas séricas em
touros nas provas soroldgicas de triagem,
recomenda-se a confirmacéo
sorodiagnostica por testes como 2-ME ou
FC. Em touros com baixos titulos ou
auséncia de aglutininas séricas anti-B.
abortus, o diagndstico pode ser confirmado
pela técnica de sémen plasma aglutinacéo
(SPA), que se fundamenta na deteccdo de
IgG e IgA no sémen, (CASAS OLASCOAGA,
1976; SUTHERLAND, 1980; VASCONCELLOS
et al., 1987; GRAssO; CARDOsSO, 1998;
RADOSTITS et al., 2007).

O isolamento microbiolégico de B.
abortus do sémen também tem sido
preconizado na confirmacdo da brucelose
em touros, com intuito de contornar as
limitacbes dos testes sorolégicos nos
machos bovinos (BATHKE, 1988; NIELSEN,
1995).

Atualmente, tem-se  mostrado
promissor 0 uso de técnicas moleculares,
como a reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR), no diagnostico de fragmentos
especificos do DNA bacteriano de B.
abortus em espécimes de sémen bovino
(MiYASHIRO, 2004).

O isolamento de B. abortus dos
fetos abortados, da placenta e do leite é
considerado 0 método mais fidedigno no
diagndstico  individual da  brucelose
(SANDOVAL et al.,, 1979). No entanto, a
dificuldade de

microrganismo e a restricdo do diagnéstico

isolamento do
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dos rebanhos dificultam o wuso do
diagnédstico microbiolégico como método
de controle  massal da  doenca
1987). Neste

contexto, devido as limitagcbes dos métodos

(VASCONCELLOS et al.,

laboratoriais fundamentados no cultivo
microbiolégico do género Brucella, o
diagnostico da brucelose bovina tem sido
fundamentado nas ultimas décadas na
investigacdo de Ig anti-B. abortus no soro
sanglineo, leite e sémen (CASAS
OLASCOAGA, 1976; NIELSEN; DUNCAN,
1990). Em anos recentes, 0 uso de técnicas
moleculares tem-se mostrado promissor,
particularmente no  diagnostico  do
microrganismo em abortamentos, a partir
do sémen, leite e derivados (MIYASHIRO,
2004).

Paralelamente a persisténcia de Ig

séricas pods-vacinais e a ocorréncia de

reacOes  inespecificas nos  métodos
soroldgicos convencionais tém-se
constituido no principal entrave no

sorodiagnostico da doenca em bovinos.
Dentre estas reacdes inespecificas incluem-
se as reagOes cruzadas entre as linhagens

lisas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) ou

com outros  microrganismos  Gram-
negativos, quais sejam dos géneros
Pasteurella, Francisella, Proteus,

Campylobacter, Pseudomonas, Salmonella,
Escherichia e Yersinia (0:9) [LAzARO;
HOFER, 1996; MOLNAR et al., 1997].

Tanto nos machos quanto nas
fémeas bovinas, a infeccdo natural por B.
abortus estimula o aparecimento quase
simultaneo de Ig das classes IgM e IgG.
Durante a evolugdo da doenca, ocorre
declinio e tendéncia do desaparecimento
dos niveis de IgM, enquanto IgG persiste
em niveis elevados. O desaparecimento de
IgG significa, geralmente, a eliminagdo da
infeccdo (CASAS OLASCOAGA, 1976).

O diagndstico  sorologico  da
brucelose em bovinos no Brasil foi
modificado pela Instrucdo Normativa n° 2,
de 10 de janeiro de 2001, do MAPA, com a
deflagracdo do PNCEBT (BRAsIL, 2009). O
Programa preconiza as provas do AAT, 2-
ME e FC para o diagnostico soroldgico da
brucelose bovina e bubalina. O AAT é
recomendado como método de rotina
(triagem), enquanto o 2-ME e FC como
provas confirmatdrias, enquanto para o
transito e comércio internacional de animais
€ preconizada somente a FC (BRASIL,
2009).

Apos a deflagracdo do PNCEBT no
Brasil, a prova do AAT tem sido utilizada
como método de rotina, em substituicdo a
prova classica de soroaglutinacdo rapida em
placa, em virtude da boa sensibilidade e
especificidade do AAT, apesar da deteccédo
preferencialmente da classe 1gG nesta
prova, fato que limita a identificagéo (falso
negativo) de animais no inicio de infec¢do
(BrRAsIL, 2009). Na prova do AAT, a
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presenca de qualquer reacdo de aglutinacédo
classifica o animal como reagente. A
critério do medico veterinario, 0s animais
reagentes no AAT poderdo ser destinados
ao abate sanitario ou submetidos as provas
confirmatdrias do 2-ME ou FC. A prova do
AAT é constituida por antigeno a 8%,
realizada em placa de vidro, com leitura em
quatro minutos de reagéo. A acidificagéo do
antigeno a pH 3,65 limita a aglutinacdo da
classe IgM, ao contrario da 1gG que
mantém a capacidade aglutinante neste pH
baixo (SHUTHERLAND, 1980; WRIGHT;
NIELSEN,1990).

A prova de 2-ME possui boa
sensibilidade e alta especificidade, e se
caracteriza pela deteccdo de IgG,
considerada a principal classe de Ig
presente em animais infectados por B.
abortus. A reacdo de 2-ME é realizada em
tubos mantidos em estufa, com antigeno em
concentracdo de 0,045% e leitura com 48
horas. O composto 2-ME rompe as pontes
dissulfidicas (enxofre) dos pentdmeros de
IgM, resultando em mondmeros de IgM que
perdem a capacidade  aglutinante,
priorizando assim as reacfes com IgG, que
mantém-se inalterada na presenca do
radical mercaptoetanol
1980; WRIGHT; NIELSEN,1990).

A prova de fixacdo de complemento

(SHUTHERLAND,

fundamenta-se na habilidade do complexo
antigeno-anticorpo em ativar o sistema

complemento. Esta prova apresenta boa

sensibilidade, alta especificidade e detecta
preferencialmente 1gG, principalmente da
sub-classe 1gG1, que predomina em animais
NIELSEN,1990;
GRASSO; CARDOSO, 1998). A prova de FC é

infectados (WRIGHT;
realizada em placas em “U” com 96 pogos,
com leitura em uma hora. O método é mais
laborioso se comparado a AAT e 2-ME.
Desta forma, € realizado em numero restrito
de laboratérios, visto que exige controle
rigido de todos os reagentes (antigeno,
sistema hemolitico) [PAuLIN, 2003]. A
técnica detecta precocemente 1gG; no soro,
em torno do 14° dia, e também é capaz de
revelar casos crénicos nos quais 0s niveis
de IgM praticamente desapareceram e 0S
niveis de 1gG; estdo baixos, devido ao
baixo limiar de detec¢do da prova (KRUZE,
1975; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

Na prova de sémen plasma
aglutinacdo (SPA), trata-se 0 sémen com
azida sédica 1%. Em seguida, o material é
centrifugado e o plasma seminal é retirado e
submetido as provas usuais de aglutinacéo
(AAT, 2-ME) em substituicdo ao soro
sanguineo (MINISTRY OF AGRICULTURE,
FICHERIES AND FooD, 1991). Nos animais
sémen plasma positivos ha fortes indicios
da doenca. Como se trata de prova
individual, a possibilidade de reagdes falso-
negativas e falso-positivas ndo deve ser
descartada. Desta forma, recomenda-se
utilizar a SPA simultaneamente ao

sorodiagnostico  convencional  (PAULIN,
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2003). A técnica de SPA se fundamenta na
deteccdo de IgG e IgA no sémen,
originados da reacdo inflamatdria testicular
frente ao microrganismo, mesmo em touros
com baixos titulos ou auséncia de titulos
séricos nas provas  sorodiagndsticas
convencionais (CASAS OLASCOAGA, 1976;
SUTHERLAND, 1980; VASCONCELLOS et al.,
1987, GRASSO;
RADOSTITIS et al., 2007).

No Brasil, AGUIAR et al. (2001)

avaliaram a ocorréncia de aglutininas anti-

CARDOSO, 1998:

B. abortus pelas provas de soroaglutinacéo
rapida (SAR), AAT, 2-ME e SPA
associado ao exame androlégico em 191
touros. Os autores observaram baixos
titulos na SAR e auséncia de animais
reagentes no AAT, 2-ME e SPA, sem
relacdo com animais inaptos a reproducédo
pelo exame androldgico e presenca de
titulos nas provas sorologicas. Na
microrregido de Goiania, CAMPOS et al.
(2003)

bovinos pela prova de soroaglutinagdo

examinaram 139 reprodutores
rapida, observando dois animais suspeitos
que foram ndo reagentes na prova do AAT,
apesar do histérico de abortamento em 32
(53,33%) das 60 propriedades amostradas.
O diagnostico bacteriolégico de B.
abortus pode ser executado a partir do
cultivo do sémen em meios convencionais
ou seletivos para brucela. Apdés o
isolamento, faz-se necesséria a classificagcdo

das espécies utilizando provas bioquimicas,

particularmente pela utilizagdo de fucsina e
tionina (BATHKE, 1988; NIELSEN, 1995).
Em meio sélido e condicdes ideais, apos
trés a sete dias é possivel a visualizacdo das
coldnias, embora se recomende a incubagao
por no minimo trés semanas (QUINN et al.,
2005). As

translucidas,

colénias sdo  pequenas,

brilhantes, convexas, de
bordos arredondados e bem definidos e,
geralmente, de coloracdo leitosa no &gar
sangue ovino (5%) ou agar brucela
(BATHKE, 1988). Classicamente as brucelas
séo recanhecidas como cocobacilos curtos,
pequenos e pleomorficos. Sdo  Gram
negativas e coram-se pelos métodos de
Koster e  Ziehl-Neelsen  modificado
(TIMONEY et al., 1988; QUINN et al., 2005).
A microscopia 6ptica comum, apresentam-
se isoladas, aos pares ou em pequenos
grupos (METCALF, 1994).

Nas ultimas décadas, tem sido
preconizada a técnica de reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR). Este método de
diagnostico detecta fragmento especifico do
DNA  bacteriano, ainda  que o
microrganismo ndo esteja viavel no
especime clinico analisado (MIYASHIRO,
2004).

A amplificagdo "in vitro" dos acidos
nucleicos (PCR) permite a obtencdo de
milhares de coOpias de uma sequéncia
especifica de DNA. Assim, a PCR tem
motivado o desenvolvimento de ampla

variedade de sistemas baseados na detecgédo
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de &cidos nucleicos de bactérias, virus e
outros microrganismos, bem como de
alteracbes genéticas. Devido a alta
sensibilidade, especificidade e rapidez, o
método oferece vantagens sobre os testes
convencionais de diagnostico, visto que
estd baseado na amplificacdo especifica de
fragmento de acido nucléico, compreendido
entre dois oligonucleotidos sintéticos
complementares (primers), a cada uma das
duas fitas de DNA a ser amplificada
(SiLva, 2011).

O emprego da PCR tem sido
investigado nos dltimos anos no diagndstico
de bactérias e virus no sémen, e possibilita
a deteccdo rapida, acurada e, sobretudo,
com altas taxas de sensibilidade e
especificidade (MiIYASHIRO, 2004; SILVA,
2011).

O exame androldgico € a técnica
mais difundida em todo mundo para avaliar
a qualidade do sémen de touros (HAFEZ,
1995). Touros com brucelose desenvolvem
degeneracéo testicular, orquite, epididimite
e vesiculite seminal. O exame androldgico
de touros brucélicos acusa aumento do
numero de espermatozoides imaturos e/ou
anormais, ejaculado fino ou aquoso (devido
a reducdo na concentracdo espermaética),
azoospermia, necrospermia, contaminagéo
por exsudato inflamatorio purulento com
presenca de células gigantes, eritrocitos,
leucdcitos e contetdo de frutose reduzido

(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.5 Controle

A capacidade de sobrevivéncia das
brucelas em condic6es naturais € elevada se
comparada a outras bactérias patogénicas
ndo esporuladas, sobretudo em ambientes
umidos, ao abrigo da luz solar direta, pH
préximo ao neutro, na presenca de matéria
organica ou nos liquidos placentarios e
uterinos apds abortamento. A bactéria pode
permanecer viavel por até seis meses em
pastos nos quais ocorreram casos de
abortamento (UsDA, 2009; BRASIL, 2009).

Em geral, a remogéo dos animais e
produtos infectados, a eliminacdo da
matéria organica, a desinfeccdo do local do
abortamento, o corte baixo dos pastos e a
ndo utilizacdo do local (no minimo seis
meses) sdo agdes recomendadas no controle
da doenca em criatérios com diagndstico de
animais positivos (BRASIL, 2009; USDA,
2009).

Em todo o mundo, os paises que
alcancaram  “status” de controle ou
erradicacdo da brucelose, fundamentaram
seus programas na adogcdo de medidas
semelhantes as preconizadas pelo Brasil no
PNCEBT, particularmente pela vacinagéo
sistematica das bezerras, adog¢do de
quarentena e medidas higiénico-sanitarias
nos rebanhos, realizacdo de diagndstico
soroldgico continuado nos plantéis, aliado
ao abate sanitario dos animais reagentes

(GRASsO; CARDOSO, 1998; BRASIL, 2009).
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2.6 Tratamento

De maneira similar as demais
especies de animais de producdo e de
companhia, ndo se recomenda a terapia da
brucelose em touros. Tal conduta é
justificada pela permanéncia intracelular de
B. abortus em fagdcitos e a dificuldade de
obtencdo de niveis terapéuticos dos
antimicrobianos no  sistema  genital
masculino, particularmente na vesicula
seminal e glandulas acessorias, justificando,
em parte, a baixa efetividade da terapia
antimicrobiana convencional nesta

categoria animal. Apesar da ndo
recomendacdo da terapia, estdo descritos na
literatura ensaios terapéuticos
experimentais na brucelose em bovinos de
alto valor zootécnico, sob estrito controle e
responsabilidade médico-veterinaria
(CorrREA; CORREA, 1992). Contudo, estes
ensaios foram conduzidos em situacoes
controladas, com pequeno numero de
animais e ndo mostraram efetividade que
justificasse a manutencdo dos animais no
plantel, ou mesmo o0s riscos para 0S
humanos no manejo dos animais tratados,
permanecendo a recomendacao de eutanasia
de bovinos acometidos, conforme preconiza

0 PNCEBT (BRASIL, 2009).

2.7 ImplicagBes em saude publica

A brucelose € considerada doenca
ocupacional em humanos. O advento da
pasteurizagdo do leite representou redugédo
significativa no impacto da doenca em
saude publica. Porém, nos paises
emergentes (em desenvolvimento), a
brucelose ainda permanece como doenca
preocupante para os profissionais da area da
salde (ACHA; SzYFRES, 2003).

As infeccbes pelo género Brucella
em humanos possuem forte carater
ocupacional, afetando profissionais que
desenvolvem atividades com certo contato
OU exposicdo aos animais, quais sejam
zootecnistas,

médicos veterinarios,

magarefes, criadores e laboratoristas
(Usba, 2009).

Brucella melitensis (B. melitensis) é
reconhecida como a espécie mais
patogénica para humanos, seguida por
Brucella suis (B. suis), B. abortus e
Brucella canis (B. canis). No entanto, a
maioria das infecgdes em humanos €
causada por B. abortus, visto que esta é a
brucela mais difundida em animais de
producdo (ACHA; SzYFRES, 2003).

A doenga em humanos por B.
abortus se manifesta geralmente por sinais
de febre intermitente, cefaleia, dor muscular
e nas articulagbes. Em geral, as
manifestacdes clinicas por B. abortus sdo

mais brandas que as observadas nas
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infeccbes por B. melitensis ou B. suis
(ACHA; SzYFRES, 2003; PAULIN, 2006).

No Brasil, hd poucas descri¢cdes de
isolamento do microrganismo em humanos,
embora 0s registros disponiveis em
investigacGes soroldgicas sugiram altos
niveis de exposicdo para 0s grupos de risco
ou de vulnerabilidade, relacionados a
ocupacdo profissional (HOMEM et al.,
2000).

Nos humanos, a infeccdo pelo
género Brucella pode ser provocada pelo
contato direto com secregdes de animais
domesticos sémen,

(sangue, liquido

sinovial), fetos, placentas, secundinas,
linfonodos e abscessos em articulacdes,
bem como pelo consumo de leite e
derivados (PAULIN, 2006; RADOSTITS et al.,
2007).

O leite ingerido “in natura” ou sob a
forma de derivados, sem pasteurizacdo
prévia, pode veicular o microrganismo para
0s humanos (UsbA, 2009). BOTELHO et al.
(1990) assinalaram alta ocorréncia da
infeccdo em humanos pela ingestdo de leite
e subprodutos “in natura” de vacas.
MIYASHIRO (2004) utilizando técnicas
moleculares detectou a presenca de DNA
do género Brucella em derivados de leite
bovino  comercializados de  forma
clandestina. Neste estudo, o microrganismo
foi identificado em 29 dentre 141 (20,56%)
queijos tipo minas frescal e oito dentre 51

(15,68%) queijos minas meia cura.

O alto risco da infecgdo por B.
abortus em humanos, a partir dos bovinos,
tem sido frequentemente referido na
literatura especializada, particularmente em
individuos que possuem contato estreito
com animais (TAYLOR; PERDUE, 1989;
ACHA; SzYFRES, 2003). LACERDA et al.
(1997) encontraram 11,8% de individuos
sororreagentes em 59 trabalhadores de
abatedouro, reforcando o comportamento
ocupacional da doenca.

Nos paises de clima tropical onde a
brucelose grassa de forma endémica, a
transmisséo de B. abortus dos bovinos para
humanos é considerada preocupante para 0s
profissionais da area da salde (ACHA,
SzYFRES, 2003; PAULIN, 2006).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante das dificuldades descritas em
relagdo ao diagnostico da brucelose em
touros e da prevaléncia da doenga no Brasil,
cabe ao profissional do agronegdcio instruir
0s criadores, tratadores, e trabalhadores
rurais as medidas de controle e profilaxia
desta doenca para que tais problemas sejam
sanados.

Medidas que possam levar,
inclusive, os criatorios a certificacdo de
propriedades monitoradas e livres de
brucelose, agregando valor ao rebanho
bovino e seus produtos (carne, leite e

derivados).
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