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Este livro aborda as enfermidades do

Programa Nacional de Controle e Erradica-

cao da Brucelose e da Tuberculose Bovina —
PNCEBT -, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, e foi estruturado
em quatro capitulos, um glossario com
termos, siglas e abreviacoes e um indice
remissivo.

Nos capitulos 1 e 3, sao abordadas as
questoes relativas a epidemiologia e ao
controle da brucelose e da tuberculose
bovina, respectivamente. Versam sobre sua
situacao no Brasil e tecem comentarios
sobre a situacao mundial, além de abordar
alguns aspectos biologicos, morfolégicos e
patologicos dos agentes etiologicos envol-
vidos nessas enfermidades, e essas enfer-

midades como zoonose.
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Apresentacao

L/ma nova ordem mundial, consequente a globalizacao da econo-
mia, vem sistematicamente alterando as relacoes comerciais entre as na-
coes, estabelecendo interacoes dos diversos sistemas de producao e con-
sumo. Essas interacoes, por decorréncia, promovem a quebra de
paradigmas alfandegarios, e determinam que tao-somente sejam
admissiveis salvaguardas de ordem sanitaria as questoes mercantis inter-
nacionais dos produtos primarios, sob a eégide da promocao e da manu-
tencao da saude das culturas agricolas e dos rebanhos. A diversidade das
condicoes sanitarias entre os paises do mundo lhes impoe, além da voca-
cao para a producao de alimentos, a existéncia de condicoes satisfatorias
de competitividade em consonancia com as inumeras condicionantes sa-
nitarias vigentes. Soma-se a essa situacao a promocao da saude publica,
por meio do consumo de alimentos higidos, a saude ambiental e a dos
individuos.

Alem das invejaveis condicoes naturais brasileiras para a producao
agropastoril, ja vislumbrando a ocupacao de merecido destaque no con-
texto das nacoes produtoras de alimentos, o Brasil vem exercitando, ha
algum tempo, o aprimoramento de nossa producao pecuaria. O fato de
possuirmos o maior rebanho bovino comercial do planeta assume
significancia impar em razao, além de sua quantidade, da qualidade ge-
nética e das tecnologias empregadas na producao. Por si s tais vanta-
gens nao configuram, entretanto, a certeza de mercados.

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, consciente
de suas respoiisabilidades pelas promocao e manutencao da saude de
nossos rebanhos, vem logrando éxito em seus programas de combate as
enfermidades dos animais. Tal sucesso é conseqiiéncia da adocao de po-
liticas sanitarias claras, amplamente debatidas com o setor produtivo, bus-
cando, nas diversas opinioes, a definicao de propositos e objetivos, com-
partilhando decisoes e responsabilidades, envolvendo, enfim, todos os
elos da cadeia produtiva em um exercicio de cidadania, com respeito e
maturidade.

O Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tu-
berculose Bovina (PNCEBT) nao foge desse paradigma. A desejavel parti-



cipacao dos diversos pares que atuam nesse segmento da cadeia produti-
va é, sem duvida, o alicerce do Programa. O engajamento profissional
dos médicos-veterinarios, norteado por principios eticos e cientificos, esta
sendo constantemente estimulado e promovido, e nesse proposito € im-
periosa a participacao dos organismos de ensino e pesquisa agropecuaria,
de maneira a propiciar, nos termos definidos pelo Programa, conheci-
mentos teoricos e praticos, atualizados e suficientes ao bom desenvolvi-
mento das atividades e a consecucao dos objetivos do Programa.

Como em outras tantas ocasioes em que fora demandada, a Embrapa
Gado de Corte estreitou parceria com a Delegacia Federal de Agricultura
em Mato Grosso do Sul e o Departamento de Defesa Animal da Secretaria
de Defesa Agropecuaria do Ministério da Agdricultura, Pecuaria e Abaste-
cimento, habilitando-se desde o inicio como entidade apta a promover 0s
cursos de capacitacao ao credenciamento dos medicos-veterinarios en-
volvidos no PNCEBT.

Para o suporte didatico dessa acdao, a Embrapa Gado de Corte pro-
pos-se a dividir seus conhecimentos, multiplicando e potencializando seus
efeitos pela publicacao do livro Brucelose e Turberculose Bovina:
epidemiologia, controle e diagnostico. Obra de facil leitura e entendi-
mento, ricamente ilustrada, que consolida os mais recentes ensinamentos
da literatura cientifica sobre 0 assunto, ela com certeza se@ um marco
referencial do Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose
e Tuberculose Bovina. As abordagens claras e atualizadas dos assuntos
denotam o esmero e o0 zelo com que o livro foi produzido, envaidecendo
Nao apenas o0s seus autores e a Embrapa Gado de Corte, como também a
Medicina Veterinaria Sul-Mato-Grossense.

Heitor Walter de Lima
Chefe do Servico de Defesa Agropecuaria
Delegacia Federal de Agricultura em Mato Grosso do Sul



Prefacio

Em 2001 foi instituido, pelo Ministerio da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa), o Programa Nacional de Controle e Erradicacao
da Brucelose e da Tuberculose Bovina (PNCEBT), com os objetivos princi-
pais de reduzir a prevaléncia da brucelose e da tuberculose e criar um
numero significativo de propriedades certificadas como livres dessas en-
fermidades. Antes do Brasil, outros paises ja haviam iniciado campanhas
de controle e erradicacao dessas doencas. Alguns atingiram os seus obje-
tivos, enquanto outros persistem em alcanca-los. A organizacao do pro-
grama e os varios fatores inerentes aos agentes etiologicos, as condicoes
ambientais e de localizacao geografica podem ter sido determinantes para
0 sucesso das campanhas.

O diagnostico e a prevencao sao as principais ferramentas existen-
les para o controle da brucelose e da tuberculose bovina. Ainda que te-
nham sido criados novos métodos de diagnostico para essas enfermida-
des, e de imunizacao contra a brucelose, as tecnologias tradicionais con-
tinuam a ser utilizadas em varios paises. Isso porque as técnicas tradicio-
nais sao as unicas disponiveis, e, portanto, garantem a execucao das cam-
panhas além de serem economicamente viaveis.

A brucelose e a tuberculose bovina sao doencas infecciosas de gran-
de impactio para a cadeia produtiva da pecuaria bovina no Brasil e no
mundo, pois, além de determinarem sérios prejuizos diretos e indiretos
ao sistema produtivo, constituem importantes zoonoses, cujas distribui-
cao e dispersao tém aumentado a cada ano. Como forma de minimizar os
prejuizos e os impactos negativos determinados pela brucelose e tuber-
culose bovina, é necessaria também a transferéncia de conhecimentos,
tecnologias e solucoes no ambito das questoes de epidemiologia, con-
trole e diagnostico dessas enfermidades, com o proposito de contribuir
para o seu controle e sua erradicacao.

O presente livro foi estruturado em duas partes: uma contempla a
enfermidade brucelose bovina e a outra versa sobre a tuberculose bo-
vina. Para cada enfermidade, ha um capitulo relativo aos aspectos da



epidemiologia e do controle, e outro que trata do diagnostico. Esta
obra nao pretende ser um tratado sobre brucelose ou tuberculose, mas,
simplesmente, tem por objetivo proporcionar informacao atualizada da
epidemiologia, dos metodos de diagnostico tradicionais e modernos, e
de alternativas de controle dessas enfermidades. Como consequéncia des-
sas informacoes, espera-se criar uma analise critica sobre a necessidade
de participacao efetiva dos profissionais medicos-veterinarios no PNCEBT,
e de uma organizacao coordenada e integrada de apoio a esse programa
entre 0 Mapa, as instituicoes de pesquisa e as de ensino e a iniciativa
privada. Dessa forma, sera possivel gerar, adaptar, validar e disponibilizar
solucoes tecnologicas para o estabelecimento de sistemas de diagnosti-
co e de prevencao mais eficientes, a medida que o programa for desen-
volvido, para que a erradicacao e o controle dessas doencas ocorram
com o menor custo possivel e de forma eficaz. Assim, todas as criticas e
sugestoes dos leitores serao bem-vindas, pois poderao contribuir para o
aprimoramento da obra e o consequente aumento da produtividade da
cadeia produtiva da pecuaria bovina brasileira.

Os Editores
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Resumo

A brucelose bovina € uma enfermidade infectocontagiosa, causada pela bacteria
Brucella abortus, encontrada em diversas partes do mundo. E caracterizada por abor-
to no terco final da gestacao e infertilidade. Constitui, ainda, uma importante zoonose,
que ocorre especialmente em profissionais envolvidos com atividades pecuarias. A
transmissao entre animais da-se por ingestao de pasto e/ou agua contaminados com
secrecoes e restos de parto ou aborto de animais infectados. A vacinacao é a forma
mais eficiente de prevencao da brucelose e, no Brasil, a unica vacina oficialmente
disponivel utiliza a cepa atenuada B19 de B. abortus.

Palavras-chave: brucelose, Brucella abortus, bovino, controle, epidemiologia, doen-
ca.

Abstract

Bovine brucellosis is a wordwide spread infectious and contagious disease caused by
the bacteria Brucella abortus. This disease is characterized by lack of fertility and late
pregnancy abortion. Brucellosis is an important zoonosis that affects professionals
especially those involved with livestock. The transmission among animals occurs
mainly by ingestion of forage or water contaminated with secretions of parturition or
abortion wastes from infected animals. Vaccination is the most efficient method to
prevent brucellosis. In Brazil, the only available vaccine is made with attenuated B19
strain of B. abortus.

Key-words: brucellosis, Brucella abortus, cattle, control, epidemiology,
disease.
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Introducao

A brucelose bovina e causada pela bacteria Brucella abortus, que
provoca problemas reprodutivos, tais como aborto e infertilidade. As per-
das com a enfermidade refletem diretamente na lucratividade da explo-
racao pecuaria, causando serios prejuizos economicos e produtivos ao
agronegocio da bovinocultura.

Apesar da auséncia de levantamentos oficiais, estima-se que a
brucelose determina um prejuizo anual de, aproximadamente, 600 mi-
Ihoes de dolares na Ameérica Latina (Vieira, 2002). Na decada de 1970,
estudos assinalaram perdas da ordem de 230 milhoes de dolares, em 11
paises do continente americano (Serrao, 2001). No Brasil, em um estudo
realizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — Mapa -,
em 1971, estimou-se a cifra de 32 milhoes de dolares/ano com perdas
economicas acarretadas pela brucelose, considerando-se apenas o0s abor-
tos (Brasil, 2001).

Adicionalmente, a susceptibilidade do homem ao agente etiologico
tem relevante importancia. Segundo a Organizacao Mundial da Saude —
OMS —, estima-se que a cada ano surgem 500 mil novos casos de
brucelose humana, afetando principalmente pessoas envolvidas com a
bovinocultura (OMS, 2001).

Os dados de notificacoes oficiais, no territorio brasileiro, indicam
gue a prevaléncia de animais soropositivos se manteve entre 4% e
5% no periodo de 1988 a 1998. Em 1999, foram liberados pelo
Mapa 5,5 milhoes de doses de vacina contra brucelose, das quais 2,5
milhdes foram consumidas no Estado de Minas Gerais, em virtude de
esse Estado ja ter implantado um programa de vacinacao obrigatoria (Brasil,
2001).

Além das perdas decorrentes da menor produtividade dos bovinos
e da reducao da capacidade de trabalho dos seres humanos infec-
tados, ha risco do fechamento do comércio de carne bovina para ex-
portacao. Isso afetaria a balanca comercial do Brasil, pois a pecuaria
participa com uma porcentagem relevante do PIB, e ocorreria uma para-
lisacao da tendéncia de conquista de novos mercados internacionais como
tem ocorrido nos ultimos anos.

14
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Em virtude da importancia da enfermidade, os orgaos olficiais, a
comunidade cientifica e os pecuaristas concluiram que havia necessida-
de de se implantar um programa de controle.

O Mapa, por meio da Instrucao Normativa n" 2, de 10 de janeiro de
2001, institucionalizou e implementou o Programa Nacional de Controle
e Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose — PNCEBT. O objetivo desse
programa e baixar a prevaléncia e a incidéncia de casos de brucelose e
tuberculose, bem como criar um numero significativo de propriedades
certificadas como livres dessas infeccoes para que possam oferecer ao
consumidor produtos de baixo risco sanitario. Para tanto, foram
estabelecidas as seguintes propostas tecnicas:

 Vacinacao contra brucelose.
» Certificacao de propriedades livres de brucelose e tuberculose.

 Certificacao de propriedades monitoradas para brucelose e tu-
berculose.

« Controle do transito de reprodutores e normas sanitarias para par-
ticipacao em exposicoes, feiras, leiloes e outras aglomeracoes
de animais.

Credenciamento de medicos-veterinarios.

Diagnostico e apoio laboratorial.

Participacao do servico oficial.

Educacao sanitaria.

Caracteristicas biologicas e morfologicas de Brucelki sp.

A brucelose é uma enfermidade que acomete animais domesticos
e silvestres. Brucella foi considerado um género monotipico com espe-
cie Brucella melitensis e 0s biovares abortus, canis, neotomae, ovis e
suis (ICSB, 1988). No entanto, para melhor compreensao, sera adotada a
nomenclatura tradicional. Existem seis especies do género Brucella que es-
tao associadas a hospedeiros especificos ou preferenciais: Brucella abortus
(bovinos), Brucella suis (suinos), Brucella melitensis (caprinos), Brucella
neotomae (murinos), Brucella ovis (ovinos) e Brucella canis (caninos).

15
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B. melitensis ¢ a espécie que tem sido mais relatada infectando o ho-
mem, entretanto, outras espéecies caracterizam a brucelose como zoonose.
Brucella sp. € parasito intracelular facultativo, estando a patogenia e
a natureza da resposta imune fortemente relacionadas com esse fato

(Schurig, 2000).

Essa bactéria € um cocobacilo gram-negativo, sem capsula, imovel
e nao esporulado. Pode apresentar, em cultivo primario, morfologia co-
lonial lisa, rugosa ou mucoide. A membrana celular € composta de
lipopolissacarideos e contéem um polissacarideo (cadeia O) que possui
um importante papel no diagnostico sorologico da brucelose, pois € um
antigeno imunodominante. A maioria dos testes sorologicos € baseada
na deteccao de anticorpos contra a cadeia O de Brucella sp. (Schurig, 2000).

Epidemiologia e patologia

A enfermidade ocorre em diversos paises do mundo e encontra-se
amplamente distribuida. Consiste num grave problema de saude huma-
na, que acomete principalmente pessoas que manipulam carcacas
contamidas ou que ingerem leite nao pasteurizado (Radostits et al., 1994).

Seérios prejuizos econdOmicos sao causados em funcao, principal-
mente, de abortos, em geral no terco final da gestacao, com retencao de
placenta e descargas uterinas, e consequente eliminacao de brucelas
por via vaginal. Isso contribui para a infeccao dos animais que entram em
contato com essas secrecoes. Nos machos, em menor extensao, causa
orquite-epididimite e infeccao das glandulas anexas. Em ambos 0s se-
x0s, determina infertilidade (Radostits et al., 1994).

A susceptibilidade de bovinos a B. abortus é influenciada pela ida-
de, sexo e estagio reprodutivo do animal. Animais sexualmente maduros
e vacas prenhes sao mais sensiveis a infeccao do que animais imaturos
de qualquer sexo, sendo a brucelose, portanto, mais relacionada com a
maturidade sexual do que com a idade. A susceptibilidade aumenta com
a gestacao, principalmente em seu terco final. Esse fato pode ser expli-
cado pelo aumento da concentracao de eritritol no utero com o avancar
da gestacao, que desempenha um papel importante no tropismo da bac-
téria para esse orgao (Keppie et al., 1965; Samartino & Enright, 1992;
Radostits et al., 1994).

16
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Em todas as espécies de animais, inclusive no homem, as princi-
pais portas de entrada do agente sao a pele e as mucosas digestoria e
conjuntiva. Pastos, cochos de alimentos e aguas contaminadas pelas se-
crecoes, membranas fetais, fetos abortados ou bezerros recém-nascidos
acometidos pela doenca sao considerados os principais meios de disse-
minacao. A mucosa genital também pode ser uma porta de entrada, prin-
cipalmente quando utiliza o sémen contaminado na inseminacao artifici-
al (Radostits et al., 1994), pois este e depositado diretamente no interior
do utero, onde a bactéria encontra condicoes ideais para sua multiplica-
cao. A escolha do material a ser empregado na inseminacao deve ser
criteriosa quanto a sua procedéncia, pois a aquisicao de sémen oriundo
de reprodutores infectados consiste em fonte de contaminacao para as
vacas do rebanho.

Uma vez transpostas essas barreiras naturais, as brucelas sao usual-
mente drenadas para ganglios linfaticos regionais, 0s quais aumentam
de volume por causa da hiperplasia linfatica e reticulo- endotelial e da
inflamacao. A partir da via linfatica ou sangue, dissemina-se por todo o
organismo, colonizando orgaos ou tecidos ricos em células do sistema
reticulo-endotelial, como o utero (Thoen et al., 1983; Vasconcelos et al., 1987).

O estabelecimento da infeccao depende do inoculo, da viruléncia
da bactéria e da resisténcia do hospedeiro, a qual € determinada por
mecanismos imunoldgicos inatos e especificos (Kreutz et al., 2001).
A resisténcia natural é determinada por diversos genes. Estima-se que
cerca de 20% dos bovinos sao naturalmente resistentes a infeccao por
B. abortus. Nessa resisténcia ha a participacao de genes como o Nramp,
cuja funcao nao é totalmente conhecida, mas é sugerida, com relacao a
producao de oxido nitrico (Tizard, 1996). Fenotipicamente, a resisténcia
€ manifestada pela habilidade dos macrofagos limitarem a replicacao de
B. abortus (Price et al., 1990).

Bezerros nascidos de maes infectadas apresentam no inicio titulos
de anticorpos altos contra B. abortus, por causa da ingestao de colostro
(imunidade passiva). Esses titulos diminuem entre quatro e seis semanas
apos o nascimento. Tal fato €, em geral, interpretado como uma evidén-
Cia de que a infeccao nao se estabeleceu, porque os bovinos estao em
idade pré-pubescente, sendo naturalmente resistentes. No entanto, foi veri-
ficado o isolamento de B. abortus em bezerros sorologicamente negativos,
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entre quatro e seis semanas de idade, nascidos de maes infectadas. Sabe-
se, todavia, que em circunstancias naturais, esses animais sao detectados
como positivos quando atingem a puberdade. Provavelmente, as infec-
coes de bezerros passam a ocorrer no utero ou logo apos o nascimento,
permanecendo entao em estado latente, até a maturidade sexual. As pro-
vas sorologicas convencionais nesses animais resultam negativas ate oito
semanas antes do parto (Sutherland, 1980).

Deve-se suspeitar da ocorréncia de brucelose em rebanhos sem-
pre que ocorrerem abortos, principalmente, nos estagios finais de gesta-
cao. Entretanto, o aborto em bovinos pode ter varias causas, necessitan-
do, portanto, da realizacao de diagnostico diferencial. Apos a constatacao
da brucelose bovina, o controle da enfermidade baseia-se na separacao
imediata dos animais positivos do restante do rebanho e na vacinacao
das fémeas entre trés e oito meses. A vacina utilizada no Brasil € a elabo-
rada com a amostra 19 de B. abortus — B19.

Segundo o Departamento de Defesa Animal — DDA — do Mapa, o
ultimo diagnostico nacional de situacao da brucelose bovina foi realiza-
do em 1975 (Brasil, 2001), quando se estimou a prevaléncia de animais
soropositivos (Tabela 1).

Posteriormente, outros levantamentos sorologicos por amostragem,
realizados em alguns Estados (RS, SC, MS, MG, PR), revelaram variacoes
na prevaléncia de brucelose, a partir do ano de 1975 (Brasil, 2001). A
analise desses dados revela a tendéncia do decréscimo ou estabilidade
da prevaléncia da enfermidade nesses Estados (Fig. 1).

Tabela 1. Prevaléncia de bovinos soropositivos para brucelose no Brasil, de acordo com
a regiao, no ano de 1975.

Regiao Prevaléncia (%)
Sul 4,00
Sudeste 7,50
Centro-Oeste 6,80
Nordeste 2,50
Norte 4,10

Fonte: Brasil, 2001.
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Fig. 1. Dinamica da prevaléncia de brucelose bovina em alguns estados brasileiros, de
1975 até o ano de 1998.

Fonte: Brasil, 2001.

Vacinacao

A brucelose bovina pode ser controlada com um programa efetivo
de vacinacao. A vacina utilizada no Brasil é elaborada com a amostra 19
de B. abortus — B19 — (Tabela 2). O esquema consiste na vacinacao de
fémeas entre trés e oito meses de idade. Uma unica dose da vacina admi-
nistrada aos cinco meses de idade geralmente confere imunidade por
toda vida do animal, embora todas as fémeas vacinadas percam seus titu-
los de anticorpos entre 16 e 18 meses. Por causa da interferéncia dos
anticorpos colostrais, a vacinacao de animais até quatro meses nao € to-
talmente eficiente como apos o0s cinco meses de idade (Bishope et al., 1994).

Os animais que desenvolvem uma resposta imune eficiente medi-
ante a vacinacao tornam-se resistentes a infeccao, entretanto, essa prote-
cao é conferida em aproximadamente 70% dos animais (Nicoletti, 1990).

Em rebanhos contaminados foi empregada a vacinacao de animais
adultos com doses reduzidas da vacina B19, cerca de 1/20 da dose normal,
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que contém 10 x 10° organismos. Normalmente ha prevencao de abortos,
reduzindo dessa forma o efeito da enfermidade na produtividade do re-
banho. Entretanto, esse procedimento apresenta desvantagens, tais COmo
o controle da dose vacinal, porque o veterinario de campo nao tem con-
dicdes de realizar a contagem de colonias. Adicionalmente, persiste o
titulo residual dos anticorpos vacinais que confundem as provas sorologicas
mesmo que a brucela tenha sido eliminada (Davies et al., 1980; Radostits
et al., 1994). Por essa razao, esse procedimento nao e recomendado pelo

Mapa.

A vacinacdo ¢ de vital importancia e deve-se proceder com cautela,
pois a vacina contém um agente vivo e deve ser manipulada com cuidado
para se obter um resultado satisfatorio. A vacina deve ser conservada sob
refrigeracao e reconstituida apenas quando necessaria por médico-vete-
rinario. O material ndo utilizado deve ser descartado em local onde nao
exista risco de contaminacao.

Outra vacina que tem merecido atencao € a preparada com a amos-
tra rugosa de B. abortus, denominada RB51 (Tabela 2). Essa vacina foi de-

Tabela 2. Principais propriedades das vacinas utilizadas na imunizacao de bovinos
contra a brucelose.

vacinas
Propriedades
B19" RB51

Caracteristicas Colonia lisa, agente vivo, pouco Colonia rugosa, altamente atenuada

atenuada, alta viruléncia e estavel, menor viruléncia

Imunidade relativa por toda a vida

Vantagens Imunidade relativa por toda a vida do animal, protecao contra abortos,

do animal, prevencao do aborto, resisténcia a infeccao, nao induz a

resisténcia a infeccao infecao, nao é virulenta para

humanos, auséncia de titulos
vacinais residuais em provas
sorologicas

Auséncia de informacoes a respeito

Desvantagens ) SR de sua utilizacao pratica e real
Titulos vacinais residuais, potencial

risco de aborto na vacinacao de
animais adultos, virulenta para
humanos

eficiéncia nas condi¢coes brasileiras

" vVacina oficialmente reconhecida e disponivel no mercado brasileiro.
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senvolvida por Schurig et al. (1991), que, apos criterioso método de sele-
cao, obtiveram, por multiplicacao de uma amostra lisa e virulenta em
meio de cultura contendo rifampicina, uma amostra sem a cadeia O, por-
tanto rugosa, altamente atenuada e estavel. Apos imunizacao com a vaci-
na RB51, provas como o card test, aglutinacao em tubos, rivanol,
soroaglutinacao lenta com 2-mercaptoetanol — SAL-2ME —, fixacao de com-
plemento — FC —, imunoadsorcao enzimatica — ELISA — e fluorescéncia
polarizada — FPA — permaneceram negativas, independente da idade e
tempo pos-vacinacao dos animais, local de inoculacao, dose e freqiiéncia
das imunizacoes (Cheville et al., 1993). Segundo Cheville et al. (1993),
essa vacina também protege contra o aborto; € uma vacina estavel e me-
nos virulenta que a B19; nao induz infeccoes placentarias quando admi-
nistrada a animais gestantes e ndo é virulenta para o homem. Esta vacina
ainda nao € comercializada no Brasil, pois no momento esta sob avaliacao
do Mapa.

Consideracoes finais

E dificil estabelecer estratégias de controle ou erradicacao para a
brucelose bovina, pois 0s procedimentos a serem adotados variam, po-
dendo se encontrar rebanho com animais positivos por causa da infec-
cao natural, ou rebanhos nao infectados que apresentam reacoes positi-
vas por causa dos anticorpos vacinais, ou reacoes cruzadas com outros
microrganismos, principalmente Yersinia enterocolitica. Entretanto, alguns
pontos sao muito importantes, como a adocao de técnicas de diagnostico
viaveis e eficientes, cooperacao e esforco conjunto entre médicos-vete-
rinarios e laboratorios de diagnostico, registros precisos do rebanho nas
propriedades, educacao dos pecuaristas e da comunidade, estabeleci-
mento de medidas de manejo da enfermidade, controle do movimento
de animais na propriedade, eliminacao permanente dos animais
infectados, controle do sémen a ser utilizado na inseminacao artificial e
vacinacao das fémeas entre trés e oito meses de idade, como principal
medida (Cavallero, 1998).

A vacinacao com a B19 tem como principal fundamento a protecao
dos animais sadios que vivem em ambiente contaminado, propiciando
que os animais infectados sejam eliminados gradativamente. A vacina-
cao nao pode erradicar a brucelose, mas pode ser um ponto de partida
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para tal objetivo. A erradicacao requer que o animal infectado seja iden-
tificado pela sorologia, considerado como uma fonte de infeccao e eli-
minado do rebanho.

Com o controle e a erradicacao da brucelose, aumenta-se o ciclo
produtivo da pecuaria bovina, além da credibilidade da qualidade do
produto final, gerando uma maior aceitacao pelos consumidores do mer-
cado interno e externo, incrementando a lucratividade da pecuaria bovi-
na brasileira.
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Resumo

Os métodos de diagnostico da brucelose sao divididos em diretos e indiretos. Os
métodos diretos consistem no isolamento e identificacao da bactéria Brucella abortus
a partir de tecidos ou secrecoes de animais infectados. A reacdao da polimerase em
cadeia - PCR - tem sido desenvolvida para identificacao do género Brucellaou suas
diversas espécies. Os métodos indiretos ou sorologicos baseiam-se na deteccao de
anticorpos, produzidos perante a infeccao bacteriana. Os testes de aglutinacao, den-
tre eles o rosa-de-bengala, soroaglutinacao lenta com 2-mercaptoetanol e o teste
presuntivo rpido automatizado, nos quais ocorre a formacdao de complexos imunes
insoluveis, sao bastante utilizados para o diagnostico da brucelose bovina. A fixacao
de complemento é considerada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abas-
lecimento - Mapa - como 0 unico teste sorologico conclusivo para a brucelose
bovina no Brasil. Outros testes como 0s imunoenzimaticos e o ensaio homogéneo
de fluorescéncia polarizada apresentam elevada sensibilidade, e sao recomendados
pela Organizacao Internacional de Epizootias - OIE - para serem utilizados em
campanhas de controle da brucelose.

Palavras-chave: brucelose, Brucella abortus, diagnostico, sorologia.

Abstract

The methods of diagnosis of brucellosis may be direct or indirect. The direct
methods are based on the isolation and identification of the bacteria Brucella abortus
from tissues and secretions of infected animals. The indirect or serological
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methods are based on the detection of antibodies to B. abortus, which are produced
in response to the bacterial infection. The agglutination tests, such as the
2-mercaptoethanol test and the rapid automated presumptive test, based on the
production of insoluble immunocomplexes, are frequently utilized in the diagnosis
of bovine brucellosis. The immunoenzymatic tests and the fluorescence polarization
assay are utilized to increase the speediness and efficacy of the brucellosis diagnosis,
due to the high capability of detection of seropositive animals. The complement
fixation is considered by the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply -
Mapa - as the unique conclusive serological test for bovine brucellosis in Brazil.

Key words: brucellosis, Brucella abortus, diagnosis, serology.

Introducao

A brucelose bovina é caracterizada por abortos, principalmente no
terco final de gestacao e por elevados indices de infertilidade. Deste
modo, sempre que esses acontecimentos ocorrerem na propriedade deve-
se suspeitar de brucelose. Trata-se de uma doenca infectocontagiosa, de
ampla distribuicao geogrdfica, determinada pela bactéria Brucella abortus.

A confirmacao da ocorréncia da enfermidade é realizada em labo-
ratorio por meio de métodos diretos de diagnostico, nos quais se objetiva
o isolamento e a identificacao do agente etiologico a partir de material
obtido do animal suspeito. O material desses animais deve ser coletado
por técnicos e enviado, sob refrigeracao, ao laboratorio para ser proces-
sado. Apesar de dispendioso e lento, esses méetodos sao inequivocos e,
sempre que possivel, devem ser os métodos de eleicao.

Os metodos indiretos baseados na deteccao de anticorpos, princi-
palmente no soro, contra B. abortus constituem a alternativa mais usual
para o diagnostico da brucelose bovina.

Existem diversas provas sorologicas para o diagnostico da brucelose,
no entanto nenhuma é absolutamente precisa. Ademais, existem niveis
variaveis de sensibilidade e de especificidade, isso quando se comparam
0s resultados das provas soroldgicas com os obtidos por diagnostico dire-
to. Assim, deve-se buscar o teste que tenha alta sensibilidade e
especificidade relativas, isto €, que apresente uma percentagem de 100%
ou proxima de soros com reacao positiva de animais comprovadamente
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infectados e 0% ou aproximadamente de reacoes falso-positivas em ani-
mais reconhecidamente sem infeccao.

O diagnostico laboratorial e dividido em metodos diretos e indire-
tos. O metodo direto baseia-se no isolamento do agente a partir de teci-
dos de fetos abortados, placenta, exudatos vaginais, ganglios, leite e sé-
men (Poester, 1997). Os metodos indiretos ou sorologicos consistem na
deteccao de anticorpos no soro, no leite, no plasma seminal ou no muco
vaginal, e sao mais utilizados.

Diagnostico sorologico

O diagnostico indireto da brucelose pode ser realizado por meio
de varios testes, dentre eles o de rosa-de-bengala, prova da soroaglutinacao
lenta com 2-mercaptoetanol - SAL-2ME, teste presuntivo rapido
automatizado - rap test, ensaios de imunoadsorcao enzimatica - ELISASs,
ensaio homogéneo de fluorescéncia polarizada - FPA - e a fixacao de
complemento - FC.

O diagnostico sorologico nao deve ser realizado entre duas e qua-
tro semanas antes e apos o parto ou aborto, pois ocorrera um significativo
aumento dos resultados falso-negativos. Este incremento deve-se, prova-
velmente, a mobilizacao de anticorpos para o colostro e também para os
liquidos fetais (Poester et al., 1998).

Rosa-de-bengala

Os testes de aglutinacao sao largamente empregados no diagnosti-
co das infeccoes bacterianas, em particular as que envolvem bactérias
gram-negativas, tais como Brucella sp. O teste rosa-de-bengala, método
que utiliza o antigeno acidificado tamponado, € @pido e prtico, sendo
de alta sensibilidade, mas de menor especificidade quando comparado
as outras provas (Vasconcelos et al., 1987).

O antigeno € uma suspensao de B. abortusamostra 1119-3 inativada,
corada pelo rosa-de-bengala e diluida a 8% em solucao-tampao pH 3,65.
Esse antigeno é padronizado por comparacao com antigeno padrao de
referéncia do Mapa. Produz resultados satisfatorios como método dife-
rencial em soros de animais nao vacinados e suspeitos ao exame clinico,
em decorréncia de seu pH acido, que inibe algumas aglutininas
inespecificas (Vasconcelos et al., 1987).

27



Brucelose e tuberculose bovina

O método consiste na aglutinacao direta de anticorpo com o antigeno
particulado (bactéria), resultando na formacao de complexos insoluveis.
A aglutinacao das particulas indica a presenca de anticorpos especificos
para o antigeno (Fig. 1).

Arvtie orp ,

/v

Fig. 1. Representacao esquematica da
> < reacao de aglutinacao direta.
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Arte: Marcelo Furtado Madruga

A acidificacao da suspensao antigénica tem se mostrado eficiente
na reducao da reatividade da imunoglobulina da classe M — ISM - e,
simultanea, no aumento da capacidade aglutinante da IgG1. Desta forma,
em pH 3,65, a IgM é relativamente inativa, enquanto a 1gG1 é efetiva
(Vasconcelos et al., 1987).

Muitos paises utilizam essa prova para o diagnostico da brucelose
bovina por causa do seu baixo custo, facilidade e rapidez na execucao do
teste e também por evidenciar a infeccao precocemente (Radostits et al.,
1994).

Nesse teste, podem ocorrer reacoes positivas em animais nao
infectados, por causa de anticorpos vacinais e do colostro. Reacoes falso-
positivas também ocorrem por causa de erros laboratoriais ou reacoes
cruzadas com outras bactérias gram-negativas. A infeccao por Yersinia
enterocolitica sorotipo 09 representa a mais importante fonte de reacao
falso-positiva no diagnostico da brucelose animal (Ferraz, 1999). Experi-
éncias realizadas com anticorpos monoclonais revelaram que o sorotipo
09 de ¥, enterocolitica possui uma cadeia de lipopolissacarideo O idénti-
ca a de B. abortus, fator este responsavel pela ocorréncia das reacoes
cruzadas (Kittelberg et al., 1998; Garin-Bastuji et al., 1999).
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Para a execucao do teste, as amostras de soro sao examinadas usan-
do-se o0 antigeno acidificado tamponado', corado com rosa-de-bengala.
Sao misturados 30 uL do soro a ser testado com 30 plL de antigeno, em
placa de vidro reticulada, com quadrados de aproximadamente 2 cm’.
A mistura deve ser levemente homogeneizada durante 4 minutos, em
temperatura ambiente, para se observar a aglutinacao. Os animais cujas
amostras nao apresentarem aglutinacao, sao considerados soronegativos
(Fig. 2A), e as amostras que apresentarem reacoes visiveis de agluti-
nacao, em qualquer intensidade, sao consideradas positivas (Fig. 2B)
(Araujo et al., 2001).

A B

Foto: Robson F C. Almeida

Fig. 2. Reacao de aglutinacao direta pelo teste rosa-de-bengala para
deteccao de anticorpos contra Brucella abortus: A) amostra negativa;
B) amostra positiva.

Soroaglutinacao lenta com 2-mercaptoetanol

A soroaglutinacao lenta com 2-mercaptoetanol — SAL-2ME — € usa-
da como teste confirmatorio da enfermidade. Esse teste baseia-se no tra-
tamento previo do soro com uma solucao que contém 2-mercaptoetanol,
que destroi os anticorpos da classe IgM, mas nao atua sobre a I1gG, inati-
vando-a de forma significativa (Poester, 1997). Os resultados positivos
obtidos por este teste estdao relacionados com a infeccao, porém os resul-

" TECPAR - Instituto de Tecnologia do Parana.
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tados negativos devem ser definidos por outras provas de elevada
especificidade, sendo no Brasil indicada a fixacao de complemento
(Carrilho, 1984; Brasil, 2001).

Alguns inconvenientes encontrados na preparacao da prova
da SAL-2ME consistem na necessidade da utilizacao de grande numero
de tubos de ensaios e estantes para estes, e na demora em estabele-
cer os resultados (48 horas de incubacao). Um outro problema do teste
esta na toxicidade do 2-mercaptoetanol para o laboratorista, que deve
trabalhar em capela de exaustao e com mascara (Samartino et al., 1999a,
2000).

Para a realizacao do teste, devem-se colocar os soros em tubos de
ensaio, com auxilio da pipeta de Bang, nos volumes de 0,08, 0,04, 0,02,
0,01 e 0,005 mL. Em seguida adiciona-se, a cada tubo, 1 mL de uma solu-
cao de 2-mercaptoetanol diluida a 0,806% em salina. Apos
homogeneizacao, a mistura € incubada por uma hora em temperatura
ambiente e, em seguida, adiciona-se 1 mL de solucao do antigeno para
soroaglutinacao lenta, diluido a 2% em salina. Incuba-se a mistura a 37°C
durante 48 horas. Os volumes de soro e antigeno descritos correspondem
as diluicoes de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400.

A leitura é realizada contra um fundo escuro, com o auxilio de uma
fonte de luz. Considera-se a reacao completa ou positiva quando ocorre
aglutinacao completa no fundo do tubo, a qual nao se dissolve sob agita-
cao, e o restante da coluna esta limpido; reacao incompleta, quando ocor-
re aglutinacao parcial no fundo do tubo, e reacao negativa, quando a
coluna fica turva e os depositos sao dissolvidos mais facilmente. Os soros
com titulos iguais ou superiores a 25 sao considerados positivos, para
fémeas com idade superior a 24 meses, vacinadas entre trés e oito meses
de idade; e para fémeas ndao vacinadas e machos com idade superior a
oito meses (Araujo et al., 2001).

Os resultados dessa prova como confirmatorio para dois testes de
triagem (rosa-de-bengala e o rap testf), em experimento realizado na
Embrapa Gado de Corte, sao apresentados na Tabela 1.

A diferenca no porcentual de positividade no rosa-de-bengala e no
rap test em relacao a SAL-2ME pode ter ocorrido por causa de uma even-
tual participacao de imunoglobulinas da classe I9M nos dois primeiros
testes sorologicos.
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Tabela 1. Aplicacao da SAL-2ME como teste confirmatorio em 99 amostras positivas nos
testes rosa-de-bengala e zap fest ou em pelo menos um dos ensaios.

Testes
Avallacao Rosa-de-
Rap test SAL-2ME
bengala
Animais soropositivos por prova / Total de 85/99 89/99 69/99

animais soropositivos

Animais soropositivos por prova (%) 85.8 89,9 69,9

fonte: Almeida, 2001.

Teste presuntivo rapido automatizado

Para a realizacao do teste presuntivo apido automatizado — rap test,
utiliza-se do mesmo antigeno acidificado tamponado descrito para o tes-
te rosa-de-bengala. Portanto, o rap fest esta passivel de sofrer os mesmos
inconvenientes que a prova rosa-de-bengala, descrita anteriormente.

Um problema comum nos ensaios sorologicos € a qualidade das
amostras, porque muitas chegam ao laboratorio hemolisadas e podem
formar aglutinacoes inespecificas (Vasconcelos et al., 1987). No caso do
rap test, a interferéncia da hemolise nos resultados € mais evidenciada,
pois ao adicionar o antigeno, a viscosidade e a coloracao da reacao inten-
sificam-se, o que aumenta a porcentagem de reacoes falso-positivas. 1sso
ocorre porque o resultado é obtido por meio de leitura da diferenca de
absorbancia (Almeida, 2001). Outro inconveniente para a implantacao do
rap test é o seu alto custo inicial, pois a sua aplicacao requer a aquisicao
de equipamentos, como o homogeneizador?, o espectrofotometro’ para
microplacas, as microplacas de 96 orificios com fundo em “U” e o
microcomputador. Por isso, esta prova dificiimente podem ser realizada
no campo.

As vantagens do rap test estao na automacao (Fig. 3) e na possibili-
dade de analisar um grande nimero de amostras a0 mesmo tempo e
eliminar erros técnicos na interpretacao dos resultados.

¢ Modelo Autolex Model 2342 Rotator, Bio Tek.
' Modelo ELx 808 Microplate Reader, Bio Tek.

31



Brucelose e tuberculose bovina

Para execucao desse exame, desenha-se 0 mapa da microplaca de
96 orificios no computador, para definir a localizacao das amostras-teste
(Fig. 4). Colocam-se 30 L de cada amostra de soro nos orificios das linhas
A a H, colunas de 1 a 10, da microplaca. A coluna 11 permanece vazia € a
coluna 12 sera usada com os sorocontroles negativo e positivo (Fig. 5),
conforme padronizacao prévia no programa. Em seguida, pipetam-se
30 uL do sorocontrole negativo no centro dos orificios 12A, 12B e 12C,
fazendo da mesma forma com o controle positivo nos orificios 12D, 12E e
12F (Fig. 4). Utilizando uma micropipeta multicanal, acrescentam-se
20 uL do antigeno em cada orificio com as amostras e os controles. De
imediato, introduz-se a microplaca no espectrofotometro para a leitura
inicial, sob filtro de 690 nm, a qual ficara armazenada na memoria. Apos,
coloca-se a microplaca no homogeneizador por 10 minutos, permitindo
que a aglutinacao se concentre no centro do orificio. Passado o tempo,
coloca-se a placa em superficie plana e, em 20 minutos, 0 programa vai
requisita-la para a leitura final.

(B RON
| -

Foto Robsan F C Almeida

Fig. 3. A) espectrofotometro para microplacas utilizado na leitura do ensaio rap test;
B) detalhe para a microplaca com reacoes negativas (= orificios superiores) e reacoes
positivas (= orificios inferiores).

A determinacao dos soros positivos e negativos é obtida pela com-
paracao da porcentagem do grau de aglutinacao com os valores de refe-
réncia armazenados no banco de dados do programa. A variacao entre a
primeira e a segunda leitura indicara a porcentagem de aglutinacao: as
amostras com 5% ou mais de aglutinacao sao consideradas positivas, e as
amostras abaixo de 5% sao negativas.
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Fig. 4. Representacao esquematica de uma microplaca de 96 orificios utilizada
no rap test, com o mapa da alocacao dos sorocontroles (coluna 12): negalivos

(orificios 127, 128 ¢ 120) e positivos (orihicios 12D, 121 e 12F).
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Arte: Marcelo Furtado Madruga
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Fig. 5. Representacao esquemaltica de um ensaio de imunoadsorcao enzimatica indi-
reta para pesquisa de anticorpos contra Brucella abortus.

Em um estudo realizado na Embrapa Gado de Corte com soros de
989 vacas, comparando o teste rosa-de-bengala e o rap test, encontraram-
se 8,6% (85/989) e 9% (89/989) de animais soropositivos, respec-
tivamente (Almeida, 2001). A auséncia de uma diferenca significativa
entre os dois testes deve ser levada em consideracao na escolha de utili-
zacao dos mesmos. Deve-se optar por aquele que melhor se adapte as
condicoes em que serd implantado, analisando 0 numero de exames a
serem realizados e o custo, pois 0s testes apresentam performance similar.

Apesar de a prova com o antigeno acidificado tamponado apresen-
tar alta sensibilidade, esta pode apresentar, em rebanhos onde a infeccao
ocorre em niveis reduzidos, prevaléncias maiores do que a real, por cau-
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sa da baixa especificidade da prova. Nessa sltuacao, os animais devem
ser submetidos a um teste confirmatorio (Radostits et al., 1994).

Ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica

Os ensaios de imunoadsorcao enzimatica — ELISAs — podem ser
utilizados como provas de rastreamento suplementar durante um progra-
ma de erradicacao (Radostits et al., 1994; Poester et al., 1998). Duas mo-
dalidades de ELISAs sao utilizadas no diagnoéstico da brucelose bovina: o
ELISA indireto — IELISA — e 0 ELISA competitivo — CELISA.

A) ELISA indireto

O ELISA indireto — iELISA — ¢ uma prova na qual o antigeno (lipo-
polissacarideo - LPS) € Imobilizado (Fig. 5) passivamente sobre uma
microplaca de poliestireno de 96 orificios. Tal procedimento € chamado
de adsorcao (Nielsen & Kwok, 1995). Posteriormente, a microplaca € in-
cubada por um periodo de 18 a 20 horas, em temperatura ambiente, e
depois € lavada com uma solucao isotdnica, usualmente tampao salino
fosfatado — PBS —, uma série de vezes para remo¢ao dos materials
inespecificos. A seguir, adicionam-se 0s soros a serem testados e 0s con-
troles negativos e positivos, previamente diluidos, e incuba-se novamen-
te por um determinado tempo a 37°C. Depois, lava-se a microplaca. Se o
soro testado contém anticorpos contra B. abortus, forma-se um complexo,
que sera detectado pela adicdao de uma antiimunoglobulina conjugada a
uma enzima. O conjugado mais utilizado € um anticorpo monoclonal de
camundongo anti-IgG bovina, marcado com a enzima peroxidase. Entre-
tanto, pode também ser usado um anticorpo de coelho anti-IgG1 bovina,
marcado com a mesma enzima. Adicionado o conjugado, procede-se nova
incubacao a 37°C e, em seguida, a fase de lavagem. Deve-se entao agre-
gar o cromogeno acido 2,2 - azino dimetilbenzotiazolino sulfénico — ABTS
—, 0 qual muda de cor quando o substrato — H,O, — ¢ catalisado (Fig. 5). A
intensidade de cor € medida automaticamente por um espectrofotdmetro,
sob filtro de 414 nm, e os resultados sao obtidos por meio da andlise da
densidade Optica (Saravi et al., 1995; Poester et al., 1998).

A intensidade de cor reflete a concentracao de anticorpos especifi-
COS NO soro, assim esse teste ndo tem a capacidade de diferenciar
anticorpos vacinais daqueles provocados por uma infeccao natural (Poester
et al., 1998).
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B) ELISA compelitivo

Esta € uma prova baseada na competicao entre duas populacoes de
anticorpos por um numero limitado de determinantes antigénicos. Nesse
tipo de ensaio, 0 antigeno € imobilizado na placa e 0 soro a ser testado é
colocado junto com um soro de especificidade conhecida. Apos um peri-
odo de incubacao, se o soro for positivo, tera a preferéncia para combi-
nar-se com o antigeno, dando como resultado um menor desenvolvimen-
to de cor (Fig. 6). O grau de competicao ¢ diretamente proporcional a
concentracao de anticorpos no soro, que sera mensurada mediante a adi-
¢ao de um soro caprino anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase. A auséncia de cor indica a presenca de anticorpos contra
brucela no soro (Fig. 6) (Nielsen & Gall, 1998). Samartino et al. (1999a)
analisaram 500 amostras de soro de um rebanho de animais negativos,
por CELISA e iELISA e obtiveram especificidades de 99,8% e 96,6%, res-
pectivamente. Também analisaram 1.000 amostras de animalis vacinados
com a cepa B19 e obtiveram especificidade de 97,5% para o CELISA e
95,8% para o iELISA. Ao avaliarem a sensibilidade, utilizaram 1.000 amos-
tras de animais infectados e obtiveram 97,5% e 98,2% para o CELISA e
iELISA, respectivamente.

Adicao de soro Adicao de anticorpo especifico é’
teste positivo marcado com enzima g
0a® 0o 5 566 & Substrato S
r ‘l\ e ly{\ l\ ’»\" FAY / %
1 ! | . { k- . =T LE
i | L o ' 1 : o ' , i o r | o .. / o §
I | | # | » 7 ! f g | g
aiee SRS aifled Rl e |
Antigeno Lavagem Lavagem Reagao positiva
adsorvido - :
Adigcao de anticorpo
Adicao de soro especifico marcado
teste negativo c%m ei;wzima
0
’o\?\" ’o‘ ?ﬂ" R ’ Q" 16‘ Subs/trato
Antigeno Lavagem Lavagem Reagdo negativa
adsorvido

Fig. 6. Representacao esquematica de um ensaio de imunoadsorcao enzimatica
competitivo para pesquisa de anticorpos contra Brucella abortus.
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Os testes imunoenzimaticos, por sud elevada sensibilidade e
especificidade, sao provas que poderao ser ferramentas importantes para
uma rapida reducao da prevaléncia de B. abortus nos rebanhos com alto
indice de infeccao, ou para serem utilizados nas fases avan¢adas do pro-
grama de controle, quando as prevaléncias estiverem baixas. A prepara-
cao de anticorpos monoclonais tem incrementado a especificidade e sen-
sibilidade dos testes sorologicos.

E importante salientar que no Brasil as provas imunoenzimaticas
nao sdao oficialmente reconhecidas no diagnostico da brucelose bovina,
estando seu uso restrito apenas a pesquisa, embora sejam provas oficiais
da OIE.

Ensaio homogéneo de fluorescéncia polarizada

O ensaio homogéneo de fluorescéncia polarizada — FPA — foi desen-
volvido para a deteccao de numerosas substancias, incluindo drogas ilici-
tas e hormonios (Clark et al., 1992; Cody & Schwartzkopf, 1993), e varias
macromoléculas (Urios & Cittanova, 1990). Nielsen et al. (1996) adaptaram o
FPA para o mensuramento de anticorpos produzidos contra 8. abortus.

O FPA descrito para diagnosticar a brucelose necessita de um leitor
ou analisador de fluorescéncia polarizada conectado a um
microcomputador (Fig. 7). A andlise automatica dos dados, a leitura e o
calculo dos resultados sao obtidos em unidades de milipolarizacao — mP
—, sendo adaptada para realizacdo da prova em campo, incrementando o
diagnostico rapido e eficiente da brucelose bovina (Nielsen et al., 2001).

Foto: Robson F. C. Aimeida

Fig. 7. A) leitor de fluorescéncia polarizada conectado ao computador; B)
detalhe para tubo de amostra em seu local de insercao para leitura.
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A premissa do FPA e que uma molécula em solucao sofre rotacao
aleatoria em uma taxa Inversamente proporcional ao seu tamanho. A taxa
de rotacao pode ser medida nos planos vertical e horizontal usando um
marcador fluorescente e luz polarizada. Quando moléculas fluorescentes
sdo excitadas com luz polarizada em um plano, elas emitem luz no mesmo
plano polarizado, contanto que a molecula permaneca estaciondria durante
a fase de excitacao. Entretanto, se a molécula excitada sofrer rotacao, a luz
e emitida em um plano diferente daquela da excitacao inicial. Se uma luz
¢ emitida verticalmente para excitar um fluoroforo, a intensidade de luz emiti-
da pode ser monitorada tanto no plano vertical original quanto no horizontal.

O grau com que a intensidade de emissao muda do plano vertical
para o horizontal esta relacionada com a mobilidade da molécula marcada
com o0 fluoroforo. Se as moléculas marcadas com o fluoréforo sao muito
grandes, elas se movem pouco durante o intervalo de excitacao, e a luz
emitida permanece altamente polarizada quanto ao plano de excitacao.
Se as moléculas marcadas com fluoroforo sao pequenas, elas sofrem ro-
tacao mais rapidamente, e a emissao de luz resultante é despolarizada
comrelagao a fase de excitacao. A taxa de rotacao de um pequeno antigeno
marcado sofre alteracao se um anticorpo esta ligado a ele e essa mudan-
ca na rotacao pode ser medida (Fig. 8) (Araujo et al., 2001).

Incidéncia de
A) luz polarizada

l = Amostra negativa

— —

Rotacao rapida

Antigeno livie  |ncidencia de .
do antigeno

marcado com  |uz polarizada

; .
B) luoroforo = Amostra

negativa
——— S—————n

Rotacao lenta

Antigeno livre do antigeno

marcado com  Antigeno marcado
fluoroforo ligado ao anticorpo

Fig. 8. Representacao esquematica de um ensaio de fluorescéncia pola-
rizada para pesquisa de anticorpos contra Brucella abortus: A) reacao
negativa; B) reacao positiva.

fonte: Araujo et al., 2001.
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Para a execucao do ensaio, utiliza-se o antigeno de brucela
(polissacarideo-O) marcado com Isotiocianato de fluoresceina. O peso
molecular médio do polissacarideo-O é de 22,5 kDa, portanto pequeno.
O controle branco e os padroes de baixa e alta polarizagao sao medidos
previamente por meio de um leitor de fluorescéncia polarizada. Os pa-
droes de baixa e alta polarizacao devem estar com indices entre 23 e
27 mP e acima de 360 mP, respectivamente. O antigeno € adicionado
(10 pL) @ um tubo onde se diluiram 20 pL do soro a ser testado em 1 mL
de uma solucdo-tampao (0,01 M tris-HCl, pH 7,2, contendo 0,15 M de
NaCl, 10 mM de EDTA e 0,05% de IGEPAL 630). Depois da adicao do
antigeno, qualquer anticorpo contra 8. abortus reagira com ele, aumen-
tando o tamanho da molécula, fazendo com que o antigeno marcado
gire mais lentamente. A diferenca entre a medida da fluorescéncia nati-
va antes e depois de misturado ao soro indica a concentra¢ao de anticorpos
da amostra (Samartino et al., 1999b, Nielsen et al., 2001).

Nielsen et al. (1996) avaliaram a sensibilidade e a especificidade
do ensaio antes e depois de decifradas as amostras dos soros a serem
testados e chegaram aos seguintes resultados: usando um cut-off de
107,2 mP, o ponto estimado de sensibilidade e especificidade, depois de
testadas todas as amostras, fol de 98,2 + 1% e 99,8 + 0,9%, respectiva-
mente. Depois de diagnosticadas e retestadas as amostras positivas, o
valor de sensibilidade aumentou para 98,5 + 1%.

Na analise de 560 amostras de soro bovino, provenientes do Mexi-
co, utilizando um cut-offde 89,9 mP, encontraram-se valores de sensibi-
lidade e especificidade de 99% e 96,9%, respectivamente (Dajer et al.,
1999).

A avaliacao de 81 amostras de soros positivas para anticorpos con-
tra B. abortus nos testes rosa-de-bengala e rap test, pelos testes da SAL-
2ME e FPA, na Embrapa Gado de Corte, demonstrou os resultados apre-
sentados na Tabela 2.

A elevada capacidade de deteccao dos animais soropositivos nos
testes de triagem, rosa-de-bengala e rap test, pelo FPA, deixa este em
posi¢ao de destaque no diagnostico da brucelose bovina. Por causa da
praticidade, simplicidade e rapidez na execucao, o FPA pode ser um im-
portante aliado em programas de controle da doenca. Ressalta-se que,
no referido trabalho, os trés animais negativos no FPA também foram
negativos na SAL-2ME.
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Tabela 2. Comparacao entre os resultados do FPA e SAL-2ME, em 81 amostras positivas

nos testes do rosa-de-bengala e rap test.
Tesles
Avaliacao
FPA SAL-2ME
Animais soropositivos por prova / Total de 78/81 69/81
animais soropositivos
Animais soropositivos por prova (%) 96,3 85.2

O FPA tem demonstrado ser um ensalo altamente preciso para
deteccao de anticorpos contra B. abortus, executado em apenas 5 minu-
tos, podendo ser realizado em condi¢coes de campo (Samartino et al.,
1999b).

Fixacao de complemento

A prova de fixacao de complemento — FC — € muito sensivel e espe-
cifica, raramente apresenta reacoes cruzadas e pode auxiliar na diferen-
ciacao entre titulos vacinais daqueles causados pela infecgdo. Os titulos
de anticorpos na FC nao diminuem a medida que a doenca se torna croni-
ca e, com frequéncia, apos uma infeccao natural, o teste demonstra ni-
vels diagnosticos mais rapidamente que os testes de aglutinacao em pla-
cas ou tubos. A crescente utilizagao da automagao para o diagnostico da
enfermidade tem permitido maior rapidez e precisao para executar a FC.
Esta é considerada a prova que melhor associacdo tem com 0s animais
infec-tados por B. abortus, sendo o teste mais proximo de ser definitivo
(Radostits et al., 1994).

A FC vem sofrendo algumas modificacoes e tem sido padronizada e
adaptada ao sistema de microplacas. Entretanto, possui a desvantagem de
nao estar padronizada internacionalmente (Bishope et al., 1994).

O Mapa considera a FC como 0 unico teste sorologico conclu-
sivo para a brucelose bovina. Também é o mais indicado como
teste confirmatorio no caso de animais vacinados aos 18 meses de idade
(Mathias et al., 2001).
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Consideracoes finais

Os testes disponiveis permitem estabelecer uma estratégia
de utilizacao das diferentes técnicas de diagnostico sorologico com
0 objetivo de controle e erradicacao da brucelose. Por tratar-se de
um trabalho com rebanhos de bovinos, a avaliacao Iniclal deve ser
realizada por um teste de baixo custo, de facil execu¢ao, @pldo para
obtencao dos resultados, com sensibilidade elevada e uma boa
especificidade. Assim, o teste com antigeno acidificado tamponado pre-
enche estes requisitos. A automacao deste teste, como € 0 caso do rap
test, seria uma alternativa a ser utilizada em laboratoérios com alta deman-
da de analise, por causa da rapidez de execu¢do de um grande numero
de soros.

Existem varios testes confirmatorios, como descritos neste capitulo.
A opcao por um deles deve ser baseada naquele que apresentar a melhor
especificidade. Entretanto, fatores econdmicos e a disponibilidade do teste
devem ser considerados, e por isso, possivelmente, o Programa Nacional
de Controle e Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose — PNCEBT —
tenha optado pelo teste de aglutinacao lenta com 2-ME. Outros testes,
como a imunoadsorcao enzimatica indireta e competitiva e a fluorescéncia
polarizada, apresentam elevada sensibilidade e maior rapidez na obten-
cao dos resultados. Particularmente, o ultimo teste pode ser realizado no
campo, sem a necessidade de estrutura de laboratorio, e o resultado é
obtido em apenas 2 minutos.

No Brasil, a PCR nao tem ainda uma ampla aplicagao, mas, como
pode ser utilizada para o diagnostico da brucelose e para caracterizagao
de isolados, o que € de relevante Importancia epidemioldgica, esta técni-
ca poderia ser implantada nos laboratoérios de referéncia. A principal jus-
tificativa para Isso e a relativa rapidez com que sao obtidos os resultados,
quando comparados com o isolamento e caracterizacao da Brucella sp.
por meio do cultivo /n vitro.

A estrategia Inicial do PNCEBT esta correta, entretanto, ha ne-
cessidade de construir uma base de conhecimento e disponibilidade de
metodos de diagnostico que torne a campanha mais eficiente apos a fase
inicial.
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Resumo

A tuberculose bovina ¢ uma enfermidade disseminada em varias partes do mundo,
causada por Mycobacterium bovis, um bacilo alcool-acido resistente, de crescimen-
to lento. Os principais hospedeiros de A1. bovissao 0s bovinos, 0s suinos, os cervideos
e 0 homem. Em bovinos, a transmissao ocorre principalmente pela via respiratoria e
em rebanhos com alta densidade populacional. A transmissao de bovinos para o
homem ocorre pela ingestao de leite cru de vacas infectadas. Apos a infeccao pela
via respiratoria, os pulmoes e os linfonodos drenantes sao os primeiros 0rgaos a
serem afetados. Quando a infeccao se da por via digestoria, as lesoes iniciais sao
encontradas no sitio de entrada dos bacilos, principalmente nos linfonodos faringeanos
e mesentéricos. Entretanto, a tuberculose pode afetar qualquer orgao. No foco inici-
al da infeccao, umainfiltracao de macréfagos com morfologia diferenciada, denomi-
nados células epitelidides, circundados por linfocitos, monocitos e outras células
sanguineas, é visivel. As células epitelioides, em geral, fundem suas membranas,
formando células gigantes multinucleadas. Com a evolucao da lesao, uma area de
necrose caseosa central e fibrose periférica € formada. Esse tubérculo pode
freqiientemente estar calcificado. No Brasil, o controle da tuberculose bovina é feito
por uma série de medidas, que incluem a certificacao de rebanhos livres, treina-
mento de médicos-veterinarios para diagnostico em campo, certificacao de labora-
torios de diagnastico e campanhas publicas de educacao sanitaria.

Palavras-chaves: tuberculose, bovino, Mycobacterium bovis, epidemiologia, con-
trole.
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Abstract

Bovine tuberculosis is a widespread disease caused by Mycobacterium bovis, an
alcohol-acid resistant, slow growing bacillus. The main hosts of M. bovis are bovine,
swine, deers and humans. In cattle, the transmission occurs mainly via the respiratory
track, especially in high population density herds. Transmission from cattle to man
occurs mainly by ingestion of raw milk from infected cows. Following the infection
by the respiratory track, the lungs and the draining lymph nodes are the first organs
affected. When the infection occurs via the digestive tract, the first lesions are found
at the entrance site of the bacilli, mainly in the pharyngeal and mesenteric lymph
nodes. In generalized tuberculosis, the lesions can be found in any organ. At the
initial focus of the infection, an infiltration of morphological distinct macrophages,
called epitelioid cells, surrounded by lymphocytes, monocytes and other blood cells,
is frequently visible. The epitelioid cells often fuse their membranes to form a giant
multinucleated cell. With the evolution of the lesion, a central caseous necrotic area
and peripheral fibrosis is formed. This tubercle can often be calcified. In Brazil, the
control of bovine tuberculosis involves a series of measures, including certification
of free herds, training of veterinary surgeons for field diagnosis, certification of
laboratories for diagnosis and public health education campaigns.

Key words: tuberculosis, cattle, Mycobacterium bovis, epidemiology, control.

Introducao

A tuberculose é uma enfermidade infecciosa e cronica de bovinos,
que acomete outras especies de animais de exploracao zootécnica,
animais silvestres livres ou em cativeiro, e também o homem. E caracteri-
zada por uma evolucao inicial, em geral subclinica, evidenciando sinto-
mas apenas quando 0s 0rgaos atingidos apresentarem comprometimen-
tos (Gutiérrez et al., 1998).

As micobacterias causadoras da tuberculose em mamiferos fazem
parte do complexo Mycobacterium tuberculosis, um grupo de quatro es-
pécies inter-relacionadas, constituido por M. tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium africanum e Mycobacterium microti (Wards et al.,
1995). Mycobacterium tuberculosis é o agente etiologico da tuber-
culose humana, enquanto que os bovinos desenvolvem a tuberculose
quando infectados por M. bovis. Os bovinos ndao adoecem quando
infectados pelas outras micobactérias patogénicas para mamiferos (Moda
et al., 1996).
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A tuberculose bovina, como a humana, reassumiu grande impor-
tancia em todo o mundo, com destaque 0s paises em desenvolvimento,
alcancando indices acima de 1% (Roxo, 1997). A Organizacao Mundial da
Saude declarou a tuberculose como “emergéncia global”, tendo em vista
as mais de 30 milhoes de mortes em humanos causadas por essa enfer-
midade na ultima década. Dez milhoes dessas mortes tinham a associa-
cao de tuberculose com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida - AIDS -
(Associacao Brasileira de Buiatria, 2002a). O surgimento da AIDS colabo-
rou para o aumento no numero de novos casos de tuberculose e no risco
de manifestacoes da doenca em humanos, tanto por M. tuberculosis como
por M. bovis (O’Reilley & Daborn, 1995; Roxo, 1997).

O numero de casos de tuberculose em humanos no Brasil, em 1996,
atingiu 80.000. Estima-se em 5% a porcentagem de casos de tuberculose
em humanos de origem bovina para paises em desenvolvimento. Desta
forma, 4.000 casos de tuberculose em humanos eram de origem bovina
(Associacao Brasileira de Buiatria, 2002a).

Segundo dados de 1991 da Organizacao Pan-Americana de Saude,
7.000 novos casos anuais de tuberculose humana na Ameérica Latina fo-
ram causados por M. bovis (Scorpio et al., 1997). Estimou-se para 0 ano
2000 a morte, por tuberculose, de cerca de trés milhoes e quinhentas mil
pessoas em todo o mundo, um aumento de 39% em relacao a 1990 (Scorpio
et al., 1997). Na ocasiao, M. tuberculosis era apontado como o principal res-
ponsavel pelos novos casos de tuberculose e mortes, porém uma desconhe-
cida e importante proporcao seria causada por M. bovis (Cosivi et al., 1998).

No entanto, € muito dificil precisar 0 numero de casos de tubercu-
lose de origem bovina em humanos, pois ha grande desinformacao da
classe médica a respeito do potencial zoonotico da tuberculose bovina.
Um outro agravante e que o diagnostico de rotina em humanos nao per-
mite diferenciar M. tuberculosis de M. bovis; mesmo quando realizado o
cultivo, tendo em vista que nao é usual o emprego dos meios de cultura
adequados para M. bovis (Associacao Brasileira de Buiatria, 2001, 2002a).

Mesmo sendo a prevaléncia da tuberculose causada por M. bovis
na populacao humana pouco conhecida, e raramente quantificada, € sa-
bido que a participacao desse agente € relevante para o surgimento de
NOVOS casos. Esse crescimento tem maior importancia em regioes onde a
ocorréncia de tuberculose bovina é alta e o consumo de leite e derivados
e realizado na forma /n natura (Jorge, 2001).
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Em relacdo ao agronegocio, o controle e a erradicacao da tubercu-
lose bovina sao justificados pelo impacto negativo da doenca na produti-
vidade pecuaria e pela necessidade de se manter o comercio de carne e
produtos de origem animal com outros paises. Para tanto, entrou em vi-
gor no Brasil, a partir de 2001, o Programa Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose - PNCEBT -, cuja proposta e
diminuir a prevaléncia e a incidéncia dessa enfermidade, atingindo
um numero significativo de propriedades certificadas como livres da
doenca.

Caracteristicas biologicas e morfologicas de
Mycobacterium sp.

As micobactérias sao classificadas taxonomicamente como mem-
bros da ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género
Mycobacterium, com 71 espécies descritas. Apresentam-se como bacilos
pequenos e sem mobilidade, aerobios, nao esporulados, nao capsulados
e nao flagelados. Sao bacilos alcool-acidos resistentes — BAAR —, isto e,
quando corados pela fuccina a quente, resistem a descoloracao com
alcool-acido (coloracao de Ziehl-Neelsen), sendo esta sua caracteristica
mais comum. Na baciloscopia, M. bovis aparece como cocobacilo de
coloracao vermelho intensa, medindo de 0,3 a 0,6 um de largura por 1 a
4 um de comprimento (Corner, 1994).

As micobactérias apresentam uma parede celular complexa, cons-
tituida por 60% de lipideos, como acidos micolicos e micosideos, e por
polipeptidios. A parede celular é formada pela membrana citoplasmatica
em sua face interna, uma camada intermediaria de peptidoglicanos e uma
camada externa de acidos micolicos especificos ligados ao acucar
arabinogalactano, formando o complexo micolilarabinogalactano. Esse
complexo impermeabiliza a superficie da micobactéria, tornando-a bas-
tante resistente a compostos hidrofilicos e a dessecacao, aléem de dificul-
tar a captacao de nutrientes, retardando o seu crescimento (Corner, 1994).

Mycobacterium sp. cresce em meios especiais compostos de ovos
e amido enriquecidos com asparagina e contendo malaquita para inibir
contaminantes. O glicerol dificulta o crescimento de M. bovis, mas favo-
rece o crescimento de todos os outros microrganismos do género. Em meios
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de cultura a base de ovos, € tipico o crescimento de colonias pequenas,
arredondadas, de coloracao amarelo-palida, com borda irregular e super-
ficie granular. Em meios a base de agar, as colonias sao brancas, finas,
asperas e planas; exceto no centro, onde sao mais volumosas (Corner,
1994).

As micobactérias patogénicas apresentam crescimento lento, a par-
tir de cerca de 28 dias, e o cultivo deve ser observado por 90 dias, sO
devendo ser desprezado como negativo apos a realizacao da baciloscopia.
Cerca de 10% das amostras de M. bovis apresentam colonias visiveis apos
60 dias de cultivo (Corréa & Corréa, 1992).

As micobactérias sao pouco resistentes ao calor, morrem sob pas-
teurizacao, pelo aquecimento até a fervura e, em poucos minutos, pela
acao da luz solar direta em ambiente seco. Agentes desinfetantes,
fenolicos, formolicos, alcoois e hipoclorito de sodio, sao bastante efici-
entes no combate ao bacilo. No entanto, sua acao pode ser afetada pela
concentracao do produto, tempo de exposicao, temperatura e presenca
de mateéria organica. Em condicoes de umidade, temperatura e ao abrigo
da luz solar, nos estabulos, aviarios, pastos e em materia organica em
estado de putrefacao, essas bacterias podem sobreviver por periodos de
seis meses até quatro anos (Corréa & Corréa, 1992; Roxo, 1997).

Epidemiologia

Hospedeiros

A tuberculose tem sido relatada em uma extensa lista de especies
de mamiferos domesticos e silvestres, incluindo-se 0s primatas e uma
ampla variedade de espeéecies exoticas de vida livre ou de cativeiro (Lepper
& Corner, 1983; Thoen et al., 1984; Pritchard, 1988). Muitos autores afir-
mam que a enfermidade é rara em animais selvagens, exceto naqueles
que estejam ou tenham estado em contato com bovinos ou com 0 homem
infectados por M. bovis (Neill et al., 1994). Entretanto, um estudo realiza-
do na Irlanda mostrou que espécies silvestres sao hospedeiras que atuam
na manutencao da infeccao. Dessa forma, contribuem para a persisténcia
e difusao da enfermidade, e interferem na eficacia de programas de erra-
dicacao da tuberculose em rebanhos bovinos (Gormley & Collins, 2000).
Exemplo disso ocorre na Nova Zelandia, onde a presenca de reservatorios
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silvestres de A1 bovistem retardado a erradicagdo da tuberculose bovina.
[m algumas dreas, geograficamente definidas, nas quais os rebanhos bo-
vinos tornaram-se reinfectados apos a aplicacao do sistema de “teste ¢
abate” dos animais positivos, houve evidéncias epidemiologicas de que
Trichosurus vulpecula, uma espécie de marsupial silvestre, fol o principal
vetor da tuberculose para os bovinos (Tweddle & Livingstone, 1994).

Nos Estados Unidos, os cervideos infectados por M. bovis tambem
representam fonte de infeccao para animais domeésticos (Griffin & Buchan,
1994). Na Europa, o texugo, um mamifero silvestre, transmite M. bovis
para bovinos, conforme foi comprovado por experimentos (Nolan &
Wilesmith, 1994).

Entre as espeécies de animais domeésticos, 0s bovinos e 0s suinos
sao 0s principais hospedeiros de M. bovis (Morris et al., 1994). No Brasil
e na Argentina, onde a tuberculose bovina € um problema importante, a
infeccao de porcos domeésticos por M. bovis € comum e representa um
reservatorio adicional da doenca (Morris et al., 1994; Gutiérrez et al., 1998).

Transmissao

A tuberculose bovina € uma zoonose, em contraste com a tubercu-
lose humana, cujo agente M. tuberculosis € patogénico para 0 homem,
mas nao o é para os bovinos (Moda et al., 1996).

Mesmo antes de desenvolver lesoes teciduais, o bovino infectado
ja é capaz de disseminar M. bovis, por descarga nasal, leite, fezes, urina,
pelas secrecoes nasal, vaginal, uterina e sémen, constituindo, ele pro-
prio, a principal fonte de infec¢ao.

As vias pelas quais 0s bovinos sao infectados por M. bovis sao influ-
enciadas por diversos fatores, tais como idade, meio ambiente e praticas
de manejo adotadas. A via orofaringea € o principal meio de contamina-
¢ao para bezerros jovens que se alimentam de leite materno contamina-
do por M. bovis, proveniente de vacas tuberculosas (Neill et al., 1994).

A transmissao da tuberculose bovina pela via respiratoria é facilita-
da pela convivéncia natural, em especial em rebanhos com alta densida-
de animal e substancial movimento deles dentro da propriedade, entre pro-
priedades e por meio de eventos agropecuarios (feiras, leildes e outros).
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A distribuicao das lesoes tuberculosas, encontradas em bovinos que fo-
ram naturalmente infectados, mostra que 80% a 90% desses animadis Sao
infectados pela via respiratoria (Morris el al., 1994). Isso porgue um uni-
co bacilo transportado no interior de uma goticula € suficiente para esta-
belecer a infeccao no pulmao do bovino (Menzies & Neill, 2000).

A ocorréncia de tuberculose humana causada por M. bovis normal-
mente ¢ resultado da frequente ingestao de leite contaminado. No entan-
to, ela também pode ser decorrente do manuseio do leite ou de carcagas
provenientes de bovinos tuberculosos, assumindo, nesses casos, um ca-
rater profissional. Na Argentina, em estudo realizado no periodo de 1982
a 1984, a tuberculose humana em adultos causada por M. bovis represen-
tou 0,36% dos casos diagnosticados por meio do cultivo, e era restrita a
populacao de alto risco, tais como trabalhadores rurais ou magarefes
(Barrera & Kantor, 1986). No periodo de 1984 a 1989, M. bovis foi respon-
savel por 2,4% a 6,2% dos casos de tuberculose humana, e 64% desses
pacientes eram trabalhadores rurais ou magarefes (Latini et al., 1990).

Embora a transmissao da tuberculose bovina tenha predomindncia
pelas vias digestoria e respiratoria, outras vias menos usuais tém sido
relatadas. A infeccao cutanea requer contaminagao de uma lesao prima-
ria pelo bacilo da tuberculose. Nos casos de infeccao congénita, a trans-
missao se da a partir do utero contaminado da mae, por meio dos vasos
umbilicais. Em raras ocasioes, quando 0 sémen e 0S 0rgaos sexuais do
macho ou da fémea estao infectados, pode ocorrer transmissao genital.
O uso de solu¢des contaminadas na glandula mamaria resulta em trans-
missao iatrogénica (Neill et al., 1994). Uma grande quantidade de bacilos
¢ eliminada para o meio ambiente pelas fezes e pela urina, porém, pas-
tos e alimentos contaminados sao de menor importancia na transmissao
da doenca (Morris et al., 1994).

No Texas, onde ocorre a maior incidéncia de tuberculose bovina
nos Estados Unidos, realizou-se um estudo com doze rebanhos bovinos
tuberculosos e dois nao afetados pela doenca. Nenhuma das 670 amos-
tras coletadas dos mamiferos, aves e do meio ambiente (solo, agua e ar),
relacionados com esses rebanhos, apresentou cultivo positivo quanto a
presenca de M. bovis (Pillai et al., 2000). O mesmo ocorreu com 119 amos-
tras de urina provenientes dos trabalhadores envolvidos com o0s rebanhos
bovinos ja mencionados. Esses resultados indicaram que os reservatorios nao-
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bovinos nao foram um fator de risco na transmissao da tuberculose bovi-
na no Texas. Os proprios bovinos ainda parecem ser 0s unicos reservato-
rios conhecidos de 11 bovis naquela regiao (Pillai et al., 2000).

Distribuicao

A tuberculose bovina possui distribuicao mundial e determina pre-
juizos, em especial para os paises em desenvolvimento onde a sua
prevaléncia € maior e o conhecimento do problema é limitado.

A Ameérica do Sul detém a maior populacao bovina e tambem a
maior incidéncia de tuberculose nesses animais, embora variavel entre
0s diversos paises.

Na America Latina e no Caribe, a populacao bovina é constituida de
300 milhoes de cabecas, das quais apenas 80 milhoes encontram-se em
paises com taxas muito baixas ou inexistentes de tuberculose (Kantor &
Ritacco, 1994). A prevaléncia estimada de bovinos infectados é de 0,005%
no Uruguai e 0,37% na Venezuela. Na Colémbia, a infeccao ainda ocorre
em areas geograficamente circunscritas, enquanto que no Suriname nao
tem sido detectada desde 1985 (Kantor & Ritacco, 1994). Os 220 milhoes
de bovinos restantes encontram-se em grande parte em paises com
prevaléncia moderada ou alta de tuberculose, como no Brasil, Argentina,
Chile, Paraguai e Peru, ou em paises nos quais nao existe informacao
recente sobre a doenca (Kantor & Ritacco, 1994).

No Brasil, que possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo,
com mais de 165 milhoes de cabecas, dados oficiais revelam que cerca
de 1,3% do rebanho bovino nacional esteja infectado por M. bovis.

Estima-se em 60% a populacao humana da América Latina e do Caribe
que vive em paises nos quais a tuberculose bovina tem apenas controle
parcial ou nao sofre controle algum (Cosivi et al., 1998), o que contribui
para 0 avanco dessa zoonose.

Nos paises industrializados, a tuberculose encontra-se em fase
avancada de controle ou erradicacao, como se observa nos Estados
Unidos e no Canadd, onde a incidéncia da doenca ¢ muito baixa, con-
tando inclusive com areas livres de tuberculose bovina (Essey & Koller,
1994).
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Os paises membros da Comunidade Europeia, segundo levantamen-
to realizado em 1991, apresentavam prevaléncias variadas de tuberculo-
se bovina. A Dinamarca, Luxemburgo e os Paises Baixos eram considera-
dos areas livres; Alemanha, Bélgica, Portugal e Gra-Bretanha tinham taxas
muito baixas, 0,0024%, 0,01%, 0,12% e 0,15%, respectivamenlte; Grecia
e Franca, com casos esporadicos da doenca; Irlanda com 8,8% de casos
de tuberculose bovina e ltalia com 3,71% ainda nao haviam alcancado a
erradicacao. Na Espanha, onde o programa nacional de erradicacao havia
recém-iniciado, a infeccao atingia 10% do rebanho bovino (Caffrey, 1994).

Patogenia

A tuberculose bovina, apesar de ser definida como uma doenca
cronica e debilitante, tambéem pode assumir um carater agudo. Os sinto-
mas da doenca nos animais podem nao estar presentes em infeccoes
recentes; porém, com a evolucao da infeccao, podem aparecer sinais
caracteristicos como emaciacao progressiva, aumento de volume dos
linfonodos e, em alguns casos, tosse, dispnéia e episodios de diarréia
intercalados com constipacao (Haagsma, 1995; Roxo, 1997).

O foco de infeccao da tuberculose € estabelecido apos a interacao
do hospedeiro com o patogeno. Quando a infeccao se da pela via respira-
toria, o pulmao é o primeiro orgao atingido, assim como o0s linfonodos
regionais. Sendo o trato digestorio a via de infeccao, a lesao se desenvol-
ve, no inicio, no sitio de entrada, principalmente nos linfonodos faringeos
e mesentéricos. Quando da generalizacao do processo, a lesao pode atin-
gir todos os orgaos (Roxo, 1997).

No foco inicial da lesao, ocorre uma infiltracao celular formada de
macrofagos, os quais assumem com frequiiéncia uma aparéncia distinta e
sao denominados “células epitelioides”. Células gigantes também sao for-
madas por causa da juncao de macrofagos que, ao se fundirem, tém as
suas membranas celulares abertas que se unem formando uma grande
célula multinucleada. Um conjunto de células gigantes e células
epitelioides forma, entao, o centro do tubérculo jovem, que é circundado
por uma zona de linfocitos, mondcitos e outras células sangiineas. Com a
progressao da lesao, o tuberculo desenvolve necrose de caseificacao cen-
tral, resultante da reacao de hipersensibilidade do tipo tardia, e fibrose
periférica com circunscricao da lesao, que pode evoluir para resolucao e
calcificacao.
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Na lesao pulmonar primaria, os bacilos alojam-se no tecido, promo-
vendo uma reacao inflamatoria caracterizada como um foco de
broncopneumonia, o qual pode progredir muito @pido ou permanecer
latente durante varios anos. A doenca instala-se basicamente nos pulmoes,
formando nodulos caseosos de diversos tamanhos, em muitos casos, con-
fluentes, tomando todo o parénquima pulmonar e causando lesoes
cavitarias, com expectoracao de material bacilifero. Quando a resisténcia
organica € baixa, pode ocorrer uma reinfeccao exogena ou endogena.
Nesse caso, ha recrudescéncia da lesao necrosada, podendo atingir os
tecidos vizinhos e se disseminar por todo o organismo. A disseminacao
do agente a partir do parénquima pulmonar se da pela via aerea ou
hematogena, atingindo o linfonodo regional e formando metastases em
outros 0rgaos (Roxo, 1997). A presenca de um nodulo pulmonar calcificado,
junto com a lesao no linfonodo regional, denomina-se “complexo prima-
rio” (Morris et al., 1994; Neill et al., 1994; Roxo, 1997).

As lesoes primarias podem ser simples ou multiplas, unilaterais ou
bilaterais. Verificou-se que 90% das lesoes pulmonares sao encontradas
no terco distal do lobo caudal do pulmao (Mcllroy et al., 1986). As lesoes
de aspecto caseoso, caracteristicas da doenca, sao encontradas com mais
freqiéncia nos linfonodos da cabeca, do pescoco, mediastinicos e
mesentéricos, nos pulmoes, intestinos, figado, baco, pleura e periténio,
embora qualquer tecido possa ser afetado.

Importancia e controle

A tuberculose bovina tem assumido importancia cada vez maior no
Brasil e em outras partes do mundo. Na cadeia da pecuaria bovina, a
tuberculose é responsavel por perdas significativas principalmente na pro-
ducao leiteira, além da queda da eficiéncia reprodutiva de machos e fé-
meas, e baixo aproveitamento da carcaca, o que causa prejuizos
irrecuperaveis ao produtor.

O processo de desenvolvimento e intensificacao dos sistemas de
producao pecuaria tem contribuido para o aumento do aparecimento de
novos casos da tuberculose bovina, principalmente em rebanhos leitei-
ros. Isso deve-se ao confinamento e ao maior contato entre os animais,
aumentando a predisposicao a infeccao. Rebanhos de corte nao estao livres,
podendo ocorrer casos em que 0O transito e o comércio de bovinos sao
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praticados de forma intensiva, propiciando maior contato entre os ani-
mais, ou onde exista proximidade de rebanhos de corte e rebanhos de
leite com bovinos portadores da doenca.

A crescente exigéncia em relacao ao manejo sanitario dos animais,
feita pelos paises desenvolvidos, torna provavel o fechamento do merca-
do para exportacoes de paises da America Latina (Kantor & Ritacco, 1994).

Campanhas de erradicacao da tuberculose bovina em paises de-
senvolvidos, como ocorre na Inglaterra, tém levado a uma grande redu-
cao na incidéncia de tuberculose humana causada por M. bovis (Grange
& Yates, 1994).

Na America do Norte, a erradicacao da tuberculose bovina encon-
tra-se em estadio avancado. O programa federal de controle da tubercu-
lose bovina foi implantado em 1917 nos kstados Unidos e, em 1994, a
prevaléncia da infeccao foi estimada em 0,003% do rebanho bovino na-
cional. Nessa ocasiao, nao havia registro de tuberculose humana causada
por M. bovis em individuos residentes, exceto aqueles recéem-emigrados
para os Estados Unidos provenientes de paises com alta prevaléncia de
tuberculose (Essey & Koller, 1994).

O programa canadense de erradicacao da tuberculose bovina foi
estabelecido em 1923. Em 1994, oito das dez provincias que constituem
0 Canada ja eram consideradas areas livres de tuberculose bovina, e a
erradicacao total da enfermidade nos bovinos estava prevista para os pro-
ximos anos (Essey & Koller, 1994).

Consideracoes finais

A erradicacao da tuberculose bovina é um processo longo e
dispendioso, por causa das limitacoes dos métodos de diagnostico, custo
e prolongado tratamento a base de isoniazida, principal droga utilizada.
Alem desses aspectos técnicos, as acoes fraudulentas também contribu-
em negativamente para um controle mais efetivo ou erradicacao (Associ-
acao Brasileira de Buiatria, 2002b).

A deteccao dos animais positivos e posterior abate destes (sistema
“teste e abate”) tem se mostrado eficiente na erradicacao da tuberculose
bovina. Todos os paises que tiveram avancos considerdveis na erradicacao
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utilizaram esse metodo. Entretanto, existe uma resistencia dos propriela-
rios em aderirem ao sistema “teste e abate”, sobretudo em situacoes de
alta prevaléncia, e pela falta de uma politica de ressarcimento financeiro
aos produtores. Todavia, com a erradicacao da tuberculose bovina, 0s
ganhos com agregacao de valor ao produto nacional e ao aumento nas
exportacoes dos produtos de origem animal tornam essa politica, em lon-
go prazo, viavel economicamente.

Objetivando a erradicacao da enfermidade, o PNCEBT do Ministe-
rio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — Mapa —, instituido pela
Instrucao Normativa n° 2, de 10 de janeiro de 2001, estabeleceu a reali-
zacao do diagnostico dessa zoonose e regulamentou as medidas de con-
trole (Brasil, 2001). As propostas tecnicas do PNCEBT abordam o0s seguin-
tes topicos para tuberculose: certificacao de propriedades livres; contro-
le de transito de animais e normas sanitarias para participacao em exposi-
coes, feiras, leiloes e outras aglomeracoes de animais; credenciamento e
capacitacao de medicos-veterinarios; diagnostico e apoio laboratorial;
participacao do servico social; e educacao sanitaria.
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Resumo

A tuberculose bovina ¢ diagnosticada /n vivo por meio do exame clinico, das provas
de tuberculinizacoes intradérmicas e pelo ensaio para a deteccao do interferon-
gama bovino. Apos a morte do animal, o diagnostico presuntivo € realizado por
exame histopatologico de orgaos com lesoes macroscopicas sugestivas de tuber-
culose. O diagnostico definitivo, ou diagnostico denominado padrao ouro, ¢ reali-
zado pelo isolamento da micobactéria de lesoes ou secrecoes de animais suspeitos
ou positivos para tuberculose. As provas bioquimicas, a reacao da polimerase em
cadeia - PCR - e a andlise dos acidos micolicos sao técnicas utilizadas para a iden-
tificacao das espécies de Mycobacterium.

Palavras-chave: tuberculose, Mycobacterium bovis, diagnostico, sorologia.

Abstract

Bovine tuberculosis is diagnosed in vivo by clinical examination, intradermal
tuberculinization and by detection of bovine interferon-gamma by antigen-capture
enzyme-linked immunosorbent assay. Post-mortem presumptive diagnosis is made
by yhe histopathological examination of organs with macroscopic lesions suggestive
of tuberculosis. The conclusive diagnosis or gold standard diagnosis is made by the
isolation of mycobacteria from leslons or secretions from animals suspected of or
positive for tuberculosis. Biochemical assays, polymerase chain reaction — PCR -
and analyses of mycolic acids are used in the for identification of Mycobacterium
species.

Key words: tuberculosis, Mycobacterium bovis, diagnosis, serology.
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Introducao

A tuberculose bovina € uma enfermidade infectocontagiosa deter-
minada por Myvcobacterium bovis. E diagnosticada in vivo pelo exame
clinico e pelas provas intradérmicas simples e comparativa. O exame
clinico inclui auscultacao, percussao, termometria e palpacao de
linfonodos superficiais e das glandulas mamarias. Nesses exames sao
observados a sensibilidade a dor e o aumento de volume visceral. A pre-
senca de tosse, secrecdo nasal, dispnéia e cansaco também sao sinais
importantes que devem ser considerados.

As provas intradérmicas caudal e cervical simples sao utilizadas
para triagem. O segundo teste, quando realizado de forma comparativa,
possibilita a diferenciacao entre M. bovis e Mycobacterium avium que e
considerado nao patogénico para bovinos; entretanto, nem todas as reacoes
inespecificas sao eliminadas (Collins et al., 1994). As provas intradermicas
simples utilizam como antigeno um derivado proteico purificado — PPD —
extraido de colonias de Mycobacterium bovis e a prova comparativa, PPDs
extraidos de coldnias de M. bovis e M. avium, que provocam no local de
inoculacao uma reacao imunocelular nos animais portadores da infeccao.

A prova de deteccao da producao de interferon-gama — IFN-y — é
um ensaio que tem sido amplamente utilizado em alguns paises, e ba-
seia-se na estimulacao das amostras com PPDs de M. bovis e M. avium e
posterior mensuracao da producao do IFN-y.

O diagnostico post-mortemn é realizado pelo exame dos 0rgaos na
necropsia ou achados de abate, e 0s O0rgaos que apresentarem lesoes
suspeitas sao encaminhados para o exame histopatologico para verifica-
cao da presenca de granuloma. A baciloscopia direta nao é tao importan-
te no diagnostico da tuberculose bovina como o € para a tuberculose
humana, uma vez que, em 0rgaos com alteracoes macroscopicas, po-
dem nao ser observados bacilos alcool-acido resistentes — BAAR — no
exame direto (Kantor, 1979).

O diagnostico definitivo é realizado pelo isolamento do agente
micobacteriano de lesoes ou de secrecoes de animais suspeitos. A iden-
tificacao do agente é feita por meio de provas bioquimicas, técnicas de
biologia molecular, como a reacao da polimerase em cadeia — PCR —, ou
analise quimica de diferentes grupos funcionais de acidos micolicos (I,
I, 1, IV, V e VlI), presentes na parede das micobactérias.
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Diagnostico da tuberculose bovina

O metodo mais confiavel e inequivoco, para o diagnostico de do-
encas determinadas por bactérias, ¢ o isolamento e a identificacao do
agente etiologico. No entanto, essa pratica torna-se pouco viavel para o
uso rotineiro no diagnostico da tuberculose bovina, por causa da dificul-
dade na obtencao de amostras e da demora no crescimento do patogeno.
Assim, apenas em uma pequena porcentagem de animais suspeitos ou
positivos para a enfermidade realiza-se o diagnostico definitivo. Desta for-
ma, para o diagnostico da infeccao, os metodos indiretos, baseados na res-
posta imunocelular, sao os mais utilizados para o controle da enfermidade.
Outros testes auxiliares ou complementares, como a PCR, isolamento e pro-
vas bioquimicas podem ser utilizados para confirmar o diagnostico.

Prova tuberculinica intradérmica

A prova tuberculinica tem sido utilizada para o diagnostico da tu-
berculose bovina ha mais de 100 anos. Esse teste baseia-se na avaliacao
da resposta do animal ao inoculo de tuberculina, cuja descricao classica
e uma reacao de hipersensibilidade tardia com reacao inflamatoria in-
tensa, edema discreto, infiltracao de drande quantidade de celulas
mononucleares no tecido, e que atinge sua intensidade maxima somen-
te no terceiro dia apos a inoculacao. Esse tipo de reacao é deflagrado em
animais previamente expostos ao bacilo da tuberculose (Monaghan
et al., 1994; Barbuto, 2001). No caso da prova intradérmica simples, a
reacao a tuberculina bovina caracteriza-se pela presenca de uma enduracao
ou inchaco da pele em local anteriormente demarcado, na prega ano-
caudal (prova intradérmica caudal) ou no terco médio do pescoco (prova
intradérmica cervical simples), correspondente a area em que a
tuberculina foi aplicada.

Na tuberculinizacao cervical comparativa, as injecoes de tuber-
culina aviaria e bovina sao feitas no terco médio do pescoco, antecedi-
das de uma primeira mensuracao da pele, em milimetros (Fig. 1). Apos 72
horas, a leitura do resultado é feita com nova mensuracao da pele (Fig. 1)
para verificacao da presenca da enduracao (Monaghan et al., 1994). O au-
mento da espessura da pele € determinado pelo infiltrado de células
mononucleares e o edema formado (Neill et al., 1994), cuja amplitude de-
terminara o resultado do teste. Os resultados em bovinos serao interpreta-
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-

Fig. 1. Local de eleicao para a tuberculinizacao cervical, detalhe para a mensuracao
da dobra da pele da regiao cenvical de um bovino.

dos (Tabelas 1 e 2) de acordo com o Programa Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose - PNCEBT — (Brasil, 2001).

O PNCEBT estabelece como provas de triagem a tuberculinizacao
na prega ano-caudal para bovinos de corte e a tuberculinizacao cervical
simples para bovinos de leite (Fig. 1). A prova cervical comparativa ¢ um
teste confirmatorio, embora possa ser usado para triagem em rebanhos
com historico de reacoes inespecificas (Brasil, 2001).

Apos a tuberculinizacao, os animais tornam-se dessensibilizados,
isto e, apresentam capacidade diminuida para responder a um novo teste,
a qual e recuperada apos um periodo de 42 a 60 dias (Monaghan et al., 1994;
Roxo, 1997).

Os testes de tuberculinizacao podem ocasionar resultados falso-
negativos. O fenomeno da anergia, que ¢ caracterizado pela falta de
reatividade ao teste cutaneo, e responsavel por algumas situacoes, princi-
palmente quando se tém infeccoes recentes por A1 bovis (30 a 50 dias),
final da gestacao ou pos-parto, desnutricao e uso inadequado de drogas
imunossupressoras. Alem disso, variacoes inerentes ao teste, tais como
dose, conservacao e a propria tuberculina utilizada, somadas as possiveis
variacoes na execucao, leitura e interpretacao do teste, podem contribuir
para o aumento de resultados falso-negativos (Monaghan et al., 1994).
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Tabela 1. Interpretacao do teste intradermico cervical simples em bovinos

Tuberculinizacao simples

Caracteristica da reacao

Diferenca i T Outras .
' Sensibilidade Consisténcia - Interpretacao
(mm) alteracoes
0aly - - Negativo
2a3in Pouca dor Endurecida Delimitada Inconclusivo
2al9 Muita dor Macia Fxsudato, necrose Posilivo
>4 - - - Positivo
Fonte: Brasil, 2001.

Tabela 2. Interpretacao do teste intradermico cervical comparativo em bovinos.

Tuberculinizacao comparativa

Sensibilidade Diferenca (mm) Interpretacao
‘"PPDbv < 2 - Negativo
PPDbv < PPDav <0 Negativo
PPDbv > PPDav Dal9 Negativo
PPDbv > PPDav 2a39 Inconclusivo
PPDbv > PPDav >4 Suspeito

""" PPDbv, proteina purificada derivativa de Mycobacterium bovis; PPDav, proteina purificada deri-
valiva de AMyvcobacterivm avium.

Fonte: Brasil, 2001.

A especificidade desses testes, em geral, € alta. Leslie et al. (1975)
registraram especificidade entre 96% e 98,8% para o teste caudal e 99%
para o teste cutaneo comparativo. Especificidade elevada foi tambeém des-
crita por Francis et al. (1978) para este ultimo teste (98,8%). No entanto,
reacoes inespecificas provenientes da reatividade cruzada com
micobactérias atipicas podem ocorrer em animais tuberculinizados, ge-
rando resultados falso-positivos (Wood & Rothel, 1994).

A sensibilidade atribuida aos testes tuberculinicos é variavel. Desta
forma, foram encontrados valores de 65,6% para o teste cutaneo cervical
simples (Wood & Rothel, 1994) e 80,4% a 84,4% para o teste caudal
(Whipple et al., 1995).
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A tuberculinizacao tem sido utilizada como principal procedimento
em programas de erradicacao, nos quais 0s animais positivos para tuber-
culose bovina sao encaminhados ao abate (“sistema teste e abate”). ksse
sistema permitiu a erradicacao da doenca em muitas partes do mundo
(Monaghan et al., 1994). Entretanto, o detalhamento do exame post-
mortem nesses animais € imprescindivel para a confirmacao da infeccao.

Teste para deteccao de interferon-gama — IFN-y — bovino

O teste para deteccao de IFN-y bovino € um ensaio, /11 vitro, para
deteccao de imunidade celular especifica em resposta a infeccao por
1. bovis. O ensaio baseia-se na quantificacao de IFN-g produzido em
amostras sanguineas de animais infectados, apos estimulacao com PPD
bovino (Wood & Rothel, 1997). Isto acontece pela capacidade dos linfocitos
do sangue de animais infectados por A1. bovisem reconhecerem antigenos
micobacterianos espécie-especificos presentes no PPD bovino. O IFN-g
produzido por estas celulas e detectado por ensaio de imunoadsorcao
enzimatica - ELISA -, no qual sao utilizados anticorpos monoclonais anti-
IFN-g bovino (Fig. 2) (Jones et al., 1992). Sabe-se que linfocitos de bovi-
nos nao infectados por M. bovis nao produzem IFN-g¢ em resposta ao PPD,
portanto, a deteccao dessa citocina esta relacionada com a presenca da
infeccao.

Substrato

Anticorpo anti-INF-y
marcado com enzima

Arte: Marcelo Furtado Madruga

INF-y bovino

Anticorpo anti-INF-y bovino

Fig. 2. Representacao esquemadtica de um ensaio de imuno
adsorcao enzimatica tipo sandwich para deteccao de interferon-
gama bovino.
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Esse diagnostico indireto da tuberculose bovina tem a vantagem de
nao ser um procedimento invasivo, nao interferir na resposta fisiologica
do animal e permitir a realizacao repetidas vezes e em qualquer intervalo
de tempo. No entanto, reacoes falso-positivas ocorrem por causa do PPD,
que nao ¢ um antigeno totalmente purificado, e as reacoes cruzadas com
antigenos de micobacterias inespecificas, com as quais o animal possa
ter entrado em contato, podem produzir resultados falso-positivos. A rea-
lizacao de um ensaio paralelo, no qual se quantifica a producao de [FN-y
por linfocitos T de sangue total estimulado com PPD aviario, reduz a inci-
déncia desses resultados.

Para a realizacao do ensaio, coleta-se sangue dos animais a serem
testados em tubos contendo heparina. Estes sao enviados ao laboratorio,
sob temperatura ambiente, em um prazo maximo de oito horas. Fssa amos-
tra de sangue e dividida em trés aliquotas, colocadas em placa apropria-
da para cultura celular. Uma aliquota € estimulada com PPD bovino, uma
com PPD aviaria e a outra com tampao salino fosfatado — PBS. Apos, incu-
ba-se durante 16 a 24 horas a 37°C, com 5% de CO . Os antigenos do PPD
sao apresentados aos linfocitos e, se o animal estiver infectado com
M. bovis, suas celulas T produzem o IEN-y, que ficara suspenso no plasma
(Jones et al., 1992).

Para quantificar o IFN-y no plasma, realiza-se um ELISA tipo sandwich
(Fig. 2), onde se tem uma placa previamente adsorvida com anticorpo
anti-IFN-y bovino na qual se adicionam o plasma e, em seguida, o conju-
gado (anti-IFEN-y bovino marcado com peroxidase), respeitando-se 0s pe-
riodos de incubacao e lavagem. A reacdo e revelada pela adicao do
substrato cromogeno (tetra-metilbenzidina - TMB) + H,O, e procede-se a
leitura em espectrofotometro para microplacas sob filtro de 450 nm (Ara-
ujo et al., 2001).

Na interpretacao dos resultados, devem-se considerar positivos, por-
tanto infectados com M. bovis, aqueles animais que apresentarem valo-
res medios de absorbancia da amostra estimulada com PPD bovino mai-
ores do que os valores das amostras estimuladas com PPD aviario e PBS.

Comparando-se o ensaio de deteccao do IFN-y bovino e o teste
intradérmico, em rebanhos com aparecimento recente de tuberculose,
constatou-se que o primeiro identificou 0s animais positivos mais preco-
cemente (Domingo et al., 1995). Reforcando tal conceito, Lilenbaum et al.
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(1999) relataram que esse ensaio identifjcou 0S animais positivos 90 a
150 dias antes do teste intradérmico. Esse fato € importante na
epidemiologia da doenca, principalmente em regioes onde a prevaléncia
¢ alta e a disseminacao da enfermidade se da de maneira muito rapida.

Em rebanho com historico de tuberculose, certificado pelo teste
intradérmico ano-caudal, demonstrou-se positividade de 9,5% e 4,8% no
ensaio para deteccao de IFN-y e na prova cervical comparativa, respecti-
vamente (Almeida, 2001). No entanto, soO € possivel estabelecer a sensi-
bilidade real dos testes, quando estes sao realizados em animais
comprovadamente positivos por meio do isolamento de A1 bovis.

Inspecao sanitaria

O exame post-mortem realizado na inspecao sanitaria € fundamen-
tal para o diagnostico da tuberculose bovina. A deteccao das lesoes da
tuberculose depende do tempo decorrido do abate e do detalhamento
com o qual o inspetor procede ao exame. A preocupacao da inspecao
sanitaria durante o abate nao é a de detectar doencas especificas, mas de
verificar se o produto esta apropriado ou nao para 0 consumo humano.
Em paises onde rigorosas normas de inspecao post-morterm sao empre-
gadas, o monitoramento do abate detecta quase a totalidade das lesoes
presentes na carcaca, uma vez que o0s tecidos sao minuciosamente exa-
minados (Corner, 1994).

No Brasil, a Divisao de Normas Tecnicas do Departamento de Ins-
pecao de Produtos de Origem Animal — DIPOA —, do Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento — Mapa —, é responsavel pelo Regula-
mento da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA. O RIISPOA foi aprovado pelo Decreto n° 30.691, de 29 de mar-
co de 1952, e alterado pelos Decretos n° 1.255, de 26 de junho de 1962,
n° 1.236, de 2 de setembro de 1994, n° 1.812, de 8 de fevereiro de 1996,
e n° 2.244, de 4 de junho de 1997, e contém a legislacao vigente.

Na inspecao post-mortem, todos 0s 0rgaos sao examinados na sala
de matanca, imediatamente ap6s a sua remocao da carcaca. Os linfonodos
inguinais, iliacos, pré-crurais, pré-escapuladores e pré-peitorais devem
ser examinados sempre apos sua incisao (Brasil, 1997). Toda a carcaca,
parte dela, ou 6rgaos com anormalidades, que possam torna-los impro-
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prios para o consumo, devem ser assinalados pela Inspecao Federal e
conduzida ao Departamento de Inspecao Final — DIF —, onde sao julgadas
quanto ao seu destino apos 0 exame minucioso de toda a carcaca.

Lesoes nodulares de diferentes tamanhos, de coloracao amarelada
e aspecto caseoso, caseo-calcificado ou calcificado (Fig. 3) sao sugesti-
vas de tuberculose (Reis et al., 1996). Essas lesoes localizam-se, princi-
palmente, nos linfonodos mediastinicos, no terco distal do lobo caudal
do pulmao (Fig. 3) ou distribuidas em diversos orgaos. O artigo 196 da
secao | do capitulo Il do RIISPOA trata do destino dado as carcacas e
0rgaos que apresentam lesoes sugestivas de tuberculose. A condenacao
total da carcaca € determinada quando das seguintes situacoes:

* Alem das lesoes tuberculosas, o animal apresentou-se febril no
exame ante-mortem ou apresenta-se anémico ou caquetico.

* Presenca de alteracoes tuberculosas nos musculos, 0ssos, articu-
lacoes e linfonodos correspondentes.

* Presenca de lesoes caseosas concomitantes em 0rgaos toracicos
e abdominais com alteracao das serosas.

* Lesoes miliares de parénguimas ou serosas.

* Presenca de lesoes acompanhadas de inflamacao aguda, necrose
de liquefacao ou presenca de tubérculos jovens.

« Em casos de tuberculose generalizada, isto €, quando além das
lesoes dos aparelhos respiratorio, digestorio e seus linfonodos,
sao encontradas lesoes em um outro 6rgao, como baco, rins, ute-
ro, ovarios, testiculos, capsulas supra-renais, cérebro, medula es-
pinhal ou suas membranas. E ainda em casos de tubérculos nu-
merosos distribuidos uniformemente em ambos os pulmoes.

A rejeicao parcial da carcaca é feita quando das seguintes situa-
coes:

* Partes dela ou orgaos apresentam lesoes de tuberculose.
* Presenca de lesoes tuberculosas na pleura e peritonio parietais.

» Contaminacao acidental de partes da carcaca ou 0rgaos por mate-
rial tuberculoso.
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ol esOes tuberculosas na cabeca.

« Condenacao de oroaos cujo linfonodo correspondente apresente

lesoes tuberculosas.

« Condenacao de intestinos e mesenterio com lesoes extensas que
comprometam o 0rgao.

Fig. 3. Lesoes nodulares no pulmao de um bovino, com coloracao amarelada e aspec-
10 caseonso e caseo-calaficado

Em alguns casos, como carcacas com lesoes tuberculosas discre-
tas, localizadas, calcificadas ou encapsuladas limitadas a linfonodos e
oreaos, sem evidencias de invasao recente pelo bacilo da tuberculose
via corrente circulatoria, sao feitas a remocao e a condenacao das partes
atingidas. Essas carcacas podem ser aproveitadas apos esterilizacao pelo
calor.

O abate de bovinos positivos para tuberculose nas provas
intradermicas (abate sanitario) deve ser realizado em salas especiais, se-
parado e no final da matanca. Com esses animais deve-se proceder a
necropsia detalhada, examinando-se os linfonodos mandibulares, paro-
tidianos, retrofaringeos e tonsilas na cabeca; linfonodos mediastinicos,
traqueobronquicos e pulmoes no torax; figado, linfonodos hepaticos e
mesentericos, baco e rins no abdome; linfonodos cervicais, subiliacos, iliacos,
isquiaticos, sacrais e inguinais (supramamarios ou escrotais) na-carcaca;
alem de ubere, conteudo escrotal e vesiculas seminais (Corner, 1994).
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Corner (1994), examinando lesoes macroscopicas de 374 bovinos
tuberculosos, verificou que 31,8% encontravam-se na regiao da cabeca,
56" Nna regiao loracica, 2,9% na regiao abdominal ¢ 3,6% na regiao da
carcaca. Jorge (2001) observou que linfonodos com lesoes suspeitas de
tuberculose, provenientes de matadouros-frigorificos, distribuiam-se da
seguinte maneira: 22,5% na regiao da cabeca, 42,9% no torax, 4,1% no
abdome e 30,6 na carcaca. Da mesma forma, Whipple et al. (1996)
encontraram maior incidencia dessas lesoes em linfonodos da regiao
loracica. Essa incidencia, associada a carcaca, pode ser justificada pelo
fato de ser obrigatorio o exame no linfonodo cervical superficial apos
incisao pelo inspetor (Brasil, 1997).

Exame histopatologico

Em orgaos que apresentarem lesoes compaltiveis de tuberculose,
devem-se coletar fragmentos delas, com espessura de ate 1,5 am, prefe-
rencialmente abrangendo a zona de transicao entre a area lesada e a area
com aparencia normal. Os fragmentos colhidos devem ser acondiciona-
dos em frascos de boca larga contendo formol a 10% em volume 10 a 20
vezes maior que o do material a ser fixado (Lemos et al., 1998). Todo o
material colhido deve ser identificado antes de ser enviado ao laborato-
rno. As coloracoes com corantes especificos para micobacterias, as quais
utilizam fuccina modificada (metodo de Kinyoun), facilitam o diagnostico
da tuberculose, por ser possivel visualizar os bacilos nos tecidos.

O exame histopatologico constitui um metodo de diagnostico
presuntivo para a tuberculose bovina, por meio do qual se detecta o
granuloma, lesao caracteristica dessa patologia, e pode ser satisfatorio
em regioes nas quais a prevaléncia da doenca e elevada, mas nao deve
ser confiavel em todas as situacoes (Corner, 1994). Em estudo realizado
por Jorge (2001), no Estado de Mato Grosso do Sul, 80,5% das lesoes
analisadas apresentavam granuloma ao exame histologico.

Cultivo
Dos diferentes metodos utilizados para o diagnostico da tuberculo-

se bovina, o isolamento de M. bovis € 0 método definitivo. O entrave no
diagnostico bacteriologico € o longo periodo requerido para o isolamento
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e a identificacao de 11 bovis. Mais de 12 semanas podem ser necessarias
para o crescimento dessa micobacteria e a confirmacao da infeccao.

Os principais fatores que influenciam no sucesso do primo-isola-
mento de 11 boiis sao a escolha do meio de cultura, os procedimentos
de descontaminacao e as condicoes de incubacao. A1 bovis € uma bacte-
ria que requer meios enriquecidos para o seu crescimento e isolamento
primario. O Stonebrink, um meio de cultura a base de ovos, € 0 mais
recomendado. Meios a base de agar enriquecidos com soro ou sangue,
como o meio de Middlebrook modificado ou 7H11, e 0 meio agar sangue
tuberculose ou B83, tambem, sao indicados. Nos meios de cultura a base
de agar, o crescimento e mais rapido, e a primeira colonia reconhecivel
aparece em torno de 27 dias no B83 e 28 dias no 7H11, comparados com
36 dias no Stonebrink. No entanto, estes sao mais susceptiveis ao cresci-
mento de contaminantes, mesmo que a amostra a ser cultivada tenha sido
previamente descontaminada (Corner, 1994).

Amostras de leite e de lesoes necessitam sofrer descontaminacao
para permitir o crescimento de A1 bovis. No entanto, nos casos em que a
amostra e coletada assepticamente, como o aspirado de linfonodo, ela
pode ser cultivada sem descontaminacao previa. Nessa etapa, 0 maior
problema que se encontra, para a selecao de um descontaminante, € o
efeito adverso que a maioria dos reagentes tem sobre AL bovis. Varios
metodos de descontaminacao disponiveis podem ser utilizados, como 0s
do cloreto de hexadecilpiridinio, do acido oxalico, do cloreto de
benzalconio e de Petroff.

O cultivo de M. bovis e feito em tubo com meio inclinado (Fig. 4),
e mantido em estufa a 37°C. A inclusao de 5% de CO, na atmosfera de
incubacao nao tem efeito sobre a taxa de crescimento e o numero de
colonias de M. bovis em primo-isolamento, enquanto que concentracoes
superiores a 5% de CO, inibem o seu crescimento (Corner, 1994).

Em um estudo realizado na Australia, foi demonstrado que 62%
dos isolados obtidos de lesoes em bovinos, suspeitas de tuberculose, sao
M. bovis, contra 4,5% de outras micobactérias (Claxton et al., 1979).
No Brasil, Jorge (2001) encontrou 11,1% de agentes do complexo
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, Mycobacterium africanum e
Mvcobacterium microti) em cultivo de linfonodos com lesoes
macroscopicas e microscopicas suspeitas de tuberculose.
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Fig. 4. Crescimento de bacilo alcool-acido resistente (em 70 dias de cultivo) de lesao
macroscopica de linfonodo de bovino (tubo superior) e Alycobacterium bovis AN-5
(tubo inferior), meio de cultura de Stonebrink.

Identificacao

As provas basicas para a identificacao de agentes do complexo
M. tuberculosis incluem as caracteristicas do cultivo, tais como o cresci-
mento em meio de cultura, onde se verifica o tipo de meio utilizado; a
temperatura; o tempo de crescimento e o aspecto das colonias; a pig-
mentacao das colonias e a observacao da fotorreatividade. Alem dessas,
provas bioquimicas, como acumulo de niacina, reducao de nitrato a nitrito
e producao de catalase, permitem uma selecao prévia da micobactéria.

As provas bioquimicas complementares podem refinar a iden-
tificacao da micobactéria. A hidrolise do fween separa o complexo
MAIS (M. avium, Mycobacterium intracellulare e Mycobacrerium
scrofulaceurmn) de outras micobactérias ambientais. A prova da reducao
do telurito de potassio separa o complexo M. avium-intracellulare da
maioria das outras espécies nao-cromogeénicas, enquanto o teste de sen-
sibilidade ao antibiotico pirazinamida separa M. bovis de M. tuberculosis
(Brasil, 1994).

~J
b



Brucelose e tuberculose hos i

lecnicds tradicionais de identiticacao requerem um crescimento
abundante de cultura pura e madura, € necessitam de tres a quatro se-
manas pdara sua total realizacao, apos o primo-isolamento de AL bov/s
(Collins et al., 1994).

Metodos imunologicos e biomoleculares, como 0 uso de anticorpos
monoclonais e a PCR, permitem tambem a identificagao e a separagdo
dos membros do complexo AL tuberculosis (Wards et al., 1995). No en-
tanto, recomenda-se que os isolados sejam ser submetidos aos testes
bioquimicos tradicionais para a confirmacdo de sua identidade na espe-
cie (Collins et al., 1994).

Algumas tecnicas, como a cromatogradfia de camada delgada - TLC
e a cromatografia liquida de alta pressao -~ HPLC —, podem ser usadds
para a separacao dos acidos micolicos da parede celular das micobacterias,
0 que permite a sua identificacao por meio do padrao de acidos micolicos
apresentado (Leite et al., 1998).

Reacao da polimerase em cadeia — PCR

O principio da PCR baseia-se na sintese enzimatica do acido
desoxirribonucleico — DNA —, orientada por oligonucleotideos iniciado-
res, que sao pequenas cadeias de nucleotideos sinteticos (Fig. 5).

Os fragmentos iniciadores da sintese de DNA correspondem a umd
parte conhecida da sequéncia do DNA que se pretende sintetizar e am-
plificar. Esse processo ocorre em uma redacdo ciclica que envolve trés
etapas: desnaturacao térmica da dupla fita de DNA bacteriano;
hibridizacao ou anelamento das fitas com o par de oligonucleotideos
iniciadores e extensao destes com o auxilio da enzima polimerase (Fig. 5).

O metodo de aquecimento das amostras de micobactérias, em ba-
nho-maria fervente para romper a parede celular bacteriana e liberar o
DNA, foi comparado com a lise enzimatica da bactéria e extracao do DNA
com fenol-cloroférmio. O aquecimento das amostras foi o melhor méto-
do com a sensibilidade de aproximadamente 10 microrganismos. Um to-
tal de 78 amostras de escarro preparadas pelo aquecimento foi examina-
do por PCR e os resultados foram comparados com os de baciloscopia,
cultura e dados clinicos de pacientes humanos. M. tuberculosis foi detec-
tado pela PCR em todos os casos de amostras com baciloscopia e cultura
positiva e de baciloscopia negativa com cultura positiva. A PCR tambem

74



Tuherculose hovina l|l|‘f|‘l|'\|ilr\

foi capaz de detectar quatro de nove casos clinicamente suspeitos de
tuberculose, Nos quais a baciloscopia e a cultura foram negdaltivas (Kocagos
el al., 1993).
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Fig. 5. Representacao esquematica do ciclo de amplificacao de DNA por
reacao da polimerase em cadeia - PCR.

O sucesso da técnica de amplificacao do DNA para a deteccao de
micobacteria causadora de tuberculose em mamiferos depende, dentre
outros fatores, da escolha da sequéncia de genes que sera amplificada, a
gual deve estar presente nas micobacterias do complexo M. tuberculosis,
e ausente em outras bacterias (Magdalena et al., 1998). O segmento 1S6110
e alvo de muitas das reacoes de amplificacao do DNA dos componentes
do complexo M. tuberculosis, pois ele se repete de uma a vinte vezes no
cromossomo dessas especies, conferindo, nesse caso, uma alta sensibili-
dade ao metodo (Magdalena et al., 1998).

A variacao nos resultados de diferentes autores quanto a especifici-
dade e sensibilidade deste teste deve-se a muitos fatores, como o tipo de
amostra, o emprego de metodologias diferentes no preparo das amos-
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tras, no sistema de amplificacao e na deteccao do produto amplificado
(Wards et al., 1995; Hirata et al., 1997).

Esse procedimento mostra-se mais sensivel quando utilizam cultu-
ras a partir de tecido com lesao de tuberculose ou Alycobacterium sp.
para a extracao de DNA. O que nao ocorre quando utilizam amostras cli-
nicas, em particular, tecidos (Wards et al., 1995). Ao analisar culturas de
micobactérias isoladas de linfonodos de bovinos, verificou-se por PCR
que 45,5% pertenciam ao complexo de AL tuberculosis, 9,1% de M. avium
e 9,1% de Avcobacterium fortuitum (Jorge, 2001). Enquanto que Leite et
al. (1998) detectaram, por essa tecnica, a presenca de A1 bovis em 60%
dos isolados de linfonodos estudados.

Consideracoes finais

O impacto da tuberculose como zoonose, alem de por em risco a
saude humana, tornou vulnerveis produtos da pecuaria bovina nacional
a barreiras sanitarias, diminuindo sua competitividade no comercio inter-
nacional. Esses fatores determinaram a elaboracao de um programa com
0 objetivo de padronizar o controle dessa enfermidade dentro dos princi-
pios tecnicos sugeridos pelo codigo zoossanitario internacional. O PNCEBT
visa, ainda, a promover a qualidade dos produtos de origem animal ofe-
recidos ao consumidor e contribuir para modernizar as cadeias produti-
vas da carne e do leite no Brasil.

A exemplo do que ocorre em paises desenvolvidos, a
tuberculinizacao simples ou comparativa foi adotada como teste diagnos-
tico da tuberculose no Brasil. Com a evolucao do programa, testes com-
plementares de eficacia comprovada deverao ser utilizados.

O padrao ouro de diagnostico e o isolamento e a identificacao de
M. bovis. No entanto, técnicas moleculares, como a PCR, tém sido
implementadas como metodologia para o diagnostico rapido da tubercu-
lose (Abanto, 2000). Essas provas tém sido de grande valia em estudos
epidemiologicos, pois permitem a elucidacao de casos, principalmente
em areas onde animais silvestres estao envolvidos. As provas bioquimi-
cas também sao amplamente utilizadas. Contudo, tais técnicas deverao
ser utilizadas apenas como complementares ao diagnostico intradérmico,
na identificacao de animais infectados por M. bovis.
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Glossario
A

Aborto: interrupcao prematura da gestacao, com ou sem expulsao do feto antes
que ele possa sobreviver fora do organismo materno, independente do fato de ser
ela espontanea ou provocada.

Agar: substancia existente em certas algas vermelhas (rodoficeas), e que forma
com facilidade um hidrogel, utilizado como meio de cultura de microrganismos;
agar, gelose.

Agente etioldgico: qualquer substancia ou elemento, variavel ou fator, animado ou
inanimado, cuja presenca ou auséncia, mediante contato efetivo com o hospedeiro
susceptivel, constituir estimulo para iniciar ou perpetuar um processo de doenca.

Aglutinina: anticorpo decorrente de estimulos induzidos por antigenos de superfi-
cie e que tem a capacidade de reagir especificamente provocando a aglutinacao de
antigenos particulados.

Anergia: baixa da capacidade do sistema imune de reagir a antigenos especificos.

Anticorpo: glicoproteina, também chamada de imunoglobulina, produzida por
linfocitos B que se ligam especificamente a antigenos.

Anticorpos colostrais: ver imunidade passiva.

Anticorpos monoclonais: anticorpos obtidos de um so clone de linfocitos B e que
reconhecem exclusivamente um determinante antigénico especifico.

Antigenos: substancias que induzem resposta imune especifica e sao alvo desta
resposta.

B

BAAR (bacilos alcool-acidos resistentes): sao bacilos que resistem a descoloracao
com alcool-acido.

B19: isolado de Brucella abortus, amostra 19, que é utilizado para a elaboracao de
vacina contra brucelose bovina.



Brucelose ¢ tuberculose bovina

Brucelose: enfermidade infecciosa causada por bacterias do genero Brucelkt, co-
mum aos bovinos, caprinos e suinos, por eles transmitida ao homem, € que provoca
febre, anemia, nevralgias, dores articulares e suores; febre-de-malta, febre-do-medi-
terraneo, febre-ondulante.

Cut-off: ver linha de corte.

D

Descontaminacao: eliminacao de um agente etiologico de uma superficie conta-
minada, seja ela de um ser animado ou de um objeto inanimado.

Diagnostico: conjunto de procedimentos adotados para estabelecer, em cada caso
especifico, a(s) causa(s) envolvida(s) no processo de doenca, a fim de possibilitar a
adocao de medidas terapéuticas e/ou profilaticas compativeis.

Dispnéia: dificuldade em respirar.

Doenca: processo interativo; decorrente da participacao de varios fatores que resul-
tam em uma alteracao ou desvio do estado de relativo equilibrio que caracteriza a
condicao de saude do individuo, e esta sempre associado a uma sequencia de
manifestacoes caracteristicas, comumente chamadas de sinais clinicos ou sintomas.

Doenca infectocontagiosa: agravo da saude causado por um agente infeccioso
especifico ou de seus produtos toxicos, e que pode ser transmitido de um hospedei-
ro infectado a um susceptivel por meio de uma ampla variedade de mecanismo de
disseminacao.

E

ELISA (ensaio de imunoadsorcao enzimatico): teste de diagnostico que usa um dos
componentes (antigeno ou anticorpo) adsorvido a um suporte inerte, e anti-
imunoglobulina, anticorpo ou antigeno ligados a enzimas. O complexo formado
(componente adsorvido + elemento marcado com enzima) e revelado pela adicao
de um substrato cromogénico.

Epidemiologia: estudo das inter-relacoes dos varios determinantes da freqiiéncia e
distribuicao de doencas em um conjunto populacional, ou estudo da ocorréncia de
doencas em populacoes e dos meios para a correspondente prevencao.
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Erradicacao: conjunto de acoes empreendidas com fins especificos de eliminar
uma doenca de um determinado territorio.

Especificidade: habilidade de um metodo de diagnostico em classificar como nega-
tivos os individuos nao-dotados do atributo pesquisado. E expressa pela proporcao
de animais nao infectados que o metodo e capaz de qualificar corretamente como
negativos.

F

Falso-negativo: resultado que se obtém quando individuos efetivamente acometi-
dos por uma doenca ou detentores dos atributos pesquisados sao classificados como
negativos por um metodo qualitativo.

Falso-positivo: resultado que se obtém gquando individuos nao acometidos por
uma doenca nem detentores dos atributos investigados sao classificados como posi-
tivos por um metodo qualitativo.

Fonte de infeccao: elemento animado ou inanimado que abriga um agente infec-
cioso e e capaz de elimina-lo, transmiti-lo ou dissemina-lo a um outro hospedeiro.

FPA (ensaio de fluorescencia polarizada): tecnica de diagnostico que utiliza marcador
fluorescente e luz polarizada para detectar interacoes moleculares em sistemas
biologicos e quimicos. Esta técnica tem sido usada no diagnostico de varias doencas
infecciosas de humanos e de animais, para monitorar niveis terapéuticos de drogas
e substancias em fluidos corporais e para diagnosticar patogenos em alimentos,
micotoxinas em graos e pesticidas.

H

Hipersensibilidade tardia: processo mediado por linfocitos T, os quais produzem
citocinas que promovem inflamacao. Recebe este nome devido a seus efeitos ca-
racteristicos serem observados em 24-48 horas apos estimulacao pelo antigeno.

Hospedeiro: individuo capaz de abrigar, na intimidade do organismo ou em sua
superficie, um determinado agente etiologico com o qual estabelece variadas
interacoes.

19G (imunoglobulina da classe G): isotipo que desempenha diversas funcoes, tais como
opsonizacao, ativacao de complemento, aglutinacao, neutralizacao de virus e confe-
réncia de imunidade passiva ao neonato. Este isotipo possui cadeia pesada do tipo .
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I8M (imunoglobulina da classe M): principal isotipo de respostas imunes primarias.
Funciona como receptor de antigenos em linfocitos B virgens, aglutina e ativa com-
plemento. Este isotipo possui cadeia pesada do tipo u.

Imunidade: resposta do organismo a substancias estranhas, incluindo microrganis-
mos e macromoleculas, a qual pode ter uma consequéncia fisiologica (ex: protecao)
ou patologica (ex: hipersensibilidade).

Imunidade especifica: tambem chamada de imunidade adaptativa e/ou adquirida,
desemvolve-se especificamente apos o contato com um determinado antigeno, e
pode ser re-estimulada, agindo com maior intensidade e eficacia em um encontro
subseguente com 0 mesmo antigeno. A imunidade especifica e mediada por linfocitos
Bel.

Imunidade passiva: imunidade transferida ao hospedeiro por intermedio de
anticorpos e/ou celulas previamente elaborados no organismo de outros hospedei-
ros. Normalmente, a resisténcia ou protecao embasada nesse tipo de imunidade
apresenta curto periodo de duracao.

Imunogeno: qualquer substancia que, quando em contato intimo com o organis-
mo do hospedeiro imunologicamente competente, estimula uma resposta imune
(humoral ou celular).

Incidéncia: numero de casos novos de uma doenca, constatados dentro de uma
determinada populacao durante um periodo de tempo especifico, dando uma idéia
da dinamica de sua propagacao.

Infeccao: penetracao, desenvolvimento e multiplicacao de seres inferiores no orga-
nismo de hospedeiro, de que podem resultar, para este, consequéncias variadas,
habitualmente nocivas, em grau maior ou menor.

K

KDa (quilodaltons): unidade de massas de moléculas. Equivalente a 1.000 Daltons

(Da).
L

Linha de corte: parametro utilizado em um ensaio sorolégico para determinar se a
amostra testada é positiva ou negativa.

LPS (lipopolissacarideos): estrutura composta de lipideos e sacarideos, presente em

bactérias Gram-negativas, e que é liberada pela destruicao da bactéria. Pode, por si
propria, estimular a producao de citocinas por macrofagos.
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M

Meio de cultura: qualguer sistema nutritivo destinado ao cultivo artificial de bacte-
rias ou de outras celulas. Usualmente e constituido por uma mistura complexa de
materiais organicos e inorganicos.

Microrganismo atenuado: organismo patogenico que foi submetido a condicoes
especiais capazes de reduzir-lhe a patogenicidade sem, contudo, privar-lhe de sua
capacidade vital. Em vacinas e essencial que o processo de atenuacao nao interfira
nas qualidades imunogénicas do agente.

Monotipico: que tem apenas um representante (diz-se, especificamente, de ge-
Nero que possui apenas uma especie).

P

Patogenia: processo interativo da relacao agente-hospedeiro que ocorre durante
o intervalo de tempo que corresponde ao desenvolvimento progressivo de todo o
processo da doenca, desde o momento da interacao inicial agente-hospedeiro ate
sua resolucao final.

PCR (reacao da polimerase em cadeia): técnica de sintese enzimatica /n vitro de
acidos nucleicos.

PNCEBT (Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose
Bovina): instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

PPD (derivado protéico purificado): ver tuberculina.
Prevaléncia: numero de casos clinicos ou de portadores existentes em um deter-
minado momento em uma comunidade, dando uma idéia da estatica da ocorréncia

do fendmeno.

Prevencao: sao conjuntos de medidas que visam prevenir ou atenuar as doencas,
suas complicacoes e conseqiéncias. Comumente chamada de profilaxia.

R

RB51: vacina utilizada contra a brucelose bovina, elaborada a partir de amostras de
colonias rugosas de Brucella abortus.

Reacao cruzada: reacao de anticorpos com epitopos em comum, presentes em
antigenos nao relacionados.
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Reservatorio: considerada uma especie principal, objeto de acao sanitaria, € 0s
demais vertebrados capazes de atuar como fonte de infeccao, no processo de
disseminacao de uma determinada doenca, sao considerados resenatorios.

Resisténcia natural: habilidade do hospedeiro de resistir a um determinado agen-
te etiologico sem a interferéncia de anticorpos ou do desenvolvimento de respos-
tas tissulares especificas.

S

SAL-2ME (prova da soroaglutinacao lenta em 2-mercaptoetanol): prova utilizada
para o diagnostico confirmatorio de brucelose, apos a triagem pela prova do antigeno
acidificado tamponado.

Sensibilidade: habilidade de um metodo de diagnostico em classificar como posi-
tivos os individuos dotados do atributo de julgamento. E expressa pela proporcao
de animais infectados que o método e capaz de qualificar corretamente como

positivos.

Transmissao: transferéncia de um agente infeccioso de uma fonte de infeccao a
um hospedeiro susceptivel.

Tuberculina: extrato de bacilos tuberculares utilizado no teste para o diagnostico
cutaneo da tuberculose. Conhecido tambem como derivado protéico purificado

(PPD).
V

Vacina: preparacao contendo microrganismos completos, vivos ou inativados, fra-
coes deles dotadas de propriedades imunogénicas, ou produtos do seu metabolis-
mo. A vacina é utilizada com a finalidade de provocar, no hospedeiro, uma resposta
imune especifica contra um agente infeccioso em particular.

Vacinacao: procedimento preventivo que tem como base a administracao de uma
vacina a um hospedeiro.

/

Zoonose: doenca transmissivel de outros animais vertebrados ao homem, e vice-
versa, sob condicoes naturais.
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Os capitulos 2 e 4 tratam dos métodos

e melos de diagnostico da brucelose e da

tuberculose bovina, desde as técnicas
tradicionais e mais simples até as mais
modernas, como os métodos moleculares
por reacao de polimerase em cadeia-PCR -
e 0s imunolégicos, como o ensaio de
fluorescéncia polarizada - FPA. Nesses
capitulos, sao descritas e discutidas as
técnicas de diagnostico, com seus protoco-
los e respectivas interpretacoes.

A obra visa contribuir para o repasse
de conhecimentos e informacoes sobre
brucelose e tuberculose bovina, de forma
consolidada, de facil leitura e entendi-
mento, para os diferentes atores envolvidos
no PNCEBT, especialmente os medicos-
veterinarios e os estudantes de medicina

veterinaria.




A diversidade de condi¢des sanitirias entre 0s paises do mundo
globalizado thes impde, além da vocacdo para a producao de alimentos,
a existéncla de condi¢des satisfatorias de competitividade. O Programa
Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose Bovina -
PNCEBT - ndo foge desse paradigma. A participacao dos diversos atores
| | que atuam nesse segmento da cadela produtiva é sem duvida o alicerce
‘: mmmm.fauemeﬂhammu
| conhecimentos tedricos e praticos, atualizados e suficientes ao bom

| ] desenvolvimento do PNCEBT.

A brucelose e a tuberculose bovina sdo doencas infecclosas de

‘i | grande impacto para a cadeia da pecuaria bovina no Brasil e no mundo,

‘ . pois, além de determinarem sérios prejuizos diretos e indiretos ao

| | | sistema produtivo, constituem importantes zoonoses. Dessa forma,
|

| T este Uivio fol estruturado em duas partes: uma contemplando a
‘ l “ L] il enfermidade b rucelose bovina e a outra versando sobre a uberculose
] | hovina. Para cada enfermidade, é abordado um capitulo refativo aos

| | | aspectos de epldemiologia ¢ controle, e outro capitulo tratando

exclusivamente do i

I
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