Carlos Maurício G. Ribeiro        -     http://geocities.yahoo.com.br/mauriciogrib  -  e-mail: mauriciogrib@yahoo.com.br

Brucelose

I. Introdução:

A brucelose é uma doença infecto-contagiosa de evolução crônica e caráter granulomatoso típico que acomete principalmente o sistema reprodutivo e ósteo-articular, especialmente importante para fêmeas adultas e prenhes de bovinos, suínos, ovinos, caprinos e cães, pois geralmente provoca abortamentos nessas espécies, sendo uma zoonose de grande relevância para a saúde pública. Possui ampla distribuição mundial, sendo endêmica no Brasil. 

Esta enfermidade é causada por várias espécies de bactérias aeróbicas ou microaerófilas, gram negativas do gênero Brucella spp que acometem os animais domésticos e o homem. A B. abortus infecta mais bovinos, B. melitensis infecta mais caprinos e a B. ovis mais os ovinos. Os restos placentários, abortamentos e lóquios são as principais fontes de infecção, inclusive para o homem. Os bovinos são mais suscetíveis à doença após atingirem a maturidade sexual.
Os abortamentos que a doença costuma causar em bovinos, ocorrem usualmente entre o 7o e 9o mês de gestação, geralmente acompanhados de retenção de secundinas e endometrite. Todavia, tais abortamentos não ocorrem em todas as gestações. As vacas brucélicas abortam, em média, duas vezes até desenvolverem imunidade uterina que protege a placenta evitando o abortamento, mas continuam infectadas e transmitindo a doença. Nos machos pode ocorrer epididimite, sintoma muito comum em ovinos. 

O diagnóstico é feito por sorologia. Para a B. abortus, usa-se a soro-aglutinação rápida em placa com o antígeno acidificado tamponado, conhecido também como rosa bengala. Resultados positivos podem ser confirmados por outras provas como o 2-Mercapto-etanol. Animais positivos devem ser abatidos. Para B. ovis deve ser feita a prova de imunodifusão em gel. 

É responsável por grandes prejuízos no rebanho nacional de bovinos e bubalinos, devido ao aborto, redução da fertilidade e conseqüente queda na produção leiteira.

A prevenção da brucelose bovina deve ser feita através da vacinação de fêmeas de 3 a 8 meses de idade. Deve-se ter cuidado ao manipular a vacina, pois é infectante e patogênica para o homem. É uma doença tão importante, que a partir do ano 2001, adquiriu o status de doença com notificação obrigatória, com a aprovação e publicação no dia 10 de Janeiro de 2001 pelo Ministério da Agricultura do Regulamento Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), cujo objetivo é o controle da doença em conjunto com o controle da tuberculose. 

Pesquisas recentes estimam que a Brucelose, uma doença endêmica no Brasil, causa prejuízos elevados porém difíceis de serem calculados, pois a última estatística existente é datada de 1975, tendo sido estimado na época 4% de animais soropositivos na região Sul, 7,5% na região Sudeste, 6,8 % na região Centro-Oeste, 2,5% na região Nordeste e 4,1% na região Norte.

Dados mais recentes mostraram que a prevalência da Brucelose caiu no Rio Grande do Sul, passando de 2% em 1975 para 0,3% para 1986 e em Minas Gerais de 7,5% em 1975 para 6,7% em 1980, crescendo porém em Santa Catarina de 0,2% em 1975 para 0, 6% em 1996 e mantendo-se em alta no Mato Grosso do Sul, com um índice de 6,3%. 

II. Etiologia

O agente da brucelose é uma bactéria intracelular facultativa do gênero Brucella. À bacterioscopia corresponde a coco-bacilos  gram-negativos, com células bastante uniformes, podendo se confundir facilmente com cocos. Não são produzidos cápsulas, flagelos ou esporos. A parede celular é tipicamente gram-negativa. As Brucella spp. não são espécie-específicas, mas tem afinidade de espécie. Esse gênero possui várias espécies, reunidas em dois grupos antigenicamente distintos.
As espécies do gênero Brucella são subdivididas em biótipos ou raças, que se destacam pela importância como marcadores epidemiológicos, pois sofrem variações ou dissociações antigênicas em subcultivos. 

Morfologicamente, as colônias passam de “lisas” para “rugosas”, o que resulta na perda de virulência e menor reatividade com anticorpos específicos contra Brucella. 

O LPS de B. melitensis, B. abortus e B. suis contém dois determinantes antigênicos principais denominados A e M (A de abortus; M de melitensis); B. suis possui ambos os antígenos, A e M; B.ovis e B. canis, que são espécies rugosas não tem esses antígenos de parede, sendo denominado como R (de rugosa). 

	Brucella lisas ou clássicas:
	Brucella rugosas: 

	· B. abortus - bovinos 
· B. suis - suínos 
· B. melitensis - caprinos 

· B. maris - golfinhos e focas 
	· B. ovis - ovinos 
· B. canis – cães 
· B. neotomae - roedores 




Além de serem parasitas intracelulares facultativos, favorecendo assim sua multiplicação e sobrevivência dentro das células, estes microrganismos tem também capacidade de se ligarem aos linfócitos. Essas propriedades de virulência são essenciais para  que os microrganismos possam ter um bom acesso aos linfonodos e tecidos.

Bactérias do gênero Brucella podem resistir até 75 dias no feto abortado em período frio e 120 dias em locais úmidos, escuros e pH neutro. Sobrevivem ao congelamento e descongelamento, em condições propícias sobrevive por até 4 meses em leite, urina, água e solo úmido. Entretanto, são sensíveis a desinfetantes comuns (álcool, produtos clorados, formol e compostos fenólicos), raios solares e fervura. A pasteurização destrói de forma eficaz Brucella no leite.
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	Microscopia Eletrônica de Brucella spp. cocobacilos
	Bacterioscopia de Brucella spp. cocobacilos gram-negativos


III. Epidemiologia


As bruceloses são enfermidades de distribuição mundial, embora já se encontrem erradicadas em alguns países e sob controle em outros. Como parasitas obrigatórios, Brucella exigem um reservatório animal. A preferência pelo hospedeiro é demonstrada pelas diferentes espécies de Brucella, porém ampla variedade de hospedeiros foi demonstrada por algumas espécies. O tempo de sobrevivência fora do hospedeiro é variável e depende da temperatura e da umidade. Clima frio prolonga o tempo de sobrevivência.

O sexo, a estação do ano e o clima não têm influencia na apresentação da doença, mas a idade sim, pois as Brucella são muito mais infectantes para animais púberes, ainda que possam ocorrer em impúberes. Não há transmissores nem vetores especiais, e os principais reservatórios são os próprios animais doentes.

A morbidade é bastante variável, mas ao nível de um lote de animais, conforme a maior ou menor coabitação, esse índice geralmente varia entre 10 e 50%, por vezes mais. A única ocasião em que a brucelose se comporta como epidemia, causando surto de abortos, é quando recém-ingressa numa criação. 

Sobre a saúde humana, a doença é importante porque o agente etiológico pode causar a febre ondulante no homem. Em virtude da possibilidade da infecção ocorrer pela ingestão do leite contaminado é necessário que este seja pasteurizado. Todavia em muitos casos a doença assume caráter ocupacional, pois acomete fazendeiros, veterinários e açougueiros. O microrganismo pode sr isolado de vários órgãos, além do úbere e do útero, e a manipulação de carcaças de animais infectados pode representar uma exposição arriscada. A importância da enfermidade no ser humano justifica amplamente sua erradicação.

IV. Patogenia

4.1. Fonte de Infecção


As fontes de infecção mais comuns são a água, alimentos e fômites contaminados por fetos abortados, placenta, secundinas e lóquios, mas em algumas espécies como a canina e a suína a brucelose é comumente de transmissão venérea. Em ovinos, tanto a via venérea quanto a contaminação de pastos e instalações podem ser responsáveis pela infecção.

4.2. Vias de Transmissão


Brucelas são disseminadas por contato direto ou indireto com animais infectados. Ingestão é a via de entrada mais comum, embora ocorra exposição por meio das mucosas genital e conjuntival, da pele e das vias respiratórias. Ingestão de leite de vaca ou cabra contaminadas é outra fonte de infecção para bezerros e cabritos. Transferência direta por via uterina também foi verificada.

Infecções podem ocorrer nos órgãos sexuais acessórios sem haver lesões nos testículos ou nos epidídimos. Infecções das glândulas sexuais acessórias de machos permitem disseminação dos organismos por meio do sêmen. A urina é outro veículo para disseminação da B. canis para outros cães.

4.3. Evolução Clínica


O período de incubação em relação à brucelose é muito variável e difícil de precisar. Calculado entre 5 e 60 dias, mas podem durar vários meses. 

As Brucella spp. ingressam no organismo por via digestiva em geral, e em  casos particulares por via venérea, o que nos suínos e cães parece constituir norma. Após exposição, as Brucella spp. penetram em superfícies mucosas intactas. No sistema digestivo, o local preferido para a entrada é o epitélio que recobre as placas de Peyer do íleo. Após penetrar nas barreiras mucosas, os organismos podem ser englobados por células fagocitárias. Receptores específicos nos macrófagos parecem mediar fixação e apreensão de Brucella.

Vários mecanismos são utilizados pelas Brucella spp. para permitir sua sobrevivência no interior das células fagocitárias, sendo capazes inclusive de sobreviver e multiplicar-se  dentro dos macrófagos inibindo a fusão do fagolisossoma. 

Após entrada no hospedeiro, o microrganismo Brucella, quer livre no meio extracelular ou dentro das células fagocitárias, localiza-se em linfonodos regionais. Neste local, ocorre proliferação bacteriana e infecção de outras células, ou ainda existe a possibilidade de serem eliminados pelo sistema de defesa. Alguns bovinos parecem exibir resistência inata a infecção brucélica. Essa resistência está relacionada à capacidade dos macrófagos em conter os microrganismos. 

A partir dos linfonodos regionais passam ao duto torácico e deste a Brucella dissemina-se por via hematógena e se localizam no sistema monocítico fagocitário (antigo sistema reticuloendotelial) e no trato reprodutivo. Desenvolve-se em tecidos linfáticos, fígado, baço, medula óssea entre outras localizações. Há localização preferencial pelo trato reprodutivo de animais gestantes.

Fatores desconhecidos no útero gravídico, conjuntamente denominados fatores do líquido alantóico, estimulam o crescimento de Brucella. O eritritol, um álcool de quatro carbonos, é considerado um desses fatores.

Estudos com infecção experimental demonstraram que, no plano celular. Brucella localiza-se dentro das cisternas do retículo endoplasmático rugoso de trofoblastos do placentoma. Posteriormente, a infecção expande-se para o feto. O mecanismo exato de aborto é incerto; entretanto, as prováveis possibilidades são as de que aborto resulta de:

1) interferência na circulação fetal por placentite existente.

2) efeito direto da endotoxina.

3) estresse do feto resultante da resposta inflamatória no tecido fetal.


Embora se conheça pouco a respeito dos fatores envolvidos na localização de Brucella no trato reprodutivo de machos, a presença de compostos estimuladores do crescimento pode ser um fator. A bacteremia prolongada observada em algumas espécies de Brucella pode explicar a grande possibilidade de ocorrência de manifestações extragenitais nestas espécies.
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Onde quer que a Brucella se encontre, devido à imunidade citomediada, há formação de inflamação com modulação de macrófagos em células epitelióides e infiltração por linfócitos e plasmócitos; o centro do foco pode então sofrer necrose de caseificação, enquanto ao seu redor o conjuntivo começa a proliferar, tendendo a desenvolver cápsula. Muitas vezes a distribuição do agente é tão difusa, que praticamente não há formação dos nódulos descritos. Raras vezes ocorre concentração do microrganismo e formação de abscesso. 
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De acordo com a espécie afetada, a Brucella se localiza em órgãos de eleição ou se mantém distribuída, como nos suínos, podendo ficar em repouso por longos períodos e completar eventuais bacteriemias, sendo novamente fagocitada por macrófagos, no interior dos quais volta a multiplicar-se. Nos cães é comum a bacteremia persistente.

V. Clínica

5.1. Bovinos

A brucelose é o agente mais comum nos abortamentos de vacas. Ocorre no final da gestação, entre o 6º e 8º mês, causando retenção de secundinas e endometrite. Em bovinos, Brucella abortus causa lesões placentárias características. Macroscopicamente há inflamação que leva à necrose cotiledonária e proliferação de tecido conectivo de granulação, com fibrose e aderência do cotilédone à carúncula materna. No córion intercotiledônico há edema e progressivo espessamento placentário, com exsudação de liquido viscoso e aderente, de cor acastanhada. Microscopicamente, são observados no útero focos inflamatórios granulomatosos com células epitelióides e ao redor um halo linfoplasmocitário.


O feto, ao ser abortado, deixa retenção placentária e nas células cotiledonárias podem ser observadas imensas quantidades do agente. Geralmente o feto está um pouco edematoso, pode apresentar líquido serossanguinolento na cavidade abdominal e na torácica e, quase sempre, apresenta broncopneumonia.

Após o aborto, muitos animais apresentam endometrite difusa de longa duração, que interfere com a fertilidade e fecundidade das vacas. Os órgãos em que a Brucella permanece nas vacas são as mamas e linfonodos mamários, causando granulomatose discreta. Outros locais onde há isolamento possível são os linfonodos pélvicos e faríngeos e eventualmente do fígado e baço.

Nos machos, a Brucella pode causar epididimite, inflamação da vesícula seminal e, por vezes orquite caracterizada por hidrocele e necrose tissular.

Outras complicações menos comuns da infecção por Brucella são os higromas e bursite interscapular
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5.2. Suínos


A infecção em suínos por B. suis pode ser iniciada através da ingestão de água, alimentos e fômites contaminados, ou por comer fetos e produtos fetais infectados. No entanto, uma vez implantada na criação, a via mais comum  de infecção é a genital, podendo se conceituar brucelose suína como doença de transmissão sexual. A brucelose em suínos assume aspecto de reticuloendoteliose difusa, com formação de típicos granulomas, em que se pode revelar o agente nos macrófagos. No útero das fêmeas que abortam, podem ser encontrados numerosos granulomas de cor amarelada, com até 5mm de diâmetro, entretanto a B. suis pode ser encontrada constantemente em todos os linfonodos, no baço e no fígado, produzindo granulomas ou difusamente.


O aborto em porcas gestantes ocorre entre um mês e um mês e meio após a fecundação, quando adquirem a infecção por via venérea, enquanto as infecções após esse período não provocam aborto, mas ocasiona o nascimento de natimortos e leitões doentes. A tendência é a cura do processo uterino em um mês ou pouco mais, porém muitas porcas podem continuar com o muco útero vaginal infectante por vários meses ou anos, infectando dessa forma, os varrões.


Nos varrões é freqüente o desenvolvimento de inflamação discreta dos testículos e vesícula seminal, e a eliminação constante de Brucella com o sêmen. Em alguns animais há o desenvolvimento de orquite acentuada, com hidrocele e, às vezes, necrose testicular e epididimite. Os animais infectados podem se manter ativamente brucélicos por vários anos, transmitindo dessa forma a doença. Assim como nas porcas, o agente nos machos também pode ser isolado de todos os linfonodos, baço e fígado, além do sêmen. A B. suis pode causar espondilite com rarefação óssea e paralisia, incomum mas sempre com algum caso em criações infectadas. Higromas e artrites podem ser também sinal de brucelose.

5.3. Caninos


Nos cães, o principal agente causal é a Brucella canis, mas eles podem também se infectar por outras espécies do gênero Brucella. A forma de transmissão mais comum é a ingestão ou inalação de aerossóis provenientes de material abortado ou de secreções de abortamentos. O sêmen também pode funcionar como via de transmissão, pois alberga uma grande quantidade de bactérias, principalmente entre 3 e 11 semanas pós-infecção, caracterizando a brucelose como doença venéreo-transmissível. A contaminação de fêmeas sadias por machos infectados, através do coito, parece ser mais freqüente que a transmissão de uma fêmea infectada para um macho sadio. Em animais infectados, é possível isolar o agente de secreção salivar, secreção vaginal de fêmeas fora do período de cio, e leite, sendo poucos microrganismos encontrados na urina, principalmente em fêmeas. Machos infectados agudamente podem conter na urina cerca de 103 a 106 Brucella canis /ml.

Existem relatos de transmissão por meio de fômites, tais como vaginoscópios, seringas contaminadas, transfusão sangüínea e inseminação artificial.

         A porta de entrada mais importante do agente parece ser a mucosa oral; entretanto, é sabido que a infecção pode ocorrer através das mucosas nasal, conjuntival e genital, da pele lesada e através da placenta. Após a penetração do agente no organismo, a bactéria é fagocitada por macrófagos e outras células do sistema imune e transportada para os linfonodos, ocasionando linfadenopatia transitória. A partir do sistema linfático, a bactéria atinge a circulação sangüínea, acarretando bacteremia, que pode persistir por 6 a 64 meses. A bactéria passa a se replicar no interior de leucócitos ou no tecido linforeticular, como fígado, baço e linfonodos, podendo provocar hiperglobulinemia. Os órgãos reprodutivos infectados são apenas o útero em cadelas prenhes (tecido gonadal de dependência esteroidogênica) e os testículos, epidídimos e próstata de cães machos.

Nas fêmeas, a Brucella canis coloniza as células epiteliais da placenta, ocasionando morte embrionária ou fetal, e aborto. As cadelas podem levar a gestação adiante, parindo tanto filhotes mortos como vivos na mesma ninhada; entretanto, os filhotes vivos geralmente morrem em poucas horas ou dias. Cadelas não prenhes não mostram sinais de infecção, porém podem albergar a bactéria na urina e em secreções vaginais.

A ocorrência de orquite não é sinal tão comum em brucelose como a epididimite; porém, é possível encontrar inflamação, alteração na espermatogênese, fibrose e, em casos avançados, atrofia testicular com severo comprometimento da função reprodutiva. A persistência do agente em epidídimo e próstata faz com que a urina seja a principal via de eliminação em machos. Todavia, a Brucella canis não causa sintomas clínicos de alterações prostáticas. Casos de uveíte, discopondilite, meningite, glomerulonefrite e dermatite piogranulomatosa decorrentes de infecção por Brucella canis já foram verificados.

No curso inicial da doença, pode ocorrer linfadenopatia em ambos os sexos, raramente acompanhada de febre. O sinal clínico mais evidente da Brucelose é o aborto entre 45 e 59 dias de gestação (duas semanas antes da data programada para parição), sem alteração significante no ciclo estral. Após o abortamento, a fêmea apresenta descarga vaginal de secreção serosanguinolenta ou esverdeada durante 1 a 6 semanas. 

Normalmente, tanto o feto abortado como os tecidos placentários estão autolisados, apresentando edema subcutâneo, congestão e hemorragia subcutânea em região abdominal. Embora o abortamento no terço final seja a forma clássica, a interrupção da gestação pode ocorrer em qualquer fase, inclusive morte embrionária precoce. Desta forma, há queixa de infertilidade, pois a perda embrionária é imperceptível para o proprietário da fêmea.

Quando a gestação progride à termo, os filhotes podem nascer fracos e morrerem em pouco tempo. Os filhotes que sobrevivem ou que se tornam infectados quando neonatos normalmente desenvolvem linfadenopatia periférica até atingirem a maturidade sexual.

         Em relação ao macho, alterações nos parâmetros seminais podem ser observadas, como por exemplo, defeitos espermáticos, diminuição da mobilidade e da concentração espermáticas e do volume do ejaculado. A alteração na qualidade seminal pode ser detectada a partir de 5 semanas pós-infecção, atingindo máxima intensidade na 8a semana. As principais alterações na morfologia espermática são: espermatozóides imaturos, alteração acrossomal, edema de peça intermediária, gotas citoplasmáticas, caudas dobradas, destacamento de peça intermediária e aglutinação de espermatozóides em região de cabeça.

Nas fases iniciais da doença é possível evidenciar edema escrotal (acúmulo de fluido serosanguinolento entre as túnicas) e em epidídimo, e problemas de dermatite em bolsa escrotal. Em casos crônicos, os testículos tornam-se atróficos e o ejaculado possui células inflamatórias e pequeno número de espermatozóides, ou mesmo azospermia. Desta forma, o mais evidente sinal clínico em machos infectados é a infertilidade, acompanhada de alterações nos parâmetros do espermograma.

VI. Patologia Clínica


O maior objetivo no diagnóstico laboratorial da brucelose é o de identificar os animais que estão infectados e os que abrigam o microrganismo e disseminam a enfermidade. Muitos dos animais infectados são identificados quando se utiliza o teste sorológico padronizado, mas a infecção latente ocorre em alguns sorologicamente negativos.

VII. Diagnóstico

Coleta de material para o diagnóstico  de Brucelose: 

Material: soro sangüíneo 
Quantidade: 1 ml de soro resfriado ou congelado. 

Cuidados: 

· Coletar o sangue e deixá-lo inclinado em local fresco até formar o coágulo; 

· Separar o soro de forma que não ocorra hemólise;  

· Não deixar mais que dois dias o soro no coágulo, para que não ocorra contaminação; 

· Quando trouxer o soro no coágulo, tomar cuidado no transporte para não ocorrer hemólise e trazê-lo resfriado, nunca congelado; 

· Soro resfriado: até dois dias após separação do coágulo; 

· Soro congelado: quando demorar mais que dois dias para trazer para o laboratório. 

Para a B. abortus, usa-se a soro-aglutinação rápida em placa usando-se o antígeno acidificado tamponado, conhecido também como rosa bengala. Resultados positivos podem ser confirmados por outras provas como o 2-Mercaptoetanol. Animais positivos devem ser abatidos. Para B. ovis deve ser feita a prova de imunodifusão em gel.

7.1. Exame clínico
O diagnóstico clínico da Brucelose é bastante subjetivo e deve ser considerado com cautela, pois os sintomas são inespecíficos, baseados no histórico da propriedade, pela ocorrência de abortos a partir do 7º mês de gestação, sendo que o principal sintoma - a infertilidade - pode ter etiologia diversa, o que leva a suspeita de ocorrência de doença reprodutiva no rebanho. 

Ocorre com freqüência a retenção de placenta e endometrite. O feto abortado é aparentemente saudável pois não há infecção fetal. É comum a retenção fetal por 24-72 horas após o aborto. Torna-se importante, entretanto, estabelecer um diagnóstico diferencial de outras doenças que provocam abortamento, a saber:

a) Tricomonose: repetição de cio, ciclo irregular, abortamento no primeiro terço da gestação, morte e maceração fetal, piometra, infertilidade temporária ou permanente, machos portadores sãos. 
b) Listeriose: abortamento no terço final de gestação, autólise fetal. 

c) Vibriose: abortamento aos 4-8 meses de gestação, não há retenção de placenta ou de feto morto, feto aparentemente normal. 

d) Leptospirose: abortamento em qualquer fase da gestação, predominando no terço final, retenção fetal e de placenta, feto autolisado. 

e) Toxoplasmose: abortamento ocorrerá caso infecção tenha se procedido na primeira metade da gestação, necrose e calcificação dos cotilédones da placenta, feto abortado aparentemente saudável. 

f) Rinotraquíte infecciosa (IBR): aborto na segunda metade da gestação, retenção fetal, feto autolisado, vulvovaginite. 

g) Diarréia viral bovina (BVD): reabsorção embrionária, mumificação fetal, aborto no final da gestação, feto abortado aparentemente saudável.

7.2. Exame laboratorial 

A partir de uma suspeita, procede-se aos exames laboratoriais de análise para identificação da doença.

7.2.1. Diagnóstico direto: o diagnóstico do agente, quando identificado, possui especificidade de 100%, mas a sensibilidade é muito baixa (resultado negativo não implica em indivíduos livres de infecção brucélica). É viável apenas para o diagnóstico individual de brucelose, já que sua complexidade e altos custos não compensam sua realização em rebanhos. O isolamento é feito a partir de feto abortado (conteúdo estomacal, mecônio, fragmentos de baço e pulmões), placenta, leite, líquido sinovial de articulações comprometidas e sêmen. O material deve ser colhido com o máximo de assepsia e enviado imediatamente, sob refrigeração, ao laboratório. O isolamento da Brucella de líquidos e tecidos orgânicos constitui a prova para determinar a infecção, entretanto é de difícil utilização em grande escala, como requer um programa de controle da doença. 

O isolamento deve ser usado quando ocorrer abortos em uma propriedade sem que exista um histórico conhecido da presença de Brucelose, ou quando se pretende utilizar as informações para fins epidemiológicos ou de investigação. 

7.2.2. Diagnóstico indireto: a pesquisa de anticorpos anti-brucela é o principal recurso empregado no diagnóstico da doença e tem como finalidade, detectar animais infectados que poderão estar numa das seguintes categorias: 

a) Período de incubação

b) Fase aguda ou crônica 

c) Período de latência. 

Normalmente, o diagnóstico da Brucelose é feito utilizando-se de exames sorológicos indiretos. Dentre as técnicas sorológicas utilizadas no diagnóstico laboratorial, citam-se as seguintes: 

	· Soroaglutinação rápida em placa (SAR)
	· Fixação do complemento
	· Prova do rivanol 

	· Soroaglutinação lenta em tubos (SAL)
	· Imunodifusão
	· Prova do mercaptoetanol

	· Prova do anel do leite (PAL)
	· Rosa de bengala (RB)
	· Imunofluorescência 

	· Diferentes modalidades de ELISA
	
	


Por outro lado ainda é preciso diferenciar animais infectados de animais vacinados, e para tanto se deve utilizar uma prova que seja consideravelmente sensível e específica. No entanto, é difícil conciliar numa mesma prova alta sensibilidade e especificidade. 

O diagnóstico sorológico está sujeito a diversas causas de erro. No que se refere aos bovinos, o principal problema é a vacinação com a amostra B19. 

Inúmeras tentativas de separar a resposta sorológica do animal à amostra vacinal, distinguindo-a da resposta à amostra de campo têm sido feitas, porém os resultados obtidos até o momento não permitem uma diferenciação segura. Mesmo assim, a técnica recomendada oficialmente pelo Ministério da Agricultura é a prova do antígeno acidificado tamponado (rosa-bengal, card test), que é muito sensível e de fácil execução. Entretanto, esta técnica só pode ser realizada por veterinários que tenham se submetido a um curso de credenciamento reconhecido formalmente pelo Ministério. Até junho de 2002, porém, ainda será aceita a prova de soroaglutinação rápida em placa, técnica que vem sendo tradicionalmente empregada no País, mas que foi abolida pela nova legislação publicada em janeiro de 2001.

A prova do antígeno acidificado tamponado consiste em se homogeneizar, sobre uma placa de vidro, 0,03 mL de soro e 0,03 mL do antígeno (uma gota de cada). Após 4 minutos, movimenta-se suavemente a mistura e, com o auxílio de uma fonte de luz por baixo da placa, pesquisa-se a formação de pequenos grumos. A principal vantagem desta prova, com relação à tradicional soroaglutinação rápida em placa, está no fato dela diminuir a ocorrência de falsos positivos. Na técnica anterior, existia a possibilidade de ocorrerem falsos positivos em animais vacinados (título vacinal), uma vez que em animais vacinados há um nível maior de anticorpos da classe IgM, quando comparados com animais infectados (predomínio de IgG). O pH ácido do antígeno empregado nesta prova reduz a reatividade dos anticorpos IgM, mas preserva dos IgG.

O resultado da prova deve ser considerado como reagente ou não reagente, ou seja, foi abolida a condição de "suspeito". Os animais que reagirem à prova do antígeno acidificado tamponado poderão ser submetidos a um teste confirmatório. 

Esse teste, porém, não poderá ser feito pelo veterinário de campo, mas sim em laboratório de referência credenciado pelo Ministério da Agricultura. A técnica a ser empregada para esta confirmação é o teste do 2-mercaptoetanol. Para efeito de trânsito internacional e para diagnóstico de casos inconclusivos ao teste do 2-mercaptoetanol, deverá ser empregada a prova de fixação de complemento.

Para o monitoramento da condição sanitária de propriedades que já estejam livres da doença (certificadas), poderá ser feito um teste no leite dos animais, o chamado teste do anel em leite (ring test). 

As provas sorológicas aceitas pelo Ministério da Agricultura têm a seguinte descrição: 

7.2.2.1. Prova do antígeno acidificado tamponado 

É uma prova complementar, de aglutinação rápida, conhecida como "Rosa de Bengala", onde se usa um antígeno tamponado a um pH 3,65 e corado com o rosa de bengala, sendo uma prova mais sensível e de fácil execução, podendo ser utilizada por Médicos Veterinários credenciados para a triagem de animais. A prova pode ser utilizada sobre um cartão ou uma placa. O resultado é obtido pela leitura da presença ou ausência da IgG, pois somente esta globulina é capaz de agir no pH existente.
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7.2.2.2. Prova do Mercaptoetanol
É uma prova complementar específica, baseada na destruição das globulinas IgM, sendo específica para as globulinas do tipo IgG. Esta prova se diferencia da aglutinação lenta em tubos pelo tratamento prévio do soro com 2-mercaptoetanol.

7.2.2.3. Prova de Fixação do Complemento
É a prova mais conclusiva, sendo indicada quando a prova do Mercaptoetanol for duvidosa. Apresenta vantagens, pois está diretamente correlacionada com a infecção, sendo menos influenciada por anticorpos inespecíficos, apresentando reações positivas em fase crônica da doença quando a soroaglutinação tem tendência de ser negativa. A desvantagem, porque é uma prova que não diferencia animais recentemente vacinados de infectados, como também é uma prova muito complexa para ser realizada. Sendo importante quando se faz o trânsito internacional de animais.
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7.2.2.4. Prova do anel do leite
É uma prova rápida, muito utilizada em regiões produtoras de leite, para o monitoramento das condições sanitárias de propriedades certificadas sendo utilizada na localização de rebanhos potencialmente infectados. Quando empregada em campanhas de controle de Brucelose, esta prova deve ser acompanhada de uma prova de soroaglutinação. 

VIII. Profilaxia

Na profilaxia da Brucelose o Ministério da Agricultura tem autorizado vários testes sorológicos que levam ao diagnóstico da doença e também a realização dos programas de vacinação de caráter obrigatório, com uma vacina elaborada com amostra viva B19 de Brucella abortus, auxiliando no seu controle epidemiológico e não a sua erradicação. 

As vacinas produzidas com as amostras B19 têm algumas vantagens técnicas que devem ser conhecidas como também outras considerações importantes como:

a) Possuem reduzida virulência, sendo bastante estáveis e com excelente tolerância, não causando reações locais e sistêmicas que sejam relevantes, comprometendo a sua eficácia 

b) A imunidade conseguida com esta amostra quando aplicada em fêmeas com idade média de 6 meses, confere uma imunidade até a 5ª gestação 

c) A vacinação das bezerras aos 6 meses evita a eliminação da vacina através do leite 

d) Evitar a vacinação em animais infectados, pois a vacina não tem nenhum efeito adicional 

e) Não aplicar a vacina em vacas nos últimos meses de gestação, pois poderão ocorrer abortos 

f) A vacina não confere 100 % de imunização, sendo que numa vacinação de um rebanho, consegue-se um índice de proteção de 70-80% 

g) Os machos não podem ser vacinados

De acordo com o estabelecido pelo Ministério da Agricultura e para cumprimento do PNCEBT, o programa de vacinação, deverá ser feito semestralmente, com duas campanhas anuais, junto com a febre aftosa, cobrindo assim a maior parte dos nascimentos ocorridos durante o ano, vacinando as fêmeas entre 3 e 8 meses de idade.

As fêmeas adultas acima de 24 meses, só poderão ser imunizadas nas regiões onde exista uma alta prevalência de Brucelose, utilizando nestas situações, outros imunógenos que não causem interferência nos testes de diagnóstico para monitoramento da doença, sendo proibida a utilização de vacinas com amostra B19, pois os animais adultos vacinados, tendem a persistir com títulos aglutinantes. 

8.1. Brucella canis:

Quando houver suspeita de infecção por Brucella canis em um canil, algumas medidas devem ser tomadas prontamente e de forma agressiva:
a) Confirmar o diagnóstico por métodos que se ajustem ao caso em questão. Se houver manifestações clínicas, deve-se enviar material deste animal para cultura e isolamento do agente. Caso a doença seja confirmada em pelo menos um animal da propriedade, será preciso testar todos os outros por métodos sorológicos. A escolha do método de diagnóstico a ser empregado está na dependência do tempo de infecção, pois animais infectados por menos de 4 a 8 semanas podem apresentar resultados falso-negativos. 

b) Promover isolamento e quarentena dos animais da propriedade. Nenhum animal deve ser introduzido ao plantel durante o período em que a fonte de infecção e a via de transmissão estão sendo investigadas. Ainda, não se deve transportar animais desta propriedade para fora do local.

c) Determinar a fonte de infecção, que não necessariamente é o animal que apresenta sintomas clínicos de brucelose. Neste sentido, é de extrema importância que todos os animais do plantel sejam testados sorologicamente, iniciando-se por animais que apresentarem contato mais próximo com o cão suspeito.

d) Eliminar o modo de transmissão. Quando um surto de brucelose ocorre em uma propriedade, todas as vias de transmissão devem ser consideradas, principalmente os materiais que sabidamente contêm maior número de bactérias, tais como: secreção vaginal de fêmea que abortou, material abortado e sêmen e urina de machos infectados. Porém, vias clássicas de transmissão não devem ser descartadas como, por exemplo, via oral, aerossóis, fômites, entre outras.

e) Desinfetar o local e materiais. Sabe-se que a bactéria não sobrevive à ação de derivados de amônia quaternária e iodóforos. Entretanto, é preciso oferecer especial atenção aos funcionários do canil que cuidam dos animais, em função do potencial de zoonose da doença e, ainda, de poderem funcionar como fontes de infecção. Assim, cuidados na manipulação dos animais e higiene rigorosa do canil devem ser aplicados. 

f) Identificar e eliminar os animais infectados. Assim que os animais positivos forem identificados, é preciso isolá-los com urgência. Os testes sorológicos devem ser conduzidos mensalmente até que a infecção seja completamente eliminada, ou seja, até o momento em que 3 testes sorológicos consecutivos resultarem negativos para cada animal da propriedade. Sempre deve-se levar em conta que os animais podem eventualmente estar em diferentes estágios da doença, o que significa que alguns testes sorológicos podem apresentar resultados falso-negativos. 

Se a propriedade possuir estrutura adequada para o isolamento dos animais, testes sorológicos bianuais ou a cada 4 meses são suficientes para procedimentos de erradicação da doença. Deve-se salientar que, para fins de erradicação, a identificação e eliminação dos animais positivos é o único método eficiente em canis, pois medidas sanitárias estritas e antibioticoterapia não evitam a transmissão para animais não infectados. 

g) Iniciar práticas de controle que minimizem a possibilidade de contaminação futura. Até os dias de hoje não foi desenvolvida uma vacina para Brucella canis. Desta forma, práticas adequadas de manejo são de fundamental importância para o controle da doença em canis. As propriedades de cães devem sempre adotar medidas de quarentena para animais vindos de fora, seja para incorporação ao plantel, seja para acasalamento. Nestes casos, é preciso que se exijam testes sorológicos de animais vindos de outros canis para acasalamento. Animais introduzidos ao plantel devem ser testados seqüencialmente pelo menos duas vezes com intervalo de 30 dias entre os testes. Cães selecionados para reprodução devem ser testados sempre ao preceder um acasalamento. O canil não deve aceitar em qualquer hipótese a introdução de um animal em sua propriedade com sintomas clínicos da doença (incluindo fertilidade desconhecida). Cães pertencentes ao canil mas que temporariamente estiveram fora devem ser avaliados sorologicamente antes de serem reintroduzidos ao plantel. Recomenda-se testar todos os animais do plantel anualmente, ou quando surgem problemas como abortamentos ou falhas reprodutivas (4).
IX. Controle
O controle da doença é objeto do Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), lançado pelo Ministério da Agricultura em janeiro de 2001. O programa baseia-se nos seguintes pontos:

9.1. Vacinação obrigatória: 

Passa a ser compulsória (a partir de dezembro de 2003) a vacinação de bezerras com idade entre 3 e 8 meses de idade. A vacina utilizada é feita com a amostra B19 (viva, atenuada). Atualmente existem 6 laboratórios produtores no Brasil e a produção atende apenas a 25% da real demanda. A vacinação contra brucelose só poderá ser realizada sob responsabilidade de médicos veterinários, que deverão estar cadastrados no Serviço Oficial de Defesa Sanitária Animal.

9.2. Certificação de propriedades livres: 

· A adesão será voluntária; criação de um selo de qualidade sanitária. 

· Testes em todos os animais e sacrifício dos reagentes positivos. 

· Três testes sem um único animal reagente positivo, ao longo de um período mínimo de nove meses. 

· As propriedades certificadas ficam obrigadas a repetir os testes anualmente, em todos os animais. 

· Exigência de dois testes negativos para o ingresso de animais na propriedade, se os animais não forem provenientes de outra propriedade livre. 

· Os testes de diagnóstico para brucelose são realizados exclusivamente em fêmeas de idade igual ou superior a 24 meses, desde que vacinadas entre 3 e 8 meses, e em machos e fêmeas não vacinadas, a partir de 8 meses de idade. 

· Supervisão técnica de médico veterinário credenciado. 

9.3. Certificação de propriedades monitoradas

· De adesão voluntária, atribuída exclusivamente a fazendas de gado de corte.

· Testes de diagnóstico serão realizados por amostragem apenas em fêmeas com mais de 24 meses e em machos reprodutores, com periodicidade anual: conceito de gestão de risco.

· Quando forem encontrados animais reagentes positivos, todos os animais serão submetidos a testes de diagnóstico.

· Só poderão ingressar na propriedade animais com dois testes negativos ou provenientes de propriedades de condição sanitária igual ou superior.

· Supervisão técnica de médico veterinário credenciado. 

9.4. Normas diversas

· Controle do trânsito de reprodutores e normas sanitárias para participação em exposições, feiras, leilões e outras aglomerações de animais. 

· Credenciamento e capacitação de médicos veterinários.

· Diagnóstico e apoio laboratorial.

· Fluxo sistemático de informações entre o serviço de inspeção e o serviço de defesa sanitária. 

· Educação sanitária

X. Tratamento
Em rebanhos comerciais o tratamento não deve ser realizado, sendo que por questões epidemiológicas é recomendado o sacrifício dos animais. Em animais de estimação, porém, o tratamento é baseado em antibioticoterapia (oxitetraciclina - 20 mg/kg, estreptomicina - 25 mg/kg, cloranfenicol - 10 mg/kg). Deve-se considerar, porém, que o agente é um parasita intracelular e o tratamento auxilia no alívio dos sintomas, mas é comum que ele não elimine totalmente o agente do organismo.
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