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RESUMO

BARBOSA, Adriana Agostini. Uso da vacina cepa rugosa RB51 contra
brucelose em fémeas bovinas gestantes em diferentes estagios de gestacao.
Orientador: Carlos Antdnio de Carvalho Fernandes. Alfenas: UNIFENAS, 2014.
Dissertacdo (Mestrado em Reproducéo, sanidade e Bem Estar Animal).

Cepas de Brucella abortus de campo, assim como as vacinas feitas com antigenos de
partes de células lisas S19 (LPS), induzem um mesmo anticorpo especifico, que a torna
dificil de distinguir animais vacinados e animais infectados. Para evitar a interferéncia
sorolégica no diagnostico se usa uma vacina que nao induz anticorpos contra o
polissacarido “O” (O-LPS), isto é, uma cepa rugosa nao indutora de anticorpos
aglutinantes. A cepa de Brucella abortus nao indutora de anticorpos aglutinantes foi isolada
na década de 1980 e a vacinagao com essa, confere protegao sem interferir nos métodos
sorologicos usuais, mesmo em vacas adultas. Alguns trabalhos indicam que a cepa rugosa
€ segura quando inoculado em fémeas gestantes, porém apenas na dose reduzida. A
utilizacdo em doses normais para vacas gestantes nao é recomendada. Esta situacao
pode levar a possiveis falhas de imunizagédo, por ndo ser possivel vacinar esta categoria
animal de relevante importancia na disseminacao da doenca. As informagdes da literatura
nao permitem afirmar se esta vacina, em doses normais é segura para fémeas bovinas
gestantes. O objetivo deste estudo foi determinar a seguranga da vacinacao com a dose
completa de uma vacina produzida com cepa rugosa (1,0-3,4 x 10'® unidades formadoras
de colbnias - UFC), Brucelina Rebeccin™ — Vallée — Brasil, em fémeas gestantes nos
diferentes estagios de gestacao. O estudo foi desenvolvido no Estado de Minas Gerais,
Brasil. Foram utilizadas 96 fémeas bovinas mesticas (Bos faurus x Bos indicus)
soronegativas ao teste do antigeno acidificado tamponado (AAT), em trés periodos
gestacionais (terco inicial: Tl, médio: TM e final: TF), divididas aleatoriamente em dois
grupos, tratado e controle (T ou C), constituindo 6 tratamentos com 16 animais. Apos a
aplicacdo da vacina foram mantidas juntas, em pastagem de capim brachiaria com
suplementagdo mineral. Comparou-se os grupos utilizando o teste de X® as seguintes
variaveis: gestacoes a termo; bezerros vivos aos 60 dias pos-parto e a ocorréncia de
bezerros soropositivos neste periodo. Considerou-se como significancia 5% de
probabilidade. Ndo foram observadas diferengas entre tratamentos em cada um dos
periodos, nem quando os periodos foram analisados em conjunto para gestacdes a termo
(87,5; 87,5; 93,8; 93,8, 81,3 e 100%) nem para bezerros vivos aos 60 dias (75,0; 87,5;
87,5; 87,5, 81,3 e 93,8%) - p>0,05, para TI-C, TM-C, TF-C, TI-T, TM-T e TF-T,



respectivamente). Nao foi encontrado nenhum animal soropositivo aos testes usuais de
deteccao (soroaglutinacao rapida) aos 60 dias de idade. Conclui-se que a aplicacido da
vacina Brucelina Rebeccin® em qualquer fase da gestagao é segura para fémeas bovinas,
pois ndo provoca perdas da gestacdo ou interfere na viabilidade dos bezerros apés o
nascimento. Adicionalmente, a vacinacdo das fémeas gestantes com o produto néo leva a
formacao de anticorpos que possam ser detectados nos testes usuais de diagnéstico para
brucelose.

Palavras-Chave: Aborto, vacinacao, brucelose, gestagao.



ABSTRACT

BARBOSA, Adriana Agostini. Use of vaccine against brucellosis cepa rough in
female bovine in different stages of pregnancy. Advisor: Carlos Anténio Fernandes
de Carvalho. Alfenas: UNIFENAS, 2014. Dissertation (MSc in Reproduction sanity

and animal welfare).

Field strains of Brucella abortus, as well as the vaccines made of antigens from
portions of S19 lipopolysaccharides (LPS), induce the same specific antibody, what makes
very difficult to distinguish by means of serologic tests vaccinated animals and those
infected. To avoid serologic interference with diagnosis it is used a vaccine that does not
induce O-lipopolysaccharide (O-LPS) antibodies, that is, a rough strain that does not induce
agglutinating antibodies. A Brucella abortus strain that does not induce agglutinating
antibodies was isolated in the 80’s and, when used as a vaccine, offers protection without
interfering with usual serologic methods, even in adult cows. Some works indicate that the
rough strain is safe when inoculated in pregnant females, but only when reduced dose as
used. The use of normal doses in pregnant cows is not recommended, what leads to
potential failures of immunization programs. Literature information does not allow for stating
if such vaccine at normal doses is safe when administrated to pregnant cows. The aim of
this study was to evaluate the safety of a full dose vaccine made of a rough strain (1.0-3.4 x
10'° colony forming units - CFU) (Brucelina Rebeccin™ — Vallée — Brazil) in pregnant cows
at different stages of pregnancy. The study was conducted in the state of Minas Gerais,
Brazil. The experiment used 96 female bovines of mixed breed (Bos taurus x Bos indicus),
nulliparous and multiparous, at three different pregnancy stages (initial stage: Tl, middle
stage: TC, and final stage: TF), randomly assigned to two groups (treated and control — T or
C), composed of 6 treatments with 16 animals. After vaccine administration, the animals
were kept together on brachiaria grass pastures with mineral supplementation. The
following variables werw compared using X? test of the following variables: Percentage of
calves born, percentage of live calves 60 days after delivery and number of seropositive
cows and calves during such period. A 5% chance was deemed as significant. No
differences were seen between treatments in each period or when periods were analyzed
all together for the percentage of calves born alive and healthy (87.5; 87.5; 93.8; 93.8. 81.3
and 100%) or for the calves alive 60 days after delivery (75.0; 87.5; 87.5; 87.5. 81.3 and
93.8%) - p>0.05 for TI-C, TM-C, TF-C, TI-T, TM-T and TF-T, respectively). No animal was
found to be seropositive in the usual detection tests (fast seroagglutination) at 60 days of



age. It was concluded that the administration of vaccine Brucelina Rebeccin™ at any
pregnancy stage is safe for bovine females, since it does not lead to fetal losses nor
interferes with calves’ feasibility after birth. Additionally, the use of such product in the
vaccination of pregnant cows does not lead to the formation of antibodies that can be

detected by the usual diagnostic tests for brucellosis in calves and cows

Key words: Abortion, vaccination, brucellosis, pregnancy
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A Erradicacdo da brucelose, uma importante zoonose estd em curso em varias partes do
mundo ha mais de 50 anos, e um importante componente envolvido nestes programas de
erradicacdo sao os protocolos de vacinacao. A Brucella abortus de cepas de campo assim como
as vacinas feitas com antigenos de partes de células lisas S19 (LPS), induzem um mesmo
anticorpo especifico como resposta, que a torna muito dificil de distinguir entre animais vacinados
e animais infectados pela maioria dos testes soroldgicos.

A abordagem para evitar a interferéncia sorolégica no diagnéstico é por meio de uma vacina
que ndo induz anticorpos contra o polissacarido “O” (O-LPS). E uma estirpe mutante com
caracteristicas particulares desprovida desse polissacarideo, chamada inicialmente de RB51que
foi produzida a partir de uma cepa pouco virulenta da B. aborfus 2308 por varias passagens em
meios suplementados com concentragées sub-inibitérias de rifampicina. Por isso, esta estirpe é
diferente de outras brucelas atenuadas, uma vez que ndo possui a cadeia O-LPS,
consequentemente, os anticorpos contra este antigeno imunodominante ndo sao induzidos por
vacinas preparadas com a estirpe RB51, quando utilizado em bezerros ou repetidamente
administrado em vacas adultas. Ou seja, a vacinagdo com a cepa RB51 confere protecdo, sem
interferir nos métodos sorolégicos usuais, mesmo em vacas adultas.

Alguns trabalhos indicam que a RB51 é segura quando inoculada em fémeas gestantes,
porém apenas na dose reduzida. A Vacina com a RB51 foi aprovada para utilizagdo como vacina
oficial nos EUA, Chile e Uruguai como um substituto para a B19, ou em conjunto com S19 no
México, Paraguai, Venezuela e alguns paises da América Central. A vacina RB51 para uso em
programas na maior parte dos Paises acima mencionados foi licenciada para vacinagao
subcutanea de fémeas jovens (4-12 meses de idade), com a dose completa de 1,0-3,4 x 10
UFC. No entanto, o uso da dosagem indicada para bezerros (dose completa) em vacas adultas ou
gestantes nao foi tdo estudada, apesar de algumas informagdes de campo sugerirem que doses
mais elevadas podem nao causar perceptivel aumento das taxas de aborto.

As leis federais brasileiras, do MAPA, através do "Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose” - PNCEBT estipula que uma das estratégias para
controle da brucelose no pais é a vacinagao obrigatéria de novilhas com 3-8 meses de idade com
a B19 a fim de se evitar concentragdes de anticorpos persistentes nos testes sorolégicos de rotina
realizados apoés os 24 meses de idade. De acordo com o PNCEBT, a vacinagdo com a cepa RB51
pode ser aprovada como estratégia de imunizagdo apenas sob certas circunstancias: rebanhos
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altamente infectados ou vacas adultas e bezerras que nao foram vacinadas até os oito meses de
idade.

Como a transmisséo da doenga ocorre principalmente por contaminagao via oral, originada de
secrecdes, anexos fetais ou fetos paridos ou abortados de fémeas doentes, o aumento da
protecao dos animais adultos, principalmente as fémeas gestantes, é de especial importancia em
diversas situagdes onde se deseja um rapido controle na disseminagéo do agente.

O presente estudo se justifica pela auséncia de informacdes da literatura que permitem
afirmar se a vacina RB51 em doses normais € segura para fémeas bovinas nos diferentes
estagios de gestagao (BRASIL, 2006).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e Definicao

A brucelose é uma zoonose conhecida desde épocas remotas. Hipocrates, em 460 A.C., ja
fazia referéncia a pacientes com sintomas semelhantes a brucelose. Recentemente, pesquisas
realizadas na ltalia, revelaram lesdes ésseas tipicas de brucelose em esqueletos remanescentes
de pessoas que sucumbiram a catastrofe do vulcao Veslvio, na cidade de Herculano, ocorrida no
ano 79 da era cristd. Gracas a microscopia eletrénica, foi possivel identificar a presenca de
cocobacilos compativeis com Brucella em queijos fabricados com leite de cabras e em lesdes
tipicas em ossos de individuos adultos mortos encontrados carbonizados em escavagdes da
cidade italiana (CAPASSO, 2002). Oficialmente, a doenga foi registrada entre os anos de 1853 e
1856 em marinheiros e soldados da Marinha Real Britanica (WYATT, 1999).

A brucelose é uma doenca infecto-contagiosa provocada por bactérias do género Brucella. A
infecgdo produzida pela doenca é caracteristica nos animais e pode infectar o homem. E uma
zoonose distribuida universalmente que acarreta problemas sanitarios importantes e prejuizos
econdémicos vultosos. As principais manisfestacdes nos animais sio abortos, nascimentos
prematuros, esterelidade e baixa producdo de leite as quais contribuem para uma consideravel
baixa na produgdo de alimentos. No homem, a sua manifestacao clinica é responséavel por
incapacidade parcial ou total para o trabalho (BRASIL, 2006).

2.2Etiologia

Analises realizadas com o gene 16S rRNA, por hibridizagcdo DNA-DNA e provas bioquimicas
sugerem que as espécies de Brucella constituem um género monofilético, além disso, o alto grau
de similaridade entre elas suporta a proposta de que as espécies classicas de Brucella sejam
amostras de B. melitensis. Verger e colaboradores (1987) propuseram uma Unica espécie:
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Brucella melitensis, subdividindo-a em biovares, B. melitensis biovar Abortus, B. melitensis biovar
Suis, B. melitensis biovar Canis, B. melitensis biovar Neotomae e B. melitensis biovar Ovis
(PEREIRA, 2011).

Entretanto, esta visdo é conflitante com a hip6tese classica evolutiva que denomina as
espécies de acordo com os hospedeiros preferenciais. A comum associagdo entre patégenos-
hospedeiros possibilita a divisdao do género Brucella em dez espécies da seguinte forma: B.
melitensis em caprinos (podendo infectar bovinos, ovinos, canideos e humanos); B. abortus em
bovinos (bubalinos, equinos, cervideos, canideos e humanos); B. ovis em ovinos, B. suis em
suinos, B. neotomae em ratos do deserto, B. canis em canideos (humanos) (CORBEL; BRINLEY-
MORGAN, 1984); B. ceti (golfinhos e baleias); B. pinnipedialis (focas e ledes marinhos) (FOSTER
et al., 2007); B. microti (roedor Microtus arvalis) (SCHOLZ et al., 2008) e B. inopinata em humanos
(SCHOLZ et al., 2010).

As duas Unicas espécies naturalmente rugosas sao B. canis, causadora da brucelose canina
e considerada a menos patogénica para o homem, e B. ovis, que s6 foi encontrada infectando
naturalmente ovinos (CORBEL, 1997). As espécies B. neotomae e B. microti, isoladas de roedores
silvestres, ndo sao consideradas zoonéticas (CORBEL, 1997; SCHOLZ et al., 2008). B. ceti e B.
pinnipedialis, patogénicas para mamiferos marinhos (FOSTER et al., 2007), ja foram associadas a
granulomas intracerebrais em pacientes com neurobrucelose (SOHN et al., 2003), osteomielite da
coluna vertebral (MCDONALD et al.,, 2006) e a acidentes laboratoriais (BREW et al., 1999;
POESTER et al, 2009). As trés espécies principais, também denominadas classicas, sdo
subdivididas em biovariedades ou biovares: B. abortus — 7 biovares; B. melitensis — 3 biovares; B.
suis — 5 biovares (BRASIL, 2006).

As bactérias do género Brucella sao parasitas intracelulares facultativos, com morfologia de
cocobacilos Gram-negativos, iméveis; podem apresentar-se em cultivos primarios com morfologia
colonial lisa e rugosa (rugosa estrita ou mucoide). Essa morfologia esta diretamente associada a
composicao bioquimica do lipopolissacarideo (LPS) da parede celular, elemento central nos
fendmenos imunoldgicos e para algumas espécies tem relagdo com a viruléncia. B. abortus, B.
melitensis e B. suis normalmente apresentam uma morfologia de colbnia do tipo lisa; quando
evoluem para formas rugosas ou mucéides, deixam de ser patogénicas. Ja as espécies B. ovis e
B. canis apresentam uma morfologia de colénia permanentemente do tipo rugosa ou mucéide
(BRASIL, 2006; OSORIO & MONTEIRO, 2006).

Embora os bovinos e bubalinos sejam susceptiveis a B. suis e B. melitensis,
inequivocadamente a espécie mais importante é a B. abortus, responsavel pela grande maioria
das infeccdes (BRASIL, 2006).

As brucelas nado tém genes de viruléncia classicos que codificam capsulas, plasmideos ou
exotoxinas em comparagdo com outros patdgenos bacterianos. Relativamente pouco se sabe
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sobre os fatores que contribuem para a persisténcia no hospedeiro e multiplicacdo dentro de
células fagociticas. Além disso, muitos aspectos da interacdo entre a brucela e seu hospedeiro
permanecem obscuros (SELEEM, 2010).

2.3 Epidemiologia

2.3.1 Situacao Mundial

A doenca ocorre em todo o mundo, exceto nos paises onde a brucelose bovina (B. abortus)
foi erradicada. Esta é definida como a auséncia de casos notificados durante pelo ao menos cinco
anos. Esses paises incluem Australia, Canada, Chipre, Dinamarca, Finlandia, Holanda, Nova
Zelandia , Noruega, Suécia, Reino Unido, Alemanha e Luxemburgo (SELEEM, 2010), paises
situados ao norte do continente europeu, ja receberam a qualificacdo de livres de brucelose
bovina. Franga, Grécia, Irlanda, Itdlia, Portugal e Espanha, embora ainda ndo tenham sido
declarados livres de brucelose bovina, encontram-se em fase adiantada de erradicagéo
(GODFROID E KASBOHRER, 2002). india, Asia Central, México e América Central e América do
Sul ainda néo estéo isentos da brucelose (SELEEM, 2010).

Na Gra-Bretanha, a brucelose bovina foi erradicada em 1979, e o pais foi reconhecido como
livre da doenga desde 1985. Nesse pais, a doenca foi reintroduzida em varias ocasibes,
especialmente por meio de gado importado, sendo, porém detectada pelo sistema de vigilancia,
que inclui testes mensais em amostras de leite nos rebanhos leiteiros, testes soroldgicos
periédicos em gado de corte, controle rigoroso da paricdo em animais importados e investigacao
minuciosa de abortos (MCGIVEN et al., 2008).

Os Estados Unidos da Ameérica iniciaram o combate a brucelose em 1934, como parte do
programa de reducao da populacao bovina, necessaria em razao da grande depressao econémica
pela qual o pais atravessava na época. Até entdo, a prevaléncia da enfermidade entre os bovinos
era de 11,5%. O programa de controle foi organizado e posto em pratica pelo governo federal,
pelos governos estaduais e pelos produtores de carne e leite. Como resultado, em dezembro de
2000 nao havia mais registros de rebanhos afetados por brucelose no pais (RAGAN, 2002).

Nos paises em desenvolvimento, a situagao nao é tao favoravel. O México, endémico para a
brucelose, comecou a combaté-la em 1942, mas, apesar de alguns avangos obtidos ao longo dos
anos, a situagédo ainda esta longe de ser a ideal. Além do mais, nesse pais existe a presenca da
B. melitensis, mais patogénica para o homem (LUNA-MARTINEZ E MEJIA-TERAN, 2002). Na
América Central, a prevaléncia da brucelose bovina tem sido estimada entre 4 e 8% e programas
baseados em vacinacdo e remocdo de reagentes pouco tém contribuido para o avanco no
controle da enfermidade (MORENO, 2002). No Paraguai, testes sorolégicos realizados em 1,2

milhdes de amostras, no periodo de 20 anos (1979-2000), indicaram que a quantidade de animais
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reagentes permaneceu constante entre 3 e 4% (BAUMGARTEN, 2002). Na Argentina, diversos
estudos tém demonstrado que a brucelose esta presente na maioria das espécies domésticas.
Estima-se que a prevaléncia da brucelose bovina em propriedades seja de 10 a 13% e que 4 a 5%
dos animais estejam infectados, o que resulta em perda anual calculada ao redor de 60 milhdes
de délares (SAMARTINO, 2002).

Existem somente 17 paises livres da doencga, € enormes investimentos em vigilancia sao
necessarios para manter o status. Outros sofrem com perdas de produtividade e com dificuldades
comerciais, e também com o resultado da condigdo debilitante no homem. Ha uma estimativa que
ocorra 500.000 infecgbes humanas por ano no mundo (CUTLER; WHATMORE; COMMANDER,
2005).

2.3.2 Situacao Brasileira

No Brasil, sdo poucos os estudos bem planejados e de grande abrangéncia sobre a situagéo
da brucelose bovina. O Ultimo estudo nacional, que envolveu 19 estados, foi realizado em 1975.
Foram verificadas as seguintes prevaléncias em animais, por regides: Sul, 4%; Sudeste, 7,5%;
Centro-Oeste, 6,8%; Nordeste, 2,5% e Norte, 4,1% (BRASIL, 2006). Depois disso, apenas cinco
estados realizaram trabalhos que envolveram todo o seu territério (POESTER et al., 2002;
PAULIN E FERREIRA NETO, 2003), com uso de diferentes metodologias. Portanto, a situacao
epidemiolégica da brucelose bovina no Brasil ndo é adequadamente conhecida (POESTER et al,
2009).

Estudos mostram que a brucelose parece estar disseminada por todo o territério brasileiro,
com maior ou menor prevaléncia dependendo da regidao estudada. Os dados oficiais, publicados
no Boletim de Defesa Sanitaria Animal, mostram que a prevaléncia de animais positivos no Brasil
manteve-se entre 4% e 5% no periodo entre 1988 e 1998 (BRASIL, 2006).

Um levantamento realizado em 1999, no Triangulo Mineiro e nas regides do centro € sul de
Minas Gerais, envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000 animais, estimou a
prevaléncia aparente de animais infectados em 0,8%. No mesmo estudo, foram detectadas 5% de
propriedades com animais reagentes, sendo importante destacar que esse valor subiu para 15%
no universo de propriedades produtoras de leite com algum grau de mecanizagédo da ordenha e de
tecnificagao da produgao (BRASIL, 2006).

O Ministério da agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (VPS-FMVZ-USP) e as coordenadorias regionais de alguns Estados
do Brasil fizeram uma parceria a fim de realizar um levantamento epidemiolégico da
caracterizagao espacial da brucelose bovina no territério nacional (DIAS, 2004). Os Estados
participantes possuem 81,6 % do efetivo bovino. Os estudos ja foram concluidos nos Estados: RS,
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SC, PR, SP, RJ, ES, MG, BA, SE, TO, GO, DF, MS, MT e RO. Dos levantamentos foi possivel
verificar a heterogeneidade das unidades federativas avaliadas e também dentro das mesmas. O
Estado de SC, o norte do RS, sul do PR, DF e BA sao areas de baixissima prevaléncia, podendo
evoluir em breve para a erradicacao da doenca (FERREIRA NETO, 2010). Abaixo segue o0 mapa

com os resultados obtidos.

Prevalence of positive animals
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Figura 1: Prevaléncia de animais positivos nos diferentes Estados da Confederagao. Fonte:
Ferreira Neto (2010).

Minervino et al (2011) realizaram um estudo retrospectivo da ocorréncia de bovinos soro
reagentes a brucelose no Estado do Para. Num total de 7.724 resultados de exames, de 14
municipios, foram observados 792 bovinos positivos, prevaléncia média de 10,25%, sendo maior
em vacas e novilhas quando comparadas aos touros. Estes resultados indicam que a Brucelose
esta disseminada em todo o Estado do Para.

No Estado do Mato Grosso, foram amostrados 13.684 animais, provenientes de 1.152
rebanhos. As amostras foram testadas com AAT e os animais positivos reexaminados com
mercapto-etanol. A prevaléncia foi de 41,2% e 10,2% respectivamente. Concluiu-se que a doencga
estd distribuida homogeneamente no Estado (NEGREIROS, 2009).

O Estado de Santa Catarina foi estratificado em cinco circuitos produtores, sendo amostrados
300 propriedades em cada circuito, num total de 7.801 animais provenientes de 1.586
estabelecimentos. Foi considerado positivo a amostra que foi reagente as duas provas
sorolégicas. A prevaléncia de animais infectados no Estado foram de 0,06% (SIKUSAWA, 2009).
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Em relacéo a situagao epidemiolégica da brucelose bovina no Estado do Tocantins, num total
de 20.908 soros obtidos de 1.842 propriedades, detectou-se a prevaléncia das propriedades de
21,2% (OGATA, 2009).

2.4 Perdas Economicas

O Brasil apresenta grande potencialidade para o desenvolvimento da exploracao pecuaria, no
entanto, os valores médios de producao e produtividade dos rebanhos nacionais situam-se entre
0s mais baixos do mundo. Esta ineficiéncia na produgao de carne e leite é altamente influenciada
pela baixa fertilidade dos rebanhos (VASCONCELQOS; ITO; CORTES, 1987).

A brucelose ocasiona uma série de alteragdes fisiolégicas que comprometem a produgéo
animal. Estimativas mostram ser a brucelose responsavel pela diminuicdo de 25% na producgéo de
leite e de carne e pela reducao de 15% na producéo de bezerros. Dentro das perdas indiretas,
deve-se salientar as que resultam em infecgdes humanas, relacionadas estas, com os custos do
diagnostico e tratamentos além da decorrente auséncia no trabalho (BRASIL, 2006).

Lucas (2006) calculou o impacto econémico da brucelose bovina a partir de um banco de
dados sociecondmico (CEPEA, ESALQ, USP) onde foram reunidas informagdes de propriedades
leiteiras divididas em MG/GO (regiao 1), computando prejuizos anuais atribuidos a doengca em
cerca de 13% e em SC/RS (regido Il), os mesmos foram de aproximadamente 5%. Os prejuizos
totais atribuidos ao impacto causado pela brucelose bovina nas propriedades leiterias amostradas
foram de R$ 18.532,80 e de R$ 4.279,94 respectivamente para as regides | e I, quando
expressos em reais ou de 39.131,60 e 10.204,83 se referidos em litros perdidos por ano.

As perdas econdmicas atribuidas a brucelose bovina assumem grande importancia em
rebanhos de corte no qual o bezerros representam a Unica fonte de renda (RADOSTITS, 2000).
Nos Estados Unidos, estimou-se, em 1983, que os prejuizos causados pela brucelose bovina
foram da ordem de 32 milhées de dolares, apesar do programa americano ter se iniciado ha mais
de 40 anos (BRASIL, 2006).

Estudos realizados em 2013 demonstraram que o prejuizo total da brucelose no Brasil foi
estimado em U$ 448 milhdes que equivale, hoje, a cerca de R$ 1,005 bilhdo. A cada 1% de
variagdo na prevaléncia, estima-se o incremento no prejuizo de U$ 77,85 milhdes ou R$ 174,70
milhdes no custo da brucelose bovina no Brasil. As perdas por fémea infectada, com idade
superior a 24 meses, foram estimadas em R$ 473,50 e R$ 255,20 em rebanhos de leite e de
corte, respectivamente (ROSINHA, 2014).

2.5 Resisténcia
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As bactérias do género Brucella, apesar de permanecerem no meio ambiente, nao se
multiplicam nele. Elas sdo medianamente sensiveis a fatores ambientais e a resisténcia diminui
quando aumentam a temperatura e a luz solar direta ou diminui a umidade, portanto, é
recomendado que se procure deixar os locais com altas taxas de contaminagédo expostos ao sol,
que é um potente germicida. A sobrevivéncia ¢é alta, chegando préximo aos 200 dias no exsudato
uterino eliminado pelos animais positivos nos abortos e partos (BRASIL, 2006).

Submetida a acdo de desinfetantes como produtos clorados (2,5% de cloro ativo), solugdes
de formaldeidos a 2%, em temperatura ambiente acima de 15° C ou compostos fendlicos a 2,5%,
a brucela é eliminada no prazo de 15 minutos (PAULIN, 2003). E ainda de acordo com Radostits
(2000), o congelamento permite uma sobrevivéncia quase indefinida.

2.6 Mecanismos de Transmissao

No animal infectado, as localizacbes de maior frequéncia do agente séo: linfonodos, baco,
figado, aparelho reprodutor masculino, Gtero e Ubere (BRASIL, 2006). Uma enorme quantidade de
B. abortus é eliminada durante o abortamento e parto de animais infectados e estes, continuam
eliminando a bactéria nas secrecoes uterinas por aproximadamente 30 dias, contaminando
pastagens, agua , alimento e fémites (CRAWFORD et al, 1990; BRASIL, 2006).

A porta de entrada mais importante é o trato digestivo através da ingestdo de agua e
alimentos contaminados ou pelo habito de lamber as crias recém-nascidas, mesmo por cheirar
fetos abortados, pois a bactéria pode entrar pelas mucosas nasais e oculares (ACHA; SZYFRES
2001; BRASIL, 2006).

As fémeas em lactacao e infectadas podem se tornar portadoras assintomaticas e disseminar
a doenca através do leite. Os bezerros que ingerem o leite das vacas infectadas podem albergar
as brucelas nos linfonodos do trato gastrointestinal e excreta-las nas fezes, uma vez que nem
todas as brucelas sdo destruidas no trato gastrointestinal. Entre seis a oito semanas apos o
desmame, os bezerros tronam-se livres da infeccdo, pois até seis meses de idade sdo pouco
susceptiveis a mesma, contudo, a partir da maturidade sexual, tornam-se altamente susceptiveis
(LUCAS, 2006). A trasmissao congénita também pode ocorrer (ACHA; SZYFRES, 2001).

Filhos de vacas brucélicas se infectam durante a gestagdo, com a brucela persistindo em
seus pulmoes e linfonodos regionais. As novilhas serdo sorologicamente negativas ou possuirdo
titulos sorologicos instaveis, soro convertendo-se a partir da metade de sua primeira gestacao,
podendo, inclusive, eliminar o agente etiol6gico. Nesse caso, a vacinagao € ineficaz. Acredita-se
que tal fenébmeno, chamado de portador latente, ocorra numa freqiéncia de 2,5 a 9% em
condic¢des naturais de campo (PAULIN, 2003).

A participagdo do touro na trasmissao da brucelose na monta natural é pequena, pois a
vagina apresenta barreiras inespecificas que dificutam a infeccdo (CAMPERO, 1993). Ja na
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inseminacao artificial, o sémen contaminado é altamente infeccioso, isto porque o sémen é
depositado diretamente no Utero onde estas barreiras inespecificas nao existem. Deste modo,
uma fémea é infectada com pequenas quantidades do agente o que se torna uma forma eficiente
de difusao da doenca nos plantéis (CRAWFORD et al, 1990; CAMPERO, 1993; BRASIL, 2006).

A técnica de transferéncia de embrides ndo apresenta risco de transmissao da doencga desde
que realizada segundo os protocolos internacionais preconizados de lavagem e pode ser utlizada
para aproveitamento de vacas infectadas geneticamente superiores com sucesso (LAGE et al,
2009; BRASIL, 2006).

A B. abortus também pode infectar outras espécies domésticas, tais com equideos, suinos,
ovinos, caprinos, bubalinos e caes. Geralmente, nao é transmitida aos suinos, e quando isso
ocorre, a infecgao é transitoria, podendo servir de fonte de infecgao para bovinos (PAULIN, 2003).

Os caes nao sao susceptiveis a B. abortus, mas sao importantes disseminadores da bactéria
por transportarem restos de abortos entre pastos e propriedades (VASCONCELOS, ITO,
CORTES, 1987). Equinos, que convivem com animais infectados, podem adquirir brucelose e a
manifestagdo clinica mais comum é a presenca de abscessos (fistulados ou nao) na regido da
cernelha, lesdo conhecida como “mal da cernelha” ou “mal das cruzes”. Animais nestas condi¢cdes
devem ser eliminados (POESTER, 2009).

Antes da adocao da pasteurizacédo do leite, a principal via de transmissao da brucelose para o
homem era dada pelo consumo de leite in natura e derivados, provenientes de animais doentes
(DIAS, 2004).

2.7 Patogenia

A infeccdo da B. abortus se da pelo contato do agente por qualquer mucosa do animal
susceptivel, geralmente oral ou nasal. Ap6és a penetragdo na mucosa, ha um curto periodo de
bacteremia e posteriormente sao fagocitadas pelos leucdcitos polimorfonucleares (PMN) se
alojando em diversos 6rgéaos, linfonodos, baco, figado, aparelho reprodutor masculino, Ubere e
Utero, preferencialmente no sistema linfatico e placenta fetal. Eventualmente, pode instalar-se nas
articulagbes mais exigidas, dando origem a lesbes denominadas higromas, que podem supurar
(THOEN et al, 1993; RADOSTITS, 2000; BRASIL, 2006).

As brucelas podem sobreviver dentro dos leucécitos do hospedeiro e utilizar tanto os
neutrofilos quanto os macréfagos para se proteger dos mecanismos bactericidas humorais e
celulares durante o periodo de disseminacdo hematolégica (ENRIGHT,1990). O periodo de
incubacdo pode ser de poucas semanas e até mesmo de meses e anos. Este periodo é
inversamente proporcional ao tempo de gestagdo, ou seja, quanto mais adiantada a gestacao,
menor sera o periodo de incubacao (BRASIL, 2006).
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Um grande namero de microorganismos pode ser encontrado nos trofoblastos coribénicos que
contenham células metabolicamente ativas capazes de produzir uma variedade de horménios e
proteinas secretoras que possam estimular o crescimento das bactérias. Nos bovideos, destacam-
se produtos de degradacdo dos horménios esterbides, a prostaglandina F2a (PGF2 a) e o
estradiol-17B (E17B), além de outras progestinas (QUINN et al., 1994). No terco final da gestacao
a producao de eritritol, um poli alcool composto por quatro carbonos, aumenta, propiciando a
replicagao intracelular massiva e culmina com o rompimento do trofoblasto infectado, permitindo
que a bactéria acesse diretamente o feto (PACHECO, 2007).

O metabolismo do eritritol € uma caracteristica marcante do género Brucella. Experimentos
demonstraram que o eritritol é capaz de estimular o crescimento de todas as espécies de Brucella
em meios de cultura. Altas concentracdes de eritritol na placenta e no Utero gravidico, juntamente
com a estimulagéo do crescimento, deram origem ao paradigma de que este aglcar é responsavel
pelo tropismo da bactéria para os tecidos (SMITH; FICHT, 1990).

A multiplicagdo da bactéria leva a necrose e/ou deposicdo de fibrina nos placentomas,
infectando também as células adjacentes, levando a uma reagado inflamatéria da placenta,
comprometendo a viabilidade do feto e ocasionando o aborto (RADOSTITS, 2000; BRASIL, 2006;
PACHECO, 2007). Por outro lado, quanto menos intensa a necrose maior sera a deposicao de
fibrina e mais tardio o abortamento (PAULIN, 2003).

As lesbes placentarias raramente atingem todos os placentomas; em geral, apenas parte
deles é afetada. Com o desenvolvimento da imunidade celular apds o primeiro aborto, ha uma
diminuicdo do numero e do tamanho das lesées dos placentomas nas gestagdes subseqiientes.
Com isso, o0 aborto torna-se infreqliente (CORBEL et al., 2006), aparecendo outras manifestacdes
da doenca, como, por exemplo, a retencdo de placenta, a natimortalidade ou o nascimento de
bezerros fracos (THOEN ET AL., 1993; BRASIL, 2006).

O curso da doenga vai depender do estado fisiolégico do animal. Animais jovens, antes da
puberdade, parecem ser mais resistentes a infeccao, infectando principalmente linfonodos e
glandula mamaria. Quando em fémeas bovinas gestantes, apresentam predilecdo pelo Utero
(CRAWFORD et al., 1990).

2.8 Sinais Clinicos e Lesoes

A brucelose pode manifestar-se de maneira distinta conforme o hospedeiro. Nos bovinos e
bubalinos, a principal manifestagdo clinica € o aborto, que ocorre em torno do sétimo més de
gestacdo. Apos a infeccdo, o aborto quase sempre acontece na primeira gestacdo, mas, em
decorréncia do desenvolvimento da imunidade celular, é pouco freqliente na segunda gestacao
apos a infeccao, e muito raro nas subsequentes. Observa-se entao natimortos e o nascimento de
bezerros fracos (BRASIL, 2006; LAGE ET AL., 2008).
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O feto geralmente é abortado 24 a 72 horas depois de sua morte, sendo comum sua autolise.
Nao ha nenhuma lesdo patognomoénica da brucelose no feto abortado, mas, com freqliéncia,
observa-se broncopneumonia supurativa (PAULIN, 2003; BRASIL, 2006).

Também sao caracteristicas da doenca a repeticao de cio e perdas na producao de leite por
mastites inespecificas, além de metrites que podem ser causa de infertilidade transitéria ou
permanente (ACHA; SZYFRES, 2001). Causa ainda nas fémeas uma placentite necroética, sendo
comum a retencao de placenta e corrimentos vaginais (PACHECO, 2007).

Nos machos existe uma fase inflamatéria aguda, seguida de cronificagao, frequentemente
assintomatica. As bactérias podem instalar-se nos testiculos, epididimos e vesiculas seminais. Um
dos possiveis sinais é a orquite uni ou bilateral, transitéria ou permanente, com conseqlente
infertilidade por diminuigao da qualidade espermatica, com aumento ou diminuigao do volume dos
testiculos. Em outros casos, o testiculo pode apresentar um aspecto amolecido e cheio de pus.
LesOes articulares também podem ser observadas (CAMPERO, 1993;ACHA; SZYFRES, 2001;
BRASIL, 2006).

No aparelho locomotor, podem ser observadas lesdes articulares que se caracterizam por
bursite, artrite, espondilites em vértebras toracicas e lombares, podendo atingir medula 6ssea e
tenddes (PAULIN, 2003, BRASIL, 2006, LAGE, 2008).

2.9 BResposta Imune na Infeccao e Vacinacao

As bactérias do género Brucella sao parasitas intracelulares facultativos, com capacidade de
se multiplicar e sobreviver dentro de macréfagos. Em razao dessa habilidade, a protecdo contra a
infeccdo e a eliminacdo da bactéria do organismo hospedeiro dependem primariamente da
resposta imune mediada por células (BRASIL, 2006).

A resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo por B. abortfus envolve tanto a resposta
inata como a adquirida. A imunidade adquirida é mediada por linfocitos B € T que reconhecem os
patégenos por meio de receptores de alta afinidade. No entanto, o estabelecimento da imunidade
adquirida é lento porque depende da ativacdo de genes, da sintese de proteinas e da proliferacao
celular. Ja a imunidade inata proporciona mecanismos de defesa mais rapidos, pois reconhecem
patégenos invasores por meio de receptores especificos localizados na superficie das células
apresentadoras de antigeno. A ligacdo dos receptores a este patdgeno induz a produgio de
reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio, citocinas proé-inflamatérias com regulacao de
moléculas co-estimuladoras que desencadeiam a imunidade adquirida (WERLING; JUNGI, 2003).

Apesar dos macréfagos serem uma barreira de defesa contra Brucella por serem
considerados as células mais importantes do sistema imune, encontrados na interface entre a
imunidade inata e adquirida e, destruindo bactérias fagocitadas (ROSENBERGER; FINLAY,

2003), a Brucella possui a habilidade de sobreviver e replicar dentro do macréfago e outras células
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do hospedeiro tornando-se inacessivel a mecanismos extracelulares de controle do hospedeiro,
como os anticorpos e complemento (CHEERS; HO, 1983).

Além da resposta imune celular, anticorpos especificos (imunidade humoral) contra a cadeia
“O” também sao produzidos durante a infecgdo. Os anticorpos dirigidos contra o lipopolissacarideo
(LPS) de Brucella sp tém sido bastante estudados, de modo especial por serem detectados com
facilidade em provas soroldgicas. A maioria das imunoglobulinas presentes no soro de bovinos e
bubalinos é da classe G (IgG1 e 19gG2), seguidas das classes M (IgM) e A (IgA) (BRASIL, 2006).
Quando a vacinagao é realizada com a vacina B19 em fémeas entre trés e oito meses de idade,
as imunoglobulinas da classe IgM aparecem no soro em torno do 5° dia e as imunoglobulinas da
classe IgG aparecem quase simultaneamente ou poucos dias depois. O valor maximo de IgM é
alcangado em torno do 14%dia e depois desaparecem. As IgG atingem o valor maximo entre 28-42
dias e depois desaparecem (NIELSEN et al., 1996).

As respostas de IgG2 e IgA aparecem mais tarde, aumentam gradativamente, mas
permanecem em niveis baixos (Figura 2). A observagao por periodos prolongados da resposta
humoral em animais infectados demonstra que ha um leve decréscimo dos niveis de IgM,
enquanto que os de IgG1 se mantem altos, inalterados. A IgG2 e IgA permanecem em niveis mais
baixos e estaveis (Figura 3). A observagao por periodo prolongado em animais vacinados com
B19, quando vacinados até 8 meses, demonstra que o nivel de anticorpos decresce rapidamente,
atingindo titulos inferiores a 25 Ul depois de 12 meses (Figura 3). Por outro lado, se a vacinagao
for realizada acima de 8 meses de idade, os titulos vacinais tendem a permanecer elevados por
mais tempo, podendo gerar reacdes falso-positivas nos testes indiretos de diagndstico (BRASIL,
2006).

Anficonpos

Tempo (dias)

Figura 2 — Resposta dos principais isotipos de anticorpos em bovinos infectados com amostra
patogénica de Brucella abortus ou vacinados com B19 - Fonte: BRASIL (2006)
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Figura 3 — Respésta a longo termo dos principais isotipos de anticorpos em bovinos
infectados com amostra patogénica de Brucella abortus- Fonte: BRASIL (2006)
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Figura 4 — Resposta a longo termo dos principais isotipos de anticorpos em bovinos vacinados
com a amostra B19 de Brucella abortus - Fonte: BRASIL (2006)

2.10 Diagnéstico

Todo aborto deve ser considerado como suspeito de brucelose e por isso deve ser
investigado (POESTER, 2009). O diagnéstico da brucelose pode ser feito pela identificacao do
agente por métodos diretos, ou pela deteccdo de anticorpos contra B. abortus por métodos
indiretos (BRASIL, 2006).

2.10.1 Métodos diretos

A maioria dos materiais coletados a campo esta potencialmente contaminada com

7

microorganismos secundarios. Deste modo, é importante que se empreguem meios de cultura
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seletivos, contendo diversos antibidticos que inibam esta microbiota secundaria sem afetar o
crescimento de Brucella sp. (LAGE, 2008).

Os métodos diretos incluem o isolamento e a identificagdo do agente, imunohistoquimica, e
métodos de detecgdo de acidos nucleicos, principalmente a reagao da polimerase em cadeia
(PCR). Entretanto, devido ao risco de contaminacdo humana durante o processamento da
amostra, poucos séo os laboratérios que realizam o exame (BRASIL, 2006).

O isolamento e a identificagcdo da B. abortus é realizado a partir de material de aborto (feto
abortado, membranas fetais, contelido estomacal de feto, placenta), leite, swabs vaginais e sémen
(BRASIL, 2006; POESTER et al., 2006). O material pode ser enviado congelado (-20° C) ao
laboratério desde que mantenha a temperatura de transporte (LAGE, 2008).

2.10.2 Métodos indiretos ou sorologicos

O diagndstico é parte essencial de um programa sanitario. A brucelose é diagnosticada por
diferentes métodos que se complementam: o diagnostico clinico baseia-se nos sinais; 0
epidemiolégico, no histérico do rebanho da propriedade e das propriedades vizinhas; e o
laboratorial, em exames complementares diretos e indiretos (PAULIN & FERREIRA, 2003).

O sorodiagnoéstico é a base do combate a brucelose em rebanhos (PAULIN, 2003). Nos
bovinos o diagnéstico se baseia todo em sorologia. Atualmente se dispde de um grande numero
de provas sorologicas que podem ser Uteis se empregadas com critério (ACHA, 2001). O
conhecimento da dindmica das imunoglobulinas nos diferentes estagios da resposta imune tem
orientado o desenvolvimento de inimeros testes sorologicos. Esses testes visam demonstrar a
presenca de anticorpos contra Brucella sp em varios fluidos corporais, como soro sanguineo, leite,
muco vaginal e sémen (POESTER et al., 2005).

As provas de soroaglutinacdo foram e sdo muito usadas e contribuiram grandemente para
reduzir as taxas de infeccdo na Europa, Australia e nas Américas. Nao obstante, quando a
proporcao de rebanhos infectados e a prevaléncia global chegam a uma taxa reduzida, recorre-se
a outras provas para poder erradicar a infecgao (ACHA, 2001).

Um teste soroldgico perfeito deveria detectar infeccdo nos estagios iniciais da doenca, antes
da ocorréncia do aborto, e deveria discriminar anticorpos de vacinacdo e de infecgio; da mesma
maneira, ndo deveria apresentar reagdes falso-positivas ou falso-negativas (BRASIL, 2006).

As reacdes falso-positivas sdo decorrentes de dois fatores distintos. Primeiro, a reacdo pode
ocorrer devido a presenca de anticorpos nao especificos presentes nas infeccdes por outras
bactérias, como Yersinia enterocolitica O:9, Salmonella sp, Escherichia coli O:157, ou
Pseudomonas sp. Segundo, podem decorrer como resultado da vacinacdo com B19 ap6s a idade
recomendada (BRASIL, 2006).
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A resposta soroldgica a infecgdo por Brucella sp € influenciada por muitos fatores, os quais
refletem no desempenho das diferentes provas sorolégicas. Destacam-se, entre esses fatores, o
longo e variavel periodo de incubagdo da doenga, durante o qual a sorologia pode ser negativa, a
condicdo vacinal dos animais, a natureza do desafio, a variacdo individual de resposta a
vacinacao e a infeccao e o estagio da gestacado no momento da infeccdo. A melhor estratégia —
gue tem sido validada por varios paises que conseguiram avangos significativos no combate a
brucelose — costuma ser a combinacdo de testes, utilizados em série. E utilizado como base a
escolha de um teste de triagem de facil execucédo, barato e de boa sensibilidade, seguido de um
teste confirmatério, a ser realizado apenas nos soros que resultarem positivos no teste anterior,
geralmente mais elaborado, porém com melhor especificidade que o de triagem. Esse teste
confirmatério tem que ter também boa sensibilidade (BRASIL, 2006).

O sucesso de um programa de controle da brucelose depende muito da escolha dos testes
que serao utilizados para o diagnéstico. Os critérios adotados para a escolha sdo: custo,
praticidade, repetibilidade, sensibilidade e especificidade, além da situagdao epidemiolégica da
doenca (CHAPPEL, 1989).

No Brasil, o PNCEBT definiu como oficiais os seguintes testes: Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT), Anel em Leite (TAL), 2- Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo de Complemento
(FC). Os dois primeiros como triagem; os dois ultimos como confirmatérios. Células inteiras da
amostra de B. abortus 1119-3 sao utilizadas na preparagéo dos antigenos (BRASIL, 2006).

2.10.3 Testes de Triagem

Teste de soroaglutinagcdo com Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

A prova do AAT consiste em uma soroaglutinagdo em placa, em que o antigeno, na
concentracdo de 8% de volume celular, € tamponado em pH baixo (3,65) e corado com rosa de
Bengala. Essa acidificagdo do antigeno reduz a atividade da IgM, tornando a prova seletiva para a
identificacao de IgG1 (ALTON et al., 1988).

A maioria dos soros de animais bacteriologicamente positivos apresenta reacao a essa prova.
Como podem ocorrer alguns poucos casos de reacdes falso-positivas em decorréncia da
utilizacdo da vacina B19, sugere-se a confirmacdo por meio de testes de maior especificidade
para se evitar o sacrificio de animais ndo infectados. E uma prova qualitativa, pois ndo indica o
titulo de anticorpos do soro testado (BRASIL, 2006).

2.10.4 Teste do anel em Leite (TAL)

Foi idealizado para ser aplicado em misturas de leite de varios animais, uma vez que a baixa
concentracdo celular do antigeno (4%) torna-o bastante sensivel. Comumente sdo utilizados
antigenos corados com hematoxilina, que da a cor azul caracteristica a reacao positiva. Se
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existirem anticorpos no leite, formara um anel azulado na camada de creme do leite (reacdo
positiva). E uma prova de grande valor ndo sé para se detectar rebanhos infectados, como
também para se monitorar rebanhos leiteiros livres de brucelose (BRASIL, 2006).

2.10.5 Testes Confirmatorios

2.10.6 Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME)

E uma prova quantitativa seletiva que detecta somente a presenca de IgG no soro, que é a
imunoglobulina indicativa de infecgao crénica. Deve ser executada sempre em paralelo com a
prova lenta em tubos (BRASIL, 2006). O 2-ME inativa a atividade aglutinante da IgM mediante
processo quimico, degradando-a em cinco sub unidades nao aglutinantes (PAULIN et al, 2002).
Resultados positivos em ambas as provas indicam a presenca de IgG, que sdo as aglutininas
relacionadas com infec¢ao, devendo os animais ser considerados infectados (BRASIL, 2006).

2.10.7 Teste de soroaglutinacao

Também chamada de prova lenta (porque a leitura dos resultados é feita em 48 horas), é a
prova sorolégica mais antiga e ainda hoje bastante empregada. Em anos recentes, com o melhor
conhecimento das diferentes classes de Ig, surgiram dividas com relagdo a sua eficacia. No
PNCEBT ela é utilizada em associagdo com o teste do 2-Mercaptoetanol para confirmar
resultados positivos em provas de rotina (MEGID, 2000; BRASIL, 2006).

2.10.8 Fixacao de complemento (FC)

A reagdo de fixagdo de complemento apresenta, entre os testes classicos, a maior
sensibilidade analitica para detectar IgG1, além de que a IgG1 € o Unico isotipo detectavel nas
condicdes em que o teste é realizado (WRIGHT & NIELSEN, 1990).

Este teste tem sido empregado em diversos paises que conseguiram erradicar a brucelose ou
estdo em fase de erradica-la. E o teste de referéncia recomendado pela Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OIE) para o transito internacional de animais. Na brucelose bovina, apesar de a FC
detectar tanto IgG1 como IgM, o isotipo IgG1 é muito mais efetivo como fixador do complemento
(BRASIL, 2006).

2.10.9 Teste de polarizacao fluorescente (FPA)



29

De acordo com a Instrugdo Normativa No-27, de 20 de outubro de 2010, o teste FPA podera
ser utilizado como teste Unico ou como teste confirmatério de diagnéstico para a brucelose (GITTI,
2010).

O FPA é um dos métodos do PNCEBT criado pelo MAPA para combater a brucelose, com o
exame é possivel calcular em poucos minutos a quantidade de anticorpos presente no soro ou no
leite testado.(MATHIAS et al, 2010). Pode ser realizado em soro e leite e tem-se mostrado muito
promissor para o diagnostico de brucelose também em outras espécies (BRASIL, 2006).

O teste é baseado na diferenca de rotagdo entre a molécula do antigeno soluvel, marcado
com fluorocromo e essa mesma molécula ligada ao anticorpo. Um complexo maior gira com
menor velocidade e um complexo menor gira mais rapidamente gerando uma rapida
despolarizagao da luz (NIELSEN e GALL, 2001).

2.10.10 Teste de Elisa indireto (I-Elisa) e Teste de Elisa competitivo (C-Elisa)

Existem varios protocolos de I-Elisa que tém apresentado bons resultados. O teste possui alta
sensibilidade; entretanto, sua especificidade assemelha-se aquela do AAT. Ja o teste competitivo
€ um teste muito sensivel e especifico, e é recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) como teste confirmatério para o diagnéstico de brucelose, assim como a FC seu
custo é elevado (BRASIL, 2006).

2.11 CONTROLE

A central de resolucdoes adotadas pelo Comité Internacional e as recomendacdes
emitidas pelas Comissdes Regionais, recomendaram a Sede da OIE que elaborasse uma
Unica lista de enfermidades de declaragao obrigatéria para animais terrestres e aquaticos
para substituir as antigas listas A e B. Antes desta aprovacao a Brucelose pertencia a Lista
B da OIE, hoje se enquadra na lista enfermidades, infecgbes e infestagbes comuns a
varias espécies. Esta lista foi criada em 2006, é revisada periodicamente e em caso de
emendas adaptadas pela Assembléia Mundial durante sua sessao geral anual, a lista nova
entra em vigor a partir de 1°de janeiro do ano seguinte (OIE, 2014).

E um pouco paradoxal que a brucelose possa ser considerada uma zoonose
reemergente que afeta muitos animais e pessoas em todo o mundo. O paradoxo reside no
fato de que sé@o conhecidas as medidas eficazes de controle e de custo pela comunidade
cientifica e autoridades para implementar as medidas em muitos paises. O controle da

brucelose animal em paises em desenvolvimento exige um esfor¢o consideravel capaz de
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construir infra-estrutura que educa as pessoas sobre os riscos da doenca; forneca
equipamentos de laboratério adequados e pessoal treinado para coletar amostras e
realizar os testes além da manutencdo de registros e vigilancia ativa dos programas
(SELEEM; BOYLE; SRIRANGANATHAN, 2010).

Os programas bem estruturados e administrados atingem bons indices de controle, com
redugdo significativa da prevaléncia, depois de aproximadamente 20 anos de trabalho. Sao
programas laboriosos, que demandam acdes bem coordenadas dos servigcos oficiais e privados, e
que tragam, como resultado, ndo s6 a eliminagdo da brucelose bovina, mas também a
organizacao, fortalecimento e amadurecimento dos servicos de saude animal, bem como a
modernizagdo da cadeia produtiva de carne e leite (POESTER et al, 2009).

No programa instituido no Canada, estimou-se um ganho de 5 délares para cada ddlar
investido no programa de controle, em 10 anos (GARCiA-CARRILLO, 1987). Ja o programa de
erradicacdo da brucelose bovina na Australia produziu um beneficio de 55 milhées de délares
australianos para a industria de laticinios e 488 milhdes de doblares australianos para a industria de
carne, com um gasto de 170 milhdes de délares australianos em oito anos (ROE; MORRIS, 1976).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), ao verificar a
ineficacia das medidas até entdo adotadas, elaborou e langou, no inicio de 2001, o Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). Trata-se de um
programa harmonizado com as condutas preconizadas pelos organismos internacionais e
suficientemente flexivel a ponto de permitir a sua implementacdo nos heterogéneos estados
brasileiros (BRASIL, 2006).

Quando se pretende iniciar um programa de controle de brucelose bovina, é de extrema
importancia conhecer a situacdo epidemiolégica da doenca, por duas razbes principais: (1)
permitir a escolha das melhores estratégias tendo em vista a frequéncia e distribuicdo da doenca
nas populac¢des estudadas; (2) permitir que seja feito o acompanhamento do programa com vistas
a possiveis correcdes, para evitar desperdicio de tempo e de recursos (POESTER et al, 2009)

A menos que haja um forte apoio politico para a devida indenizacdo do produtor para as
perdas devido ao sacrificio dos animais infectados, é quase impossivel controlar esta importante
zoonose. Produtores de leite, indUstrias e laticinios, empresas de melhoramento, consumidores e
autoridades correlacionadas devem trabalhar juntos a fim de encontrar solucdes que se adéqiiem
a resolucdes praticas para cada pais (SELEEM, 2010).

Dias em 2004, propés um modelo matematico mostrando que deve ser intensificado o esforgo
para vacinacgao de fémeas e que, mesmo assim, os beneficios advindos da adogao desta medida,
em termos de queda da prevaléncia da doenca e diminui¢do do nimero de abortos, s6 se darao
em prazos que podem alcancar décadas.
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2.11.1 Vacinas

Desde a identificacdo do agente etioldgico da brucelose, varios pesquisadores tém procurado
desenvolver vacinas que sejam protetoras e que nao interfiram no diagndéstico da doengca. Em
decorréncia desses estudos, vem sendo desenvolvido um grande numero de vacinas vivas
atenuadas, mortas, de subunidades, recombinantes e de DNA. Muitas dessas vacinas mostraram-
se pouco protetoras, como as vacinas mortas, ou ainda estdo em fases de testes, como as
vacinas de subunidades, recombinantes e de DNA. As vacinas vivas atenuadas sdo aquelas que
efetivamente foram e ainda séo utilizadas nos programas de controle da brucelose. Duas delas,
recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), sdo as mais empregadas: a
B19 e a vacina nao indutora de anticorpos aglutinantes (amostra RB51). Ambas sao boas
indutoras de imunidade celular (BRASIL, 2006).

2.11.1.1 Vacina B19

No Brasil, o controle da brucelose era regulamentado pela Portaria 23 de 1976, porém sem
atingir a eficacia desejada, pela auséncia de um programa estruturado. Apesar da desarticulagcao
nacional, alguns Estados, como o Rio Grande do Sul e Minas Gerais iniciaram programas massais
de vacinagao do rebanho bovino, em 1965 e 1994, respectivamente (LAGE, 2008).

A vacina B19 é uma amostra de B. abortus lisa, que foi isolada do leite de uma vaca Jersey
em 1923, pelo Dr. John Buck (WHO, 1997). Depois de acidentalmente esquecida por mais de um
ano a temperatura ambiente, a amostra perdeu a viruléncia e desde a década de 1930 tem sido
utilizada como vacina. Por ser a 19 ? cultura de um lote usado na pesquisa, a vacina recebeu esta
denominacéo. Essa vacina foi empregada em varios paises que erradicaram a doenga como, por
exemplo, Austrdlia, Canada, Dinamarca, Inglaterra, Holanda, Suécia, entre outros. Foi também a
vacina utilizada no programa de controle nos EUA até a primeira metade da década de 1990. No
Brasil, é a vacina obrigatoria para bezerras com idade entre 3 e 8 meses (BRASIL, 2006).

Esta amostra sofreu uma mutagdo esponténea no gene ery, com delecdo de 702 pares de
base (pb), ocorrendo a inibicdo do crescimento desta na presenca de eritritol (PEREIRA, 2011). O
uso preferencial pelo eritritol € caracteristica do género Brucella spp. (ADANS, 1990) Porém, na
India foram observadas amostras vacinais B19 que ndo apresentam essa delecdo, mostrando a
importancia da genotipagem do gene ery nas vacinas comercializadas no Brasil (PEREIRA, 2011).
Acredita-se que estirpes de B19 tolerantes seja uma das causas do desenvolvimento de infeccao
persistente pela mesma, e subsequente abortamento (SANGARI et al., 2000).

A recomendagao usual da B19 é para fémeas entre trés a oito meses de idade, no entanto
racas de bovinos leiteiros amadurecem mais cedo, podendo apresentar reagao sorolégica positiva
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se analisadas antes dos 24 meses conforme normas do PNCEBT. Nestes casos é recomendada a
vacinagao entre trés e seis meses de idade (HARREL,1997).

A persisténcia desses anticorpos esta relacionada com a idade de vacinagdo. Se as fémeas
forem vacinadas com idade superior a 8 meses, ha grande probabilidade de producdo de
anticorpos que perdurem e interfiram no diagnéstico da doenga apds os 24 meses de idade.
Quando a vacinagao ocorre até os 8 meses de idade, tais anticorpos desaparecem rapidamente, e
0s animais acima de 24 meses sao totalmente negativos nas provas sorolégicas (BRASIL, 2006).
Admite-se que fémeas vacinadas com a vacina B19 na idade correta estardo protegidas por um
periodo de sete anos apés a vacinagao (BATHKE, 1988).

A dose padrao Unica tradicionalmente recomendada é de 5 x 10 ° células, via subcutanea
(OIE). Adans (1990), refere que o grau de protecao pode variar dependendo da idade da fémea,
via de aplicagdo, dose da vacina, dose de desafio, mas, se utilizada de forma convencional,
protege de 60 a 75% contra o abortamento. As falhas de vacinacdo estdo relacionadas
principalmente a altas doses de contato com o agente e ndo a um aumento na viruléncia do
microorganismo (CRAWFORD et al., 1988).

A vacinagao de fémeas prenhes pode provocar abortamento, sobretudo no seu terco final, na
ordem de 1% a 2,5% em condicoes de campo (MACDIARMID, 1999). Portanto, ndo se recomenda
a vacinagao de fémeas gestantes com a amostra B19 (BRASIL, 2006).

O incoveniente da vacina B19 é a presenca da cadeia O do lipopolossacarideo, que induz a
formacdo de anticorpos nos primeiros meses pds vacinagéo,.além do que é patogénica para
bovinos machos € outras espécies incluindo o homem (OMS, 1986).

Por ser a fracao antigénica mais imunodominante, a cadeia O é a responsavel pela resposta
de anticorpos na maioria dos animais expostos Brucella spp. lisas. Como a maioria dos testes
sorologicos é baseada na deteccdo de anticorpos contra a cadeia O, vacinas elaboradas com
amostras lisas, como a B19, sao responsaveis pela produgdo de anticorpos que nao podem ser
distinguidos dos anticorpos induzidos pela infeccao por B. abortus selvagem (STEVENS et al.,
1995, SCHURIG et al., 2002).

A protecao induzida pela vacinacao de animais adultos € comparavel ou maior que a resposta
induzida pela vacinagao em novilhas (ALTON, et al., 1980), e tais achados tem levado a vacinagao
de animais adultos com a dose reduzida da cepa B19 em programas de controle da brucelose em
outros paises. No entanto, este tipo de vacinacao pode levar a titulos de anticorpos persistentes,
infecgbes induzidas pela cepa B19 e abortamentos (PACHECO, 2007).

Pacheco (2007) identificou através da técnica de PCR (reacdo de polimerase em cadeia)
excrecao de Brucella spp. da estirpe vacinal B19 em amostras predominantemente no momento
do cio, aos 150 dias de gestacdo e no pds-parto imediato. A persisténcia da excregcao foi
observada em fémeas bovinas de até nove anos de idade.
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Durante a vacinacdo, devem ser adotadas certas precaugdes quanto a protecao individual
(uso de 6culos de protecédo, luvas, etc.) e quanto ao descarte de seringas e frascos de vacinas
(BRASIL, 2006). A vacina tem sido utilizada com resultados flutuantes que vao desde 6timo até a
um baixo nivel de protecao. Esta flutuagdo esta vinculada a qualidade do produto, aos cuidados
com refrigeracao e as caracteristicas da estirpe vacinal comercial (WHO, 1997).

O objetivo da utilizacdo da B19 é baixar a taxa de infeccdo em zonas de alta prevaléncia,
quando a cobertura vacinal atinge 80%, a prevaléncia da doenca estara em niveis inferiores a 2%
(OMS, 1986).

2.11.1.2 Vacina nao indutoras de anticorpos aglutinantes (amostra RB
51)

A necessidade de se obter uma amostra vacinal que eliminasse o principal inconveniente da
B19, que é o de induzir a producao de anticorpos que interferem no imunodiagnéstico, fez com
que muitos pesquisadores procurassem alternativas que pudessem superar esta dificuldade
(LAGE et al, 2008). A estratégia foi desenvolver amostras rugosas de B. abortus que nao
possuissem o antigeno-O do LPS, componente da parede bacteriana, responsavel pela inducao
de anticorpos que interferem no diagnéstico sorolégico. O melhor resultado até o momento foi o
desenvolvimento da amostra rugosa de B. abortus RB51 e que nao reverte para morfologia lisa
mesmo apOs sucessivas passagens in vivo e in vitro, derivada da amostra lisa e virulenta S2308
de B. abortus, obtida por passagens em meios de cultura contendo doses sub-inibitérias de
rifampicina. A sigla origina-se do R de rugosa, B de Brucella e o nimero 51 da nomenclatura
interna utilizada no laboratério durante o processo de selegcdo (SCHURIG et al, 1991; BASTOS,
2011).

A vacina RB51 é destituida de cadeia O, apesar de alguns estudos a verificarem em baixos
niveis, portanto, usualmente, ndo induz a producdo de anticorpos anti-cadeia O, que séao
detectados em testes sorolégicos convencionais usados no diagndstico de brucelose
independente da dose, idade e freqiliéncia das inoculagbes (SCHURIG et al., 1991; SCHURIG et
al., 2002).

No ano de 2007 foi aprovado a Instrucdo Normativa (IN) DAS-MAPA no 33 (28/08/2007) que
regulamentou o uso da vacina RB51 restringindo sua administragéo para fémeas que néao foram
vacinadas com a amostra B19 entre 3 e 8 meses de idade e para fémeas adultas ndo reagentes
aos testes sorolégicos em estabelecimentos de criagdo com foco de brucelose (BRASIL, 2007).
Desde entdo, a amostra vacinal RB51 passou a ser utilizada como alternativa para a amostra
vacinal B19, como uma vacina para prevencao da brucelose e abortos em bovinos, pois os

animais vacinados com RB51 mostraram maior resisténcia a infeccdo e uma diminuicdo da
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incidéncia de aborto quando foram experimentalmente infectados com a amostra virulenta $S2308
de B. abortus (BASTOS, 2011).

As amostras rugosas de B. abortus apesar de apresentarem pouca ou nenhuma habilidade
para induzir anticorpos contra a cadeia O, sdo capazes de provocar significativa protecao contra a
infecgdo por B. abortus, indicando que estas amostras podem ser utilizadas para conferir uma boa
resposta imune evitando os problemas de diagnostico ja referidos (CAVALLERO, 1998).

Em estudo realizado por Palmer e colaboradores (1997), verificou-se que fémeas gestantes
podem com seguranga ser vacinadas com RB51, via subcuténea, sem subsequente aborto ou
placentite, entretanto, Cavallero (1998) afirmou que apesar da amostra ser bastante atenuada,
apresenta uma capacidade reduzida de produzir aborto.

Seu efeito protetor em uma Unica dose é similar a da amostra B19, e trabalhos de campo,
tanto em areas de alta como de baixa prevaléncia indicam que a protecao da amostra RB51 (pelo
menos um ano apds a vacinacdo) é similar ou superior que a obtida pela amostra B19
(CAVALLERO, 1998), e em fémeas gestantes, a vacina induz respostas humoral e mediada por
células (PALMER et al., 1997). Porém, esta amostra tem a desvantagem de ser resistente a
rifampicina, um dos antibiéticos usados no tratamento contra a brucelose humana (WHO, 1997).

Atualmente, a vacina nao indutora de anticorpos aglutinantes (amostra RB51) é a vacina
oficial do programa de controle de brucelose dos EUA, do México e do Chile. Também esta
aprovada em outros paises onde vem sendo utilizada. No Brasil, ser& empregada para a
vacinacao estratégica de fémeas adultas. Por ser uma vacina viva, 0 seu manuseio exige as
mesmas precaucoes da B19, ja referidas (BRASIL, 2006).

O uso da RB51 é recomendado somente em regides de baixa prevaléncia da doenca, de
preferéncia, quando o combate da doenca ja estiver em fase de erradicagao; pois em locais onde
a brucelose é endémica e apresentar alta prevaléncia, a vacina de escolha deve ser a B19
(OLSEN; STOFFREGEN, 2005). Entre o periodo final de 2007 e inicio de 2008, foram ofertados
ao mercado brasileiro os primeiros lotes de duas vacinas comerciais (Vacina RB51-Laboratério
Schering Plough e Brucelina 51-Laboratério Vallé) licenciadas junto a Coordenacao de Produtos
Veterinarios (CPV) do MAPA. Até o presente momento as vacinas com as amostras B19 sao as
recomendadas pelo MAPA para vacinagao de rotina em bezerras de trés a oito meses, sendo
restrito o uso da amostra RB51.

2.12 DOENCA NO SER HUMANO

A brucelose humana é uma doenca importante, mas de dificil diagnéstico porque apresenta
sintomatologia inespecifica. O homem se infecta pelo contato com animais positivos ou

indiretamente pela ingestdo de produtos de origem animal bem como pela inalagdo de aerossois
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infectantes. A doenca produzida pela B. abortus — agente mais difundido no nosso meio e
responsavel pelo real problema da brucelose bovina no pais —, na grande maioria das vezes é
caracterizada por sintomas inespecificos, presentes nos processos bacterianos generalizados nos
quais se destacam a febre, a sudorese noturna, e as dores musculares e articulares (ACHA, 2001;
BRASIL, 2006).

A brucelose é uma zoonose que apresenta um forte componente de carater ocupacional:
tratadores e veterinarios, magarefes, profissionais que manuseiam a vacina bem como
laboratoristas que manipulam grandes massas bacterianas na producdo de vacinas e antigenos
Em geral, o tratamento é feito pela administracdo de uma associacdo de antibidticos por seis
semanas. As drogas mais utilizadas so tetraciclinas, doxiciclina e rifampicina. Convém salientar
que em caso de infeccao acidental com a amostra RB51, o uso da rifampicina ndo é indicado
(BRASIL, 2006).

Paises que adotaram programas de combate a brucelose animal registraram quedas rapidas
e acentuadas nas taxas de incidéncia de brucelose humana, e esse € o caminho para evitar essa
infecgdo, que, mesmo ndo sendo tdo disseminada na populagdo humana, pode dar origem a
enfermidade grave, com sérias implicagbes para as pessoas acometidas (MATHIAS, 2008).

3 OBJETIVOS

Verificar a seguranca da vacina de brucelose, cepa rugosa, em dose total, para fémeas
bovinas em diferentes periodos da gestacao.
Estabelecer uma nova possibilidade de controle da doenca pela imunizagdo de fémeas

gestantes.
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5 CAPITULO 1: Manuscrito a ser enviado a revista Pesquisa
Agropecuaria Brasileira.

Uso da vacina cepa rugosa contra brucelose em fémeas bovinas em diferentes
estagios de gestacao

Carlos Antonio de Carvalho Fernandes (1’2); Adriana Agostini Brabosa"*?
1University of Alfenas, UNIFENAS - Alfenas-MG, Brazil.
Biotran LTDA — Alfenas-MG, Brasil.

e-mail: carlos@biotran.com.br

Resumo — Objetivou-se avaliar a seguranca da vacina com a cepa RB51 em fémeas
bovinas em diferentes estdgios de gestacdo. Foram utilizadas 96 fémeas mesticas (Bos
taurus X Bos indicus), em trés periodos gestacionais (ter¢o inicial: TI, médio: TM e
final: TF), divididas aleatoriamente em dois grupos, tratado e controle (T e C),
constituindo seis tratamentos. Comparou-se entre os grupos, utilizando o teste de X* a
5% de significincia, as varidveis: gestacdo a termo; bezerros vivos aos 60 dias e a
ocorréncia de bezerros soropositivos. Nao foram observadas diferencas entre os
tratamentos quando os periodos foram analisados em conjunto e nem quando

individualizados. Como conclusdo, o presente estudo sugere que a vacina utilizada é

segura para fémeas bovinas em qualquer fase da gestacdo, ndo induzindo abortos.

Termos de indexag¢do; aborto, vacinagdo, gestacio, brucelose.
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Use of vaccine against brucellosis cepa rough in female bovine in different stages of

pregnancy

Abstract — The purpose of this study was evaluated the safety of the vaccine RB51
strain in with the female cattle at different stages of pregnancy. 96 females crossbred
(Bos taurus x Bos indicus) were used in three gestational periods (initial trimester: TI,
midterm: TM and final trimester: TF), randomly divided into two groups, control and
treated (T and C), constituting six treatments . The groups were compared to each other
, using the X2 test at 5% significance, the variables: term pregnancy; calves alive at 60
days and the occurrence of seropositive calves. No differences were observed among
treatments when the periods were analyzed together nor when individualized. In
conclusion, this study suggests that the vaccine used is safe for female cattle at any

stage of pregnancy, not inducing abortions.

Index terms: abortion, vaccination, brucellosis, pregnancy.
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Introducao

A brucelose bovina é uma doenga infecto contagiosa cronica, altamente
transmissivel, causada por bactérias do género Brucella. E uma zoonose, distribuida
mundialmente e que acomete principalmente fémeas em idade reprodutiva (Thoen et al,
1993; Campana et al. 2003).

A brucelose estd na lista das doencas de notificacdo obrigatéria da Organizagdao
Internacional de Epizootia (OIE, 2008). As perdas provocadas pela brucelose na
pecudria estdo diretamente ligadas ao abortamento, queda na produgdo de carne e leite,
aumento do intervalo de partos, morte de bezerros e ainda aumento na taxa de reposi¢do
de animais (Paulin, 2006b; Miranda et al., 2008;).

A via oral (trato digestivo) € a mais importante porta de entrada da Brucella abortus.
A infeccdo ocorre com a ingestdo de dgua e alimentos contaminados com produtos de
aborto, fetos, descargas uterinas e restos placentarios, sendo também importante a via
aerdgena. A forma principal de dissemina¢do da doenca, coloca as fémeas gestantes
como agentes principais na transmissdo (Acha e Szyfres, 2003). O curso da enfermidade
vai depender do estdgio fisiolégico do animal. Animais jovens, antes da puberdade,
parecem ser mais resistentes a infeccao(Crawford et al., 1990). Quando o animal se
torna gestante, as bactérias atingem o ttero, local pelo qual possuem grande tropismo,
provocando, dessa forma, o aborto, natimortos e nascimento de bezerros fracos
(Samartino e Enright, 1993).

A brucelose tem grande importincia socioecondmica e de saide publica para o
Brasil, podendo levar a barreiras sanitdrias no comércio internacional de animais e seus
produtos (Pereira, 2011). Por isso, programas de controle e erradicacdo da Brucelose
foram implementados e segundo a OIE sdo recomendadas vacinas boas indutoras de
imunidade celular como as vacinas B19 e RB51 (Brasil, 2005).

As fémeas gestantes possuem papel de relevancia na disseminagdo da doenga. Uma
enorme quantidade de B. abortus € eliminada durante o aborto e parto de animais
infectados e estes, por sua vez, continuam eliminando a bactéria nas secre¢des uterinas
por aproximadamente 30 dias, contaminando pastagens, dgua, alimento e fOmites
(Crawford et al, 1990; Brasil, 2006). Adicionalmente, a vacinagdo em dose tinica com a

cepa B19 protege apenas entre 60 a 75% contra o abortamento (Crawford et al. 1988),
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além de fornecer prote¢do por no miximo sete anos pds vacinagcdo (Bathke, 1988).
Assim sendo, alternativas complementares de imunizagdo sdao importantes.

No Brasil, a partir de 2001, a doenca se tornou de notificacdo obrigatéria e a
imunizacdo compulséria de fémeas entre trés e oito meses de idade e com a vacina B19
foi instituida pelo PNCEBT (Programa Nacional de Controle e FErradicagio da
Brucelose e Tuberculose). Seis anos mais tarde, segundo a Instru¢do Normativa (IN)
DAS-MAPA n° 33 (24/08/2007), o uso da vacina RB51 foi regulamentada com algumas
restrigdes. Sua utilizacdo estd indicada para fémeas com idade superior a oito meses que
nio foram vacinadas com a amostra B19 anteriormente; ou em fémeas adultas nio
reagentes aos testes diagndsticos que se encontrem em estabelecimentos de criagdo com
focos de brucelose. E proibida sua utilizacdo em bovinos machos de qualquer idade em
fémeas até oito meses de idade e em fémeas gestantes (Brasil, 2007).

Deve-se salientar que as estirpes de B. abortus de campo, assim como as vacinas
feitas com cepas lisas, induzem a produgdo de anticorpos especificos que interferem no
diagnéstico de rotina. Este fato torna dificil a distincdo entre animais vacinados e
animais infectados pela maioria dos testes soroldgicos (Pellegrin er al, 2006). A
abordagem para evitar a interferéncia soroldgica no diagndstico € por meio de uma
vacina que ndo induz anticorpos contra o lipopolissacaridio “O” (O-LPS). A cepa B.
abortus que ndo € indutiva de anticorpos aglutinantes foi isolada na década de 80. Tal
vacina oferece protecdo sem interferir com os métodos soroldgicos habituais, mesmo
em vacas adultas (Stevens et al, 1995;. Cheville et al., 1996).

Alguns paises adotaram programas de vacinacdo em massa utilizando a vacina com
a cepa rugosa em todas as categorias animais. Nos Acores, a incidéncia média de
brucelose no rebanho, a prevaléncia no rebanho e a prevaléncia no individuo
diminuiram 69,26%, 39,26% e 75,41% respectivamente apds a instituicdo da vacinagao
em massa com a RB51 (Martins, 2009). De forma semelhante, Sanz et al (2010) realata
o controle de um surto de brucelose bovina na Espanha com a vacinag¢do de 40.000
animais, demonstrando a utilidade da imunizacdo em massa, incluindo vacas gestantes,
em dreas onde a doenga ndo pode ser contida através de abordagens mais conservadoras.
Deve-se salientar, porém, que o uso de doses normais em vacas prenhes ndo é
recomendado por vdrios fabricantes de diferentes paises. Tal situacdo leva a falhas

potenciais dos programas de imunizagdo,. Informacdes da literatura nido permitem
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afirmar se tal vacina em doses normais € segura quando administrada a vacas prenhes
(Poester et al., 2000).

Visando determinar a possibilidade de aumentar a protecdo numa categoria animal
que tém grande importincia na epidemiologia da brucelose, este estudo objetivou
avaliar a seguranca de uma vacina com dose completa feita de uma estirpe ndo indutiva
de anticorpos aglutinantes (1,0-3,4x 10'° UFC - BRUCELINA REBECCIN® - Vallée -

Brasil), em vacas gestantes em diferentes estagios de gestacao.

Material e Métodos

O estudo teve duracdo de um ano e incluiu fase de gestacdo, pré-parto, parto até o
periodo de dois meses de idade. Neste periodo os bezerros foram submetidos ao teste do
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) para confirmacdo da inexisténcia de resposta
soroldgica a este teste.

Foram utilizadas 96 fémeas mesticas (Bos indicus x Bos taurus), vacas e novilhas
gestantes, em periodos de gesta¢do pré-determinados. Em cada periodo de gestacdo
(ter¢o inicial TI, terco médio TM e ter¢o final TF), as fémeas foram divididas
aleatoriamente em dois grupos, tratado e controle, totalizando seis tratamentos com 16
animais cada (tab1). O peso dos animais utilizados variou de 322 a 590 kg, e o escore de
condicdo corporal entre 3,5 a 4,5 (escala de 1 a 5) segundo Edmonson et al, (1989).

As fémeas participantes apresentavam marcacdo na face do lado esquerdo
identificando a vacinacdo com B19. Todas as fémeas foram examinadas 30 dias antes
do inicio do estudo de acordo com as normas do PNCEBT para brucelose e tuberculose
de acordo com a Instru¢io Normativa SDA n° 06, de 08 de janeiro de 2004
(BRASIL,2006). A gestacio dos animais foi confirmada com o auxilio da
ultrassonografia (MINDRAY DP2200) com transdutor transretal linear.

Todos os animais foram previamente imunizados contra algumas enfermidades cujo
principal sinal clinico é o aborto (Leptospirose, IBR e BVD- Catlle Master Gold®
laboratério Zoets) no momento da aquisicdo desses animais e com reforco 30 dias apds
a primeira dose e aos 60 dias de gestagdo. Os animais foram mantidos em pastagens de

capim Brachidria decumbens com suplementagdo mineral e 4gua ad libitum.
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Tabela 1: Distribui¢ao das fémeas em diferentes fases de gestacdo e tratamento.

Fase da Tempo médio

Gestacio Grupo N de gestacio Tratamento
TI Controle 16 82 Nao tratado

(45-90dias)  Tratado 16 84 Brucelina Rebeccin®
™ Controle 16 163 Nao tratado

(95 - 180 dias)  Tratado 16 177 Brucelina Rebeccin®
TF Controle 16 229 Nao tratado

(185 -270 dias)  Tratado 16 236 Brucelina Rebeccin®

TI- terco inicial TM- terco médio TF- ter¢o final

Os animais do grupo tratado receberam pela via subcutanea 2 ml da vacina. Aquelas
do grupo controle foram manejadas, porém ndo receberam qualquer tratamento. A
vacina utilizada foi fornecida pelo Laboratério Vallée e recebe a denominagdo de
BRUCELINA REBECCIN® partida ndmero 001/12. Foram utilizadas seringas de 5 ml
estéreis e agulha 30x8 para sua aplicacdo que foi realizada na regido cervical do lado
direito do animal. Os animais foram avaliados durante todo o periodo de gestacao.

As datas dos partos foram anotadas e, quando os bezerros atingiam 60 dias de
idade, amostras de sangue foram colhidas da artéria coccigena para obtencdo de 1 ml de
soro para realizacdo do AAT.

Comparou-se o total de gestacdes a termo, o niumero de bezerros vivos aos 60
dias de idade e a ocorréncia de animais soropositivos acima dos 60 dias de idade ao
teste AAT. Comparou-se entre os grupos utilizando o teste X* a 5% de significincia nas

referidas variaveis.

Resultados e Discussao

Nao houve diferenca (P> 0,05) entre os grupos controle e tratados ou quando os

periodos foram analisados em conjunto para as varidveis avaliadas: gestacdoes a termo,
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bezerros vivos aos 60 dias e sorologia positiva de bezerros submetidos ao teste do AAT
aos 60 dias de vida.

Algumas fémeas que perderam a gestacdo, conforme segue na tabela 2, em ambos
os tratamentos nio foram imediatamente identificadas devido ao manejo. Tal fato foi
confirmado através de palpacio transretal, 60 dias pré-parto. As perdas evidenciadas a
partir da gestagcdo considerada a termo foram atribuidas a partos em periodos noturnos,

sem acompanhamento.

Tabela 2: Niimero e percentual de gestagdes a termo em diferentes grupos e periodos de

gestacao.

Gestacao a termo

Fase da gestacio Grupo controle Grupo Rebeccin®
N %o N %

TI 14/16 87,5 15/16 93.8

™ 14/16 87,5 13/16 81,3

TF 15/16 93,8 16/16 100,0

Total 43/48 89.6 44/48 91,7

TI- terco inicial TM- terco médio TF- ter¢o final

A auséncia de abortos em animais gestantes apds imunizacdo com com RB51 foi
relatado anteriormente por estudos em outros paises (Palmer et al., 1997; Uzal et. al.,
2000; Samartino et al., 2003). Por outro lado, Sanz et al. (2010), ao analisar a
vacinagdo em massa com RB51 durante 5 anos na Espanha, relataram a ocorréncia de
897 abortos em 20.000 animais vacinados, sendo que apenas 78 desses casos foram
associados a vacinagdo com a RB51 (Sanz et al., 2010).

Estudos relatam que a protecdo conferida aos animais pela B19 € similar a protecdo
com a cepa RB51 (Cheville, 1993, Poester et al., 2006), a ultima ndo interferindo porém
nos testes de diagndstico (Palmer et al., 1996). Um estudo com novilhas vacinadas com
RBS51 e posterior desafio experimental durante o 6°-7° més de gestacdo, comprovou que
a vacinagdo diminuiu significativamente a taxa de aborto em relacio ao grupo controle

(Poester et al., 2006), comprovando a efici€éncia da imunizacao.
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O presente estudo ndo encontrou diferenca entre o grupo tratado e o grupo controle
em relacdo a taxa de aborto, mostrando que a vacina utilizada pode ser usada com
seguranca em vacas gestantes em qualquer fase da gestagdo, sem indugao de aborto.

Além disso, ndo foi encontrado bezerro soropositivo aos 60 dias de idade,
confirmando a ndo interferéncia nos testes de diagnéstico tanto no produto quanto na
fémea (Mathias er al, 2001; Brasil, 2006; Poester et al, 2006; Pacheco, 2007) . Tal
resultado foi demonstrado anteriomente por Poester ef al. (2006) e Poester et al. (2010)
em estudos avaliando sistematicamente animais vacinados com a RB51, comprovando
que tais animais, tanto as fémeas quando os produtos, ndo apresentaram resultado
positivo para o diagnéstico de brucelose nos testes preconizados pelo PNCEBT. Deve-
se salientar ainda que, mesmo quando utilizada em dose reduzida, a vacina com a cepa

B19 interfere no diagnéstico até trés meses ap6s a vacinacao (Jardim, 2006).

Tabela 3: Numero total de bezerros vivos aos 60 dias de idade, provenientes de fémeas
soronegativas que receberam ou ndo a vacina BRUCELINA REBECCIN® em

diferentes periodos da gestacao.

Fase da gestaciio Grupo controle Grupo Rebeccin ®
N % N %

TI 12/14 75,0 14/15 87,5

™ 14/14 87,5 13/13 81,3

TF 14/15 87,5 15/16 93,8

Total 40/43 83,3 42/44 87,5

TI- terco inicial TM- terco médio TF- ter¢o final

Dessa forma, a aplicagdo da vacina, utilizada em qualquer fase da gestacdo, nédo
afeta a viabilidade e sanidade dos bezerros apds o nascimento. Estes resultados sugerem
que a vacina contra brucelose cepa rugosa utilizada na dose convencional (1,0 - 3,4 x 10
YUFC) ¢ segura para vacas gestantes em qualquer fase de gestacdo. Assim sendo, pela
importancia das fémeas gestantes na transmiss@o da brucelose e pelo fato que a
vacinagdo Unica com B19 em bezerras entre 3 a 8 meses ndo confere protecio vitalicia
(Bathke, 1988), os achados deste estudo tem grande relevancia e potencial de aplicacdo

imediata no controle desta doenca.
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Conclusao

Concluiu-se que a administragdo da vacina contra brucelose cepa rugosa
utilizada, em qualquer fase da gestacdo, é segura para fémeas bovinas, ndo levando a
perdas fetais nem interferindo com a viabilidade e sorologia dos bezerros apds o

nascimento.
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6 Anexos — Normas para Publicacao — Revista Pesquisa Agropecuaria

Brasileira.

A revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira (PAB) ¢ uma publicacdo mensal da Embrapa, que edita e
publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés, resultantes de pesquisas de
interesse agropecudrio. A principal forma de contribuicio é o Artigo, mas a PAB também publica Notas
Cientificas, Novas Cultivares e Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos

A Comissédo Editorial faz a andlise dos trabalhos antes de submeté-los & assessoria cientifica. Nessa
andlise, consideram-se aspectos como escopo, apresentagdo do artigo segundo as normas da revista,
formulagao do objetivo de forma clara, clareza da redagéo, fundamentagéo teérica, atualizagdo da revisdo da
literatura, coeréncia e precisdo da metodologia, resultados com contribuicdo significativa, discussdo dos fatos
observados em relagdo aos descritos na literatura, qualidade das tabelas e figuras, originalidade e consisténcia
das conclusdes. Apdés a aplicagdo desses critérios, se 0 nimero de trabalhos aprovados ultrapassa a
capacidade mensal de publicagéo, é aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual séo aprovados os
trabalhos cuja contribuicdo para o avanco do conhecimento cientifico é considerada mais significativa. Esse
critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para publicagéo na revista,
mas que, em razdo do elevado numero, ndo podem ser todos aprovados para publicagdo. Os trabalhos
rejeitados sdo devolvidos aos autores e os demais sdo submetidos a andlise de assessores cientificos,
especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparacao de manuscritos

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a outro periédico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem ser
incluidos no trabalho.

Séo considerados, para publicagdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas Cientificas,
Novas Cultivares e Artigos de Revisao, este Ultimo a convite do Editor.

Os trabalhos publicados na PAB s&o agrupados em areas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia,
Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e
Zootecnia.

O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espacgo duplo, fonte Times New Roman,
corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com péaginas e linhas numeradas.

Organizacao do Artigo Cientifico

A ordenagao do artigo deve ser feita da seguinte forma:

Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos, Resumo, Termos para
indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discusséo,
Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract, Index terms, titulo em
portugués, Resumo, Termos para indexagéo, Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion,
Conclusions, Acknowledgements, References, tables, figures.

Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrénicos, Resumen, Términos para
indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Materiales y Métodos, Resultados y Discusion,
Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexagcdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no caso de
artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos redigidos em inglés.

O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustragdes (tabelas e figuras), que
devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo
Deve representar o contetido e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-se os artigos, as
preposigdes e as conjungdes.

Deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, € em negrito.

Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como efeito ou influéncia.

N&o deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso, apresentar somente
0 nome binario.

N&o deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

As palavras do titulo devem facilitar a recuperagédo do artigo por indices desenvolvidos por bases de
dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores
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Grafar os nomes dos autores com letra inicial mailscula, por extenso, separados por virgula; os dois
Ultimos sédo separados pela conjungdo e, y ou and, no caso de artigo em portugués, espanhol ou em inglés,
respectivamente.

O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico, em forma de
expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de enderego do autor.

Endereco dos autores

Séo apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e o0 enderego postal completos da instituicao e
o enderecgo eletrénico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico, entre parénteses, em forma
de expoente.

Devem ser agrupados pelo enderego da instituigao.

Os enderegos eletronicos de autores da mesma instituigdo devem ser separados por virgula.

Resumo
O termo Resumo deve ser grafado em letras minlsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda, e
separado do texto por travessao.

Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo numeros, preposigdes, conjungdes e artigos.

Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, 0 material e os métodos, os resultados e a
conclusao.

N&o deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

O final do texto deve conter a principal concluséo, com o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacao

A expressdo Termos para indexagdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras minisculas,
exceto a letra inicial.

Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mindscula.

Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir duas ou mais
palavras.

N&o devem conter palavras que componham o titulo.

Devem conter o nome cientifico (sé o nome binario) da espécie estudada.

Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural Thesaurus
(http://www.fao.org/aims/ag intro.htm) ou no Indice de Assuntos da base SciELO (http://www.scielo.br).

Introducao
A palavra Introdugéo deve ser centralizada e grafada com letras mindsculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

Deve ocupar, no maximo, duas paginas.

Deve apresentar a justificativa para a realizagao do trabalho, situar a importancia do problema cientifico a
ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto O Ultimo paragrafo
deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do Resumo.

Material e Métodos

A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos Material e
Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais.

Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronolégica.

Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os tratamentos,
0 numero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

Deve conter a descrigao detalhada dos tratamentos e variaveis.

Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir o
experimento.

Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descrigdes de técnicas de uso corrente.

Deve conter informagéo sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

A expressao Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial.

Deve ocupar quatro paginas, no maximo.

Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

As tabelas e figuras sao citadas sequiencialmente.

Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relagdo aos
apresentados por outros autores.

Evitar o uso de nomes de varidveis e tratamentos abreviados.

Dados néao apresentados ndo podem ser discutidos.

N&o deve conter afirmagdes que nao possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio trabalho ou
por outros trabalhos citados.
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As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do texto em questao;
se as demais sentengas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é necessaria nova chamada.

N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusées
O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mindsculas, exceto a letra inicial.

Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo no presente do
indicativo.

Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

Nao podem consistir no resumo dos resultados.

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos
A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minlsculas, exceto a letra
inicial. . .

Devem ser breves e diretos, iniciando-se com Ao, Aos, A ou As (pessoas ou instituigoes).

Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias
A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minUsculas, exceto a letra inicial.

Devem ser de fontes atuais e de periédicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos Ultimos 10
anos e 70% de artigos de periédicos.

Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptag6es descritas a seguir.

Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-virgula,
sem numeragao.

Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

Devem conter os titulos das obras ou dos periédicos grafados em negrito.

Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagdo de citagao.

Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.

Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos) )

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In: SIMPOSIO LATINO-
AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de
P6s-Graduagao em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

Artigos de periddicos ]

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a simbiose entre
Bradyrhizobium japonicum, B. elkaniie soja. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

Capitulos de livros ] B

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E. de M. Manejo
cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegécio da mamona no Brasil. Campina Grande:
Embrapa Algodao; Brasilia: Embrapa Informagdo Tecnol6gica, 2001. p.121-160.

Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regiao Centro-Sul do Brasil. Dourados:
Embrapa Agropecuéria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa
Agropecudria Oeste. Sistemas de produgéo, 6).

Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui), comportamento
espectral e utilizagao de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Campinas.

Fontes eletrénicas ]

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacao dos impactos econdmicos, sociais e ambientais da
pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de 2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria
Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em:
<http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&num=66&ano=2004>. Acesso em: 18 abr.
2006.

Citacoes

Nao sdo aceitas citagdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou qualquer outra
fonte, cujos dados nao tenham sido publicados.

A autocitagao deve ser evitada.

Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptac¢des descritas a seguir:

Redacao das citacées dentro de parénteses
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Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido de virgula e ano de
publicagao.

Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra mailscula, separados pelo "e"
comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagéo.

Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra maidscula,
seguido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo.

Citagcdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida a ordem alfabética dos
autores.

Citagcdo de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser repetidos; colocar os
anos de publicagdo separados por virgula.

Citagdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original, seguido da
expressao citado por e da citagao da obra consultada.

Deve ser evitada a citagdo de citagao, pois hé risco de erro de interpretagédo; no caso de uso de citagdo
de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacao das citacoes fora de parénteses
Citagbes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientagdes anteriores, com os
anos de publicagéo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Férmulas, expressoes e equacoes matematicas

Devem ser iniciadas @ margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte Times New
Roman.

Nao devem apresentar letras em itélico ou negrito, & excegao de simbolos escritos convencionalmente em
italico.

Tabelas

As tabelas devem ser numeradas seqliencialmente, com algarismo ardbico, e apresentadas em folhas
separadas, no final do texto, apds as referéncias.

Devem ser auto-explicativas.

Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabegalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora dos
tratamentos ou das variaveis.

Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro, conciso e
completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis dependentes.

No cabegalho, os nomes das variaveis que representam o conteido de cada coluna. devem ser grafados
por extenso; se isso nao for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo ou nas notas-de-rodapé.

Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades.

Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.

Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados nao
apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na linha, a
direita do dado, letras mindsculas ou mailusculas, com a indicagdo em nota-de-rodapé do teste utilizado e a
probabilidade.

Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda na base
da tabela, para separar o conteddo dos elementos complementares. Fios horizontais adicionais podem ser
usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar fios verticais.

As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo fazer
espagamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas

Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar nas
referéncias.

Notas de chamada: sdo informagdes de carater especifico sobre partes da tabela, para conceituar dados.
Séo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre parénteses, a direita da palavra ou do
ndmero, no titulo, no cabegalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sao apresentadas de forma continua, sem
mudanca de linha, separadas por ponto.

Para indicacdo de significancia estatistica, séo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de expoente, a
direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente).

Figuras

Sé&o consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentagdo dos fatos
descritos.
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O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em algarismo arabico, e
do ponto, em negrito.

Devem ser auto-explicativas.

A legenda (chave das convengbes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura no titulo, ou entre a
figura e o titulo.

Nos gréficos, as designacdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais mailsculas, e devem ser
seguidas das unidades entre parénteses.

Figuras nao-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes devem ser
referenciadas.

O crédito para o autor de fotografias é obrigatério, como também & obrigatério o crédito para o autor de
desenhos e graficos que tenham exigido acgéo criativa em sua elaboragao.

As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo, quadrado,
triangulo ou losango (cheios ou vazios).

Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.

As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informagdes que comprometa
o entendimento do grafico.

Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reprodugao grafica e medir 8,5
ou 17,5 cm de largura.

Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edicdo em possiveis
corregoes.

Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

No caso de gréafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%, para cinco
variaveis).

Nao usar negrito nas figuras.

As figuras na forma de fotografias devem ter resolu¢cdo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas em
arquivos extenséo TIF, separados do arquivo do texto.

Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento expresso
do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e 3273-96186, fax:
(61)3340-5483, via e-mail:pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:
Embrapa Informagéo Tecnoldgica
Pesquisa Agropecuaria Brasileira ¢ PAB
Caixa Postal 040315
CEP 70770 901 Brasilia, DF




