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RESUMO

Relata-se a ocorréncia de um surto de brucelose em um rebanho de aproximadamente 1000 animais, livre
da doenca h& 18 anos, certificado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento desde 2006.
Dois animais reagiram aos testes sorolégicos de diagndstico por ocasido dos procedimentos de
recertificagdo em 2008. Apos o sacrificio deles, Brucella abortus, biovariedade 1, amostra ndo vacinal,
foi isolada e identificada por meio de provas bioquimicas e de biologia molecular (PCR AMOS). A
origem do agente no rebanho é de dificil determinacdo. No entanto, a adogdo de procedimentos
preconizados pelo Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose permitiu evitar a
disseminacdo da enfermidade. Ocorréncias como essas, em que rebanhos livres foram infectados apds
anos sem a ocorréncia de brucelose, nunca haviam sido relatadas no Brasil.
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ABSTRACT

A Brucellosis outbreak is reported in a bovine herd free from the disease for over 18 years, officially free
since 2006. One heifer and one cow tested positive in serological tests for the 2008 annual recertification
in a herd of almost 1000 animals. Isolation and identification by biochemical tests and molecular biology
(AMOS PCR) confirmed the infection by a Brucella abortus biovar 1 field strain. It wasn’t possible to find
the source of the infection. However, adoption of standard procedures prescribed by the Brazilian
National Brucellosis and Tuberculosis Control and Eradication Program hindered the spread of the
disease. This is the first report of a Brucella infection in an officially Brucellosis-free bovine herd in
Brazil.
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INTRODUCAO
No pais, essa doenca é conhecida desde a

A brucelose é uma doenca infecciosa causada
por bactérias do género Brucella, com dez
espécies reconhecidas, a qual afeta grande
nimero de mamiferos. Cada espécie tem seu
hospedeiro  preferencial, sendo a Brucella
abortus a de maior importancia no Brasil pela
sua prevaléncia nos bovinos.
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primeira metade do século 20, mas s6 em 2001, o
Ministério da  Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa) estabeleceu um Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose
e da Tuberculose (PNCEBT), no qual sdo
previstas medidas de certificacdo  de
propriedades livres ou monitoradas apds uma
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sequéncia de testes diagnosticos padronizados
(Brasil, 2006). A certificacio de uma
propriedade s6 é concedida pelo Mapa quando
todas as fémeas acima de 24 meses, vacinadas
com B-19, e todos os machos acima de oito
meses forem sorologicamente negativos em trés
exames sorolégicos consecutivos.

O presente relato objetiva descrever a ocorréncia
de brucelose bovina em um rebanho em que
foram encontrados animais reagentes a sorologia
e em que a infeccdo foi confirmada por meio de
isolamento e identificacdo do agente causal, em
uma situagdo na qual o valor preditivo positivo
dos testes diagnésticos era muito baixo por se
tratar de um rebanho certificado livre da doenga.

CASUISTICA

Esse rebanho era composto de,
aproximadamente, 1000 animais HPB puros e
mesticos Holandés/Zebu (H/Z) em vérios graus
de cruzamento. Os animais puros eram mantidos
confinados, e os mesticos em regime de pasto
com suplementacdo alimentar. A vacinacgdo
contra brucelose era feita nas bezerras entre trés
e oito meses de idade, desde 1976, com vacinas
comerciais B-19. O rebanho era fechado desde
1980 e monitorado sorologicamente para
brucelose desde 1990. Esse estado sanitério
permitiu obter certificacdo de propriedade livre
de brucelose em 2006 pelo Mapa.

Por ocasido dos exames para recertificacdo em
2008, dois animais, 0os de n° 2418 e n° 6075,
reagiram ao teste do antigeno acidificado
tamponado (AAT) dentre 600 animais testados,
fémeas acima de 24 meses e machos acima de
oito. O animal 2418 era uma vaca mestica 7/8
H/Z, de quatro anos de idade, primipara (parto
01/11/2006), criada a pasto, que a época
encontrava-se seca. O animal 6075 era uma
novilha mestica 15/16 H/Z, de dois anos de
idade, no quarto més de gestacdo, criada nas
mesmas condigBes anteriores. Os soros desses
animais foram submetidos ao teste confirmatorio,
2-mercaptoetanol (2-ME) (Brasil, 2006) e,
posteriormente, a fixacdo de complemento (FC)
(Alton et al., 1988) e a polariza¢do fluorescente
(FPA) (Nielsen et al., 1996), sendo utilizado o
“Brucella abortus Antibody Test Kit”, produzido
por Diachemix, USA, e o equipamento de leitura
de polarizacdo fluorescente modelo Sentry 100®
(Diachemix, USA). Uma vez reagentes
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ao teste confirmatério do 2-ME, os
animais foram sacrificados na propriedade,
conforme recomenda o PNCEBT. Linfonodos
supramamarios, iliaco interno, retrofaringeo, pré-
escapular e fragmento da glandula mamaria
foram coletados assepticamente e encaminhados
ao Laboratério Nacional Agropecuério de Minas
Gerais (Lanagro-MG) para isolamento e
identificacdo de Brucella.

Apbs o sacrificio dos animais reagentes, foram
realizados trés testes de triagem pelo AAT em
todas as fémeas acima de 24 meses e em todos 0s
machos restantes no rebanho acima de oito, em
intervalos de 30 dias, além dos dois outros testes
consecutivos (AAT), realizados com intervalos
de 30 a 90 dias, prescritos pelo PNCEBT para re-
certificacdo de uma propriedade livre infectada
(Brasil, 2006).

Para o isolamento, as amostras foram
processadas de acordo com Alton et al. (1988).
Inicialmente, fez-se a maceracdo de um
fragmento de aproximadamente 2cm (10g) de
cada amostra coletada, com volume de salina
correspondente a duas vezes o peso do material.
Apoés, uma aliquota do material macerado foi
inoculada na superficie de duas placas de agar
triptose (Difco®/BD, EUA), uma com 5% de
soro e outra com 5% de soro e suplemento
seletivo de Farrell (OXOID LTDA., Inglaterra).
As placas foram incubadas a 37°C, em ambiente
com 5% de CO, por 14 dias, e examinadas um
dia ap0s a inoculacdo e aos quatro, sete e 14 dias.
Todas as colbnias tipicas que cresceram neste
periodo, a partir do quarto dia, foram colhidas e
submetidas as provas de identificacéo.

Para identificacdo das col6nias suspeitas, foram
realizadas coloracdo pelo Gram, provas de
fermentacdo da glicose e da lactose, produgdo de
indol, motilidade a 37°C e a 22°C, reducdo do
nitrato, catalase, oxidase, urease, utilizacdo do
citrato, hemdlise e liquefagdo da gelatina. Para
determinacdo da espécie e determinacdo da
biovaridade, foram feitas provas de dissociagéo,
de necessidade de soro e de CO,, de producgéo de
gés sulfidrico, de crescimento na presenca de
tionina e na presenca de fuccina, de aglutinagéo
frente a soros monoespecificos anti-A e anti-M
(Alton et al., 1988). Adicionalmente, col6nias
caracteristicas foram submetidas a prova de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), com o
intuito de amplificar fragmentos génicos capazes
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de identificar B. abortus, biovariedades 1, 2 e 4;
B. melitensis, biovariedades 1, 2 e 3; B. ovis e B.
suis, biovariedade 1 (PCR AMOS) (Bricker e
Harlling, 1994).

Os resultados relativos as provas sorolédgicas dos
animais 2418 e 6075 estdo demonstrados na Tab.
1. Conforme verificado, ambos reagiram em
todas as provas empregadas.

Tabela 1. Resultados das provas sorolégicas aplicadas nos soros dos animais 2418 e 6075 para detecgdo

de aglutininas anti-Brucella

FPA
Animal AAT S IFe (unidades de
(titulos) (titulos) S N
milipolariza¢ao)
2418 Reagente 200/200 64 213,8
6075 Reagente 1001/1001 8 201,02

AAT - antigeno acidificado tamponado, SAL/2-ME - soroaglutinacdo lenta/2-mercaptoetanol, FC - fixacdo de

complemento, FPA - polariza¢do fluorescente.

Nenhum outro animal reagente foi encontrado
nas demais provas sorolégicas realizadas.

Houve o isolamento de colbnias tipicas de
Brucella a partir de amostras do animal
2418. Pela PCR AMOS, os isolados foram
classificados como B. abortus. Os testes de
identificacdo tradicionais permitiram classifica-
los como Brucella abortus, biovariedade 1, a
qual necessitou CO, para o seu desenvolvimento.

Com base nos resultados sorolégicos e
bacteriologicos, firmou-se a ocorréncia de
brucelose no rebanho avaliado.

DISCUSSAO

Ocorréncias como estas, em que rebanhos livres
foram infectados apds anos sem a ocorréncia de
brucelose, apesar de nunca terem sido relatadas
no Brasil, ja o foram em outros paises (Baker e
Faull, 1967; Trueman et al., 1979; Lapraik,
1982; Ryan, 1992; Meat..., 2009). Em todos
esses casos, houve uma detalhada investigagédo
sobre a real infeccdo dos rebanhos estudados,
dado o avangado estagio do controle da doenga
em que se encontravam.

Da mesma forma, houve a necessidade de
aprofundamento na investigacdo dos achados
aqui relatados, a despeito dos resultados obtidos
a partir dos testes soroldgicos. Por se tratar de
um rebanho livre de brucelose ha vérios anos,
oficialmente certificado pelo Mapa, o valor
preditivo positivo dos testes era muito baixo,
proximo de zero, independentemente da sua
especificidade (Brasil, 2006).
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Apesar de ainda pouco utilizadas no Brasil, onde
ndo tém seus respectivos pontos de corte
devidamente estabelecidos pelo PNCEBT, os
resultados da FC e da FPA sdo, de modo geral ,
compativeis com diagndstico positivo de acordo
com Alton et al. (1988) e Nielsen et al. (1996).
Os altos titulos obtidos na SAL/2-ME e na FC e
os valores de milipolarizagdo demonstraram
concordancia entre os resultados encontrados nas
diferentes provas.

O isolamento de Brucella abortus obtido a partir
de amostras do animal 2418 permitiu firmar,
conclusivamente, o diagnéstico do rebanho.
Levando-se em consideracdo os resultados da
prova de requerimento de CO,, pode-se afirmar
que as bactérias isoladas ndo constituiam amostra
vacinal B-19, dado que ela ndo requer gas
carbdnico para o seu desenvolvimento (Alton et
al., 1988).

A origem do agente no rebanho é de dificil
determinacdo, no entanto pode-se levantar a
hipdtese de que animais silvestres seriam a fonte
de transmissdo. Nessa propriedade, é comum
encontrar rebanhos de capivaras (Hidrochaeris
hidrochaeris) ao longo dos cursos de agua e nas
plantaces de milho e cana. Lord e Flores (1983)
isolaram B. abortus de capivaras que conviviam
com bovinos, na Venezuela, o que torna esse
animal um possivel reservatério. Cervideos e
outros animais silvestres, embora em menor
nimero, também podem estar presentes. No
entanto, Goncalves et al. (2009) argumentam a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre
0s cervideos silvestres serem efetivamente
reservatorio da doenca.
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Outra hipotese seria a contaminagéo por meio de
rebanhos vizinhos, ja que a doenca é endémica
na regido, onde a prevaléncia de rebanhos foi
estimada em 6,5% por Gongalves et al. (2009), e
este tipo de ocorréncia ja foi relatado em outros
paises por Baker e Faull (1967); Trueman et al.
(1979); Lapraik (1982) e Meat... (2009). Além
disso, Kellar et al. (1976) concluiram que
rebanhos infectados, distantes até 3km,
aproximadamente, de rebanhos livres, ainda
constituiam fator de risco. Entretanto, a
possibilidade de contato entre rebanhos, neste
caso particular, pareceu ser muito pouco
provéavel, uma vez que grande parte das divisas
da fazenda € constituida por mata fechada e
cursos d’agua que ndo permitem a passagem de
animais, e o0 restante por cercas bem
conservadas.

Independentemente da origem, somente 0S
animais 2418 e 6075 se infectaram. O tempestivo
sacrificio deles, antes que viessem a parir ou
abortar, parece ter contribuido decisivamente
para evitar a disseminagéo da doenga.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que, mesmo em condigdes de
baixo valor preditivo positivo, condicdo
encontrada em rebanhos livres, é possivel surgir
animais reagentes aos testes sorologicos para a
brucelose infectados por Brucella de origem
desconhecida,  constituindo-se  risco  para
disseminacdo da doenca dentro do prdprio
rebanho e para rebanhos vizinhos. No entanto,
sua eliminacdo tempestiva evita a disseminacéo a
outros animais.
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