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Resumo: Foi ensaiado em 37 bovinos brucélicos um método de trata-
mento biolégico da brucelose, usando-se inoculagées repetidas de uma asso-

ciacdo:

brucelina-vacina contra a brucelose.

Dois tipos de vacina foram

empregados: vacina A, ndo aglutinogénica (em 22 infectados) e vacina B
de baixo poder aglutinogénico (em 15 infectados) .

Findo o tratamento,
para a vacina B.

Unitermos: Brucelose bovina,

os resultados mostraram,
observacdo, os percentuais de cura de 38,1%

ap6s nove meses de
para a vacina A e 53,85%

tratamento biolégico*.

I. INTRODUGAO E LITERATURA

Encontra-se na literatura um grande nu-
mero de ensaios de tratamento da bruce-
lose bovina baseados no uso de antibidti-
cos diversos, vitaminas, hormoénios, etc....
e raras referéncias a proposito de medica-
¢Oes biologicas. Nesse udltimo aspecto ha
um contraste com o problema da bruce-
lose humana onde, além de outros tipos
de medicacdo, hé& varios trabalhos sobre o
emprego do soro e da vacinoterapia.

PACHECO e col.’,2 preparam um novo
tipo de vacina contra a brucelose, com a
finalidade de uséa-la na cura da doenga hu-
mana e a ensaiaram preliminarmente no
tratamento da brucelose experimental do
coelho, com bons resultados.

GREKOV Aestuda o0s resultados da
multipla revacinagdo de cobaias contra a
brucelose.

Il. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

2.1.1. Bovinos

Foram utilizados neste trabalho 420 bovi-
nos (Nelore e cruzados) pertencentes a
duas criagBes vizinhas localizadas no mu-
nicipio de Pedro de Toledo, no vale do
Ribeira, Estado de S&do Paulo.

300 bovinos da Fazenda C.K.
120 bovinos da Fazenda A.R.
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Esses animais foram submetidos as pro-
vas de soro-aglutinacdo rapida (Huddle-
son) e soro-aglutinacdo lenta (Wright) pa-
ra uma avaliacdo das condicdes do reba-
nho em relagdo a brucelose.

Reunidos ambos os rebanhos, a situacao
inicial foi a seguinte:

43 positivos
7  suspeitos
370 negativos

Os termos: positivo, suspeito e negativo
sdo usados neste trabalho para indicar res-
pectivamente, em relagcdo a brucelose, se-
gundo os critérios da OMS: os bovinos in-
fectados, os suspeitos de estarem infecta-
dos e os nao-infectados.

2.1.2. Medicagao

Empregamos a seguinte medicacéo:

2.1.2.1. Vacina A: preparada com a
amostra 45/20 de Mc Ewen *.
2.1.2.2. Vacina B: preparada com a

associacdo da amostra 45/20 de Mc Ewen
e amostra Bu morta **.

2.1.2.3.
tituto Biolégico de S&do Paulo,
com a técnica indicada por
JONES =

Brucelina: preparada pelo Ins-
de acordo
ALTON &

2.1.3. Antigenos

2.1.3.1. Antigeno para a prova da so-
ro-aglutinacdo répida (Huddleson) —- for-
necido pelo Instituto Biol6gico de Sdo Pau-
lo, preparado conforme as especificacdes
da OMS11.

2.1.3.2. Antigeno para a prova da so-
ro-aglutinacdo lenta (Wright) — suspenséo
espessa de Brucella abortus, amostra Bm
(colénias S) em solucdo fisiolégica fenica-
da a 0,5%. Diluida na ocasidgo do uso, no
mesmo veiculo, ao tubo 4 da escala de
Mac Farland.

légico de Sdo Paulo, de acordo com MEL-
LO & PACHECO 5.

2.1.3.4. Antigeno para a prova do
mercaptoetanol — utilizou-se nesta prova
0 mesmo antigeno empregado para a pro-
va da soro-aglutinacdo lenta, excetuando-
se o fato do veiculo de suspensdo ser uti-
lizado sem acréscimo do fenol.

2.1.4. Cobaias — foram utilizadas 122
cobaias albinas de peso médio (200 a 220 g~
da criacdo do Instituto Bioldgico de Sé&o
Paulo.

2.1.5. Soro sanguineo — obtido dos bo-
vinos utilizados neste trabalho na fase ini-
cial de triagem e organizagcdo dos grupos
experimentais e em diferentes periodos du-
rante as fases de tratamento e observagéo.

2.1.6. Leite — coletado com cuidados
de assepsia de todas as vacas em lactagdo
no inicio do trabalho, apés a organizacdo
dos grupos experimentais e no final do pe-
riodo de observacéo.

2.2. Métodos

2.2.1. Tratamentos
Os animais foram divididos em trés gru-
pos:

Grupo A = 45 bovinos
Grupo B = 30 bovinos
Grupo C (controle) = 20 bovinos

2.2.1.1. Tratamento do Grupo A

Este grupo foi organizado na fazenda
C.K., apés os exames preliminares citados
no item 2.1.1. Ficou assim constituido:

22 positivos
0 suspeitos

23 negativos

Esses animais receberam 10 doses de 5

2.1.3.3. Antigeno para “ring-test” com ml por via intramuscular, da Vacina A
tetraz6lio — preparado pelo Instituto Bio- (item 2.1.2.1.) e 10 doses de 2 ml, por
* Vacina “Duphavac N.A.” — Philips Duphar S.A., Produtos Quimicos e Bioldgicos.
**  Vacina “Dubrucel” — Quimica e Farmacéutica Nikkho do Brasil Ltda.
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via subcutanea, de brucelina (item
2.1.2.3.). A dose de vacina era injetada
24 horas apdés a inoculagdo da brucelina
24 horas ap6s a inoculagdo da brucelina.
O intervalo entre as aplicacdes foi de uma
semana.
2.2.1.2. Tratamento do Grupo B

Este grupo foi organizado na Fazenda
A.R. e era assim constituido:

15 positivos
4 suspeitos
11 negativos

Este grupo seguiu o mesmo esquema de
tratamento daquele do grupo A, substituin-
do-se apenas a Vacina A pela Vacina B
(item 2.1.2.2.).

2.2.1.3. Grupo C (testemunho)

Constituido da seguinte forma, com bo-
vinos das duas fazendas citadas:

6 positivos
3 suspeitos
11 negativos

Estes animais ndo receberam tratamen-
to algum durante todo o periodo de tra-
balho .
2.2.2. Técnicas de diagnéstico e controle

2.2.2.1. Soro-aglutinagdo, técnicas ra-
pida e lenta". Utilizadas inicialmente co-
mo provas de triagem para organizagdo
dos grupos experimentais. Empregadas
ainda com intervalos de cerca de 30 dias
no decorrer do trabalho: durante o perio-
do de tratamento (antes da inoculacdo da
dose de brucelina) e durante o periodo de
observacdo, para acompanhamento dos ti-
tulos aglutinantes, nos trés grupos experi-
mentais.

Essas técnicas mostraram resultados con-
cordantes, motivo pelo qual ndo sdo cita-
das em separado no decorrer do trabalho.

2.2.2.2. “ring-test” empregado nas
vacas em lactagdo logo apd6s a organizacao

ReV. Fac. Meti. let. 7,0olec. Univ. S. Paulo,
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dos grupos experimentais e no final do pe-
riodo de observacéo.

2.2.2.3.

Empregada logo apés a organizacdo dos
grupos experimentais, para avaliacdo do
estagio evolutivo da doenca.

22. 2.4.
¢do em cobaias) — o sobrenadante do lei-
te centrifugado (2000 r.p.m.) apés trata-
mento com antibiéticos (penicilina + es-
treptomicina) foi inoculado, por via intra-
peritonial, na dose de 1 ml em cobaias.
Essa inoculacdo foi feita em separado pa-
ra o leite de cada vaca em lactacdo e para
um “pool” dessas amostras de leite.

O diagnéstico da infeccdo experimental
foi acompanhado por provas de:

A — soro-aglutinacdo rapida e lenta;
B — intradermoreacdo com a brucelina
(via intradermoplantar);
C — necropsia:
a— exame anatomo-patolégico;
b — coloracdo de Kdster modificado n,
para esfregacos de o6rgaos.

Il. RESULTADOS
3.1. Tratamento A (Tabela 1)

Um total de 22 bovinos positivos foi tra-
tado. Destes, ao final do periodo de ob-
servagdo 8 ficaram negativos e 2 passa-
ram a suspeitos. O percentual de cura,
considerando-se os 21 bovinos que chega-
ram ao fim da prova, foi de 38,1%. Dos
23 negativos tratados, no final da prova
restaram 22 dos quais 21 estavam negati-
VoS e um suspeito.

3.2. Tratamento B (Tabela 2)

Dos 15 animais positivos tratados no
fim da prova restavam 13 e destes 7 esta-
vam negativos e nenhum passou a suspei-
to. O percentual de cura, considerando-se
o total que chegou ao fim da prova foi
de 53,85%.

Os 4 bovinos suspeitos tratados passaram
a negativos. Dos 11 negativos tratados, ao
fim do periodo de observagdo restaram 10,

1976. 221
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que estavam negativos, mostrando ndo ter
havido persisténcia de titulo na soro-aglu-
tinagdo.

Foram considerados negativos, para os
célculos dos percentuais de cura nos trata-
mentos A e B, os bovinos de titulo inferior
a 50 Ul/ml e os que repetiram o titulo 50
Ul/ml em provas sucessivas realizadas com
intervalo de 30 a 60 dias, de acordo com
critérios preconizados por HUDDLESON

3.3. Grupo C — testemunho (Tabela 3)

Neste grupo de bovinos nao tratados, ao

final do trabalho os resultados foram os

seguintes:

a — 0s 6 positivos permaneceram positivos;

b — dos 3 suspeitos, um tornou-se positi-
VO, um passou a negativo e um per-
maneceu suspeito;

c — dentre os 11 negativos, 8 continuaram

negativos, um passou
dois a positivos.

a suspeito e

Em todas as fases do trabalho os bovi-
nos dos trés grupos experimentais perma-
neceram junto aos demais animais das
duas criacdes onde foi feito o presente

ensaio.

A prova do anel (“ring-test”) foi efetua-
da com o leite de todas as vacas, dos gru-
pos A e B, que estavam em lactagdo no
inicio do trabalho.
resultados:

Mostrou os seguintes

vacas do Grupo A (vide Tabela 1)

++++ = 001 e 198
+++ = 194
H-H = 115
+ = 225

- = 108, 109, 163, 170 e 206 e 215

vacas do Grupo B (vide Tabela 2)

++++ = 011, 013 e 016
+++ = 014
H-h = 008, 0l'o
+ = 007
- = 010, 020, 025 e 026
Kev. Fac. Meil. vet. Zootec. Univ. s. Paulo,
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efetuado em todas
as vacas que estavam em lactacdo no fi-
nal do trabalho e o resultado foi:

O mesmo exame foi

vacas do Grupo A (vide Tabela 1)

- = 001, 198, 225, 206, 145, 212, 213, 108,
109, 194, 164, 188, 193, 167, 207, 209
e 163

vacas do Grupo B (vide Tabela 2)

- = 0,13, 014, 265, 015, 007, 020, 017, 024,
025, 026, 275 e 278

A prova do 2-mercaptoetanol foi efetuada
com todos os soros sanguineos dos animais
positivos dos grupos A e B (Tabelas 1 e
2) . Utilizaram-se os mesmos soros obtidos
para o exame inicial de triagem.

Os resultados mostraram que em sua
quase totalidade tratava-se de doentes na
forma crdnica; excetuaram-se o0s obtidos
das vacas 141, 212 e 008 onde as diferen-
cas nos titulos dos soros-aglutinagdes de
soros tratados e ndo tratados pelo 2-mer-
captoetanol mostraram tratar-se de fase
menos avancada da doenca, embora também
ja estivessem na fase cronica.

Todas as amostras de leite obtidas das
vacas em lactagdo no inicio e no fim do
trabalho foram inoculadas em cobaias (2
cobaias para cada amostra de leite).

No inicio do trabalho foram também ino-
culados os seguintes “pool” de amostras (2

cobaias para cada “pool”).

vacas do Grupo A

a — 001, 194, 198,
b — 108, 109, 163,

115, 206 e 225
170 e 215

vacas do Grupo B
a — 011, 013, 016,

b — 010 e 020
c — 025 e 026

014, 008, 015 e 007

No final do trabalho além da inoculacao
individual de amostras de leite, os seguin-
tes “pool” foram inoculados (2 cobaias pa-
ra cada “pool”).
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vacas do Grupo A

a — 001. 198, 225, 206, 145, 212, 213, 194
b — 108, 109, 164, 188, 193, 167, 209 e 163

vacas do Grupo B

a — 013, 014, 265, 015 e 007
b — 017 e 020
c — 024, 025, 026, 275 e 278

inoculadas foram sub-
indicadas no item

Todas as cobaias
metidas as provas
2.2.2.4.

Os resultados foram, para o material co-

letado no inicio do trabalho:
Grupo A
a — soro-aglutinagéo
+ = 001, 198, 194, 225, “pool” Aa
- - 115, 108, 109, 163, 170, 206, 215,
“pool” Ab
b — intedermoreacéo
+ = 198, 194, 225 e “pool” Aa
- = 001, 115, 108, 109, 163, 170, 206,
215 e “pool” Ab
c — necropsia

esplenomegalia: 001, 198, 194, 115, 225
e “pool” Aa
nenhuma lesdo: 109, 163, 170, 206, 215
e “pool” Ab

d — coloragdo de Koster modificada em
esfregaco de o6rgéos:

presenca de germes com aspecto mor-
folégico de Brucella: 001, 198, 115,
225, 206 e “pool” Aa

nenhum germe com caracteristicas de
Brucella: 194, 108, 109, 163, 170, 206,
215 e “pool” Ab

Grupo B
a — soro-aglutinacéo
+ = 011, 013, 016, 014, 015, 007, 010
e “pool” Ba e Bb
- = 008, 020, 025 026 e “pool” Bc
b — intradermoreacéo
+ = 020, 011, 013, 014, 007, 015 e
“pool” Ba e Bb
- = 025, 026, 008 016, 015 010,
"pool” Bc
228 Rev. Fac. Med.
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c — necropsia
esplenomegalia:
“pool” Ba e Bb
nenhuma lesdo: 016, 008, 007, 020, 025,
026 e “pool” Bc

011, 013, 014, 015 e

d — coloragdo de Koster modificada em
esfregaco de o6rgéos:

presenca de germes com aspecto de
Brucella: 011, 013, 014, 007, 016, 015
e “pool” Ba e Bb

nenhum germe com caracteristicas de
Brucella: 008, 010, 020, 025, 026 e

“pool” Bc

Os resultados das inoculagées de amos-
tras de leite coletadas de todas as vacas
em lactacdo dos grupos A e B no final do
trabalho foram negativas para todas as
cobaias, sem excecdo. As cobaias inocula-
das sofreram as mesmas provas ja indica-
das para as inoculadas com amostras de
leite coletadas no inicio do trabalho.

Anélise estatistica: o teste de significan-
cia feito com a proporcdo de positivos an-
tes e depois dos tratamentos dos grupos
A e B foi significante ao nivel de 5% .

IV. DISCUSSADO

Os animais negativos tratados com as
vacinas A e B (Tabelas 1 e 2), ao final do
periodo de observacdo voltaram a apre-
sentar titulos negativos, com excecdo de
uma vaca que mostrou titulo suspeito (com
a vacina A). Esse resultado indica que na
quase totalidade dos casos (96,88%) as va-
cinas usadas ndo induziram persisténcia
dos titulos aglutinantes.

O tratamento com a vacina A (Tabela
1) revelou que o percentual de bovinos
que respondeu satisfatoriamente a esse tra-

tamento — 38,1% — foi inferior a aquele
tratado com a vacina B — 53,85% (Ta-
bela 2).

O grupo controle (Tabela 3) mostrou que
bovinos positivos, suspeitos e negativos,
ndo tratados e mantidos junto aos dois re-
banhos utilizados nesse trabalho, segui-
ram uma evolucdo considerada normal
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nessa doenga: 0s positivos continuaram po-
sitivos, dos suspeitos um regridiu a nega-
tivo, um manteve-se suspeito e um teve
evolucdo da doenca; dentre os negativos
alguns mantiveram-se negativos e outros
infectaram-se.

As provas biolégicas no final do traba-
lho mostraram que o leite das vacas tra-
tadas quando em lactagcdo, mesmo as po-
sitivas tratadas que mantiveram titulo
aglutinante, revelaram resultado negativo
na inoculagdo em cobaias.

Esse fato sugere a possivel permanéncia
de uma cicatriz sorolégica ou pelo menos
uma supressdo da eliminacdo de Brucella
abortus pelo leite.

A prova do mercaptoetanol, realizada nos
animais positivos para avaliacdo do estagio
evolutivo da doenga, demonstrou que, em
sua quase totalidade, tratava-se de doen-
tes j4 na forma cronica.

Por outro lado:

a — o tratamento de um pequeno grupo
de quatro suspeitos (Tabela 2) passan-
do todos eles a negativos (100%);

b — a observagcdo das Tabelas 1 e 2 onde
se pode verificar que de um total de
19 bovinos com titulo inicial 200 UI/
ml completos 2 ficaram negativos
(10,53%) e que deum total de 14 bo-
vinos com titulo inicial 100 UlI/ml
completos 12 ficaram negativos
(85,71%);

sugerem que:

— melhores resultados podem ser obti-
dos no tratamento da brucelose na
fase inicial ou pelo menos naqueles
de baixo titulo aglutinante.

Concluindo:

durante os periodos de tratamento e
observagdo nenhum aborto foi verifi-
cado nos grupos de bovinos tratados,
enquanto que no grupo testemunho
observaram-se dois abortos entre os
positivos ndo tratados.

Rev. Fiic. Mfd. vel. Xootec. Univ. S. Paulo,

Grande parte dos autores que trabalha-
ram na terapéutica da brucelose humana
e animal se preocupou em ensaios com
sulfas e antibioticos.

Os resultados obtidos com a associagdo
brucelose + vacina, por nés ensaiada, per-
mite sugerir futuras pesquisas associando
brucelina, dentro das normas indicadas por
Huddleson, ao uso de sulfas e antibiéticos.
Segundo esse autor a brucelina afeta o cur-
so da doenca ao provocar reagdo alérgica
sistémica acompanhada de leucocitose neu-
trofilica e aumento das imune-opsoninas.

A eficacia da brucelina, ainda conforme
HUDDLESONS, depende da existéncia e
continuacdo do estado de sensibilizagdo do
paciente sob tratamento.

Huddleson usava a brucelina na dose de
0,5 ml por via intradérmica e admita que
se assim ndo exercesse reagdo sistémica
dever-se-ia repetir, empregando 0,5 ml por
via intradérmica e 05 ml por via intra-
muscular. No6s usamos neste trabalho a
dose de 2 ml por via subcutanea.

V. CONCLUSOES

A associacdo brucelina e vacina contra
a brucelose, de baixo poder aglutinogénico,
constitui um método promissor no trata-
mento da brucelose bovina.

As evidéncias obtidas indicam que me-
lhores resultados no tratamento da bruce-
lose sdo obtidos na medicacdo de bovinos
com baixo titulo aglutinante.

AGRADECIMENTOS

Ao: Sr. Enio Franga, Dr. Cyro Troise,
Profa. Dra. Saemi Ogassawara, Profa. Dra.
Margarida de Fatima Machado Mendes, Sr.
Antonio Eduardo Alencar de Freitas Gui-
mardes, Sr. Pedro Luiz Colabuono, Dra.
Maria de Fatima Machado Mendes, Prof.
Dr. Adolpho Martins Penha, Sr. Julio Mas-
sanori Nakama, Profa. Dra. Tamara Ni-
tikin e Prof. Dr. Mario Mariano, pelo
auxilio prestado na execugdo deste tra-
balho .

13(1) :219-30, 197B. 229



RFMV-A/14

Costa, E. O. da & Cury, R. Assays on biological treatment of bovine
brucellosis. Rev. Fa<\ Med. vet. Zootec. Univ. S. Paulo, 13(1) :219-30.
1976.

Summary: A biological method, for the treatment of brucelosis was
tried in 37 bovines suffering of this disease. The method consisted in a
serie of injetions of brucelin and a vaccine against brucelosis. Two type
A a non agglutinogenic vaccine that was used in 22 animals and type B
vaccine which have a low agglutinogenic power and which was used in 15
animals.

After the treatment and 9 month of follow up the percentages of cure
were respectivelly 38.1% for type A and 53.85% for type B vaccines.

Uniterms: Bovine brucellosis, biologic treatment*.
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