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RESUMO

A Dbrucelose acomete mdltiplas espécies animais, inclusive o homem, em diversas
partes do mundo. A doenca é responsavel por perdas econdmicas, principalmente pela queda
na eficiéncia reprodutiva. O tratamento em animais ndo é permitido no Brasil e o sacrificio
sanitario de reagentes positivos € obrigatorio. Criatdrios de subsisténcia de suinos apresentam
alta vulnerabilidade a entrada de patogenos e, estes animais, ao se infectarem, podem tornar-
se reservatorios. Ainda nao existem vacinas eficientes que confiram biosseguridade adequada
em suinos e ndo se exige atestado negativo para brucelose em criatérios. Portanto, acGes de
vigilancia ativa se fazem necessarias para o controle da doenca. Este estudo teve o objetivo de
estimar a soroprevaléncia da brucelose em criatérios de suinos no Distrito Federal. Foram
analisadas 1.793 amostras de soro de suinos de 823 criatérios colhidas em duplicata durante o
inquérito epidemioldgico delineado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
para monitoramento de Peste Suina Classica em area livre em 2011, 2012 e 2014. Em 2011, a
frequéncia foi de 0,47% (0,01 — 2,62). Apesar da auséncia de resultados positivos em 2012 e
2014, ¢é possivel afirmar com 97,5% de confianca, que em 2012, a frequéncia da doenga
esteve abaixo de 1,1% e, em 2014, abaixo de 1,2%, levando em consideracdo o tamanho da
amostra estudada. Esse estudo demonstra que a frequéncia da Brucella sp. ocorre em niveis

baixos em rebanhos suinos no Distrito Federal.
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ABSTRACT

Brucellae infections have been documented world-wide over the years in a great
variety of species, including humans. Brucellosis causes economic losses due to reproductive
failures. Treatment is not allowed and sick animals should be sacrificed. Small pig farms have
low biosecurity and are vulnerability to pathogenic microorganisms. Household pigs can be
infected and become reservoirs. There is no vaccine without side effects which is available for
swines and negative exams are not requested for small pig farms. Thus, active surveillance is
needed using serological methods in order to control the disease. This research evaluated
swine brucellosis in household farms in Federal District. It was screening 1793 pigs from 823
small farms during the epidemiological study in 2011, 2012 and 2014 sampled by Ministery
of Agriculture. In 2011 the occurrence of frequency for brucellosis was 0.47% (0.01 — 2.62).
In 2012 and 2014, despite of none positive results, if the disease was present in pig herds,
with the confidence interval 97,5%, the occurrence of the disease had to be below of 1,1% of
frequency in 2012 and 1,2% in 2014, regarding the sample size of this study. This work
shows about Brucella circulates at low level occurrence among swine from herds at central
region, Brazil. Because of the low brucellosis occurrence, it was not possible to evaluate the
risk factors involved they might influence on the disease perpetuation. It is believed that the
Federal District count on a suitable animal health surveillance system and the preventive
measures included in the brucellosis national program as the sanitary reproductive swine

controls are essential to keep low level of the disease occurrence.
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CAPITULO |
1. INTRODUCAO

O controle das doencas infectocontagiosas que acometem o homem e 0s animais
representa um desafio continuo para instituicdes publicas, privadas e ndo governamentais. A
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) lista inimeras doengas que devem atender
processos estabelecidos de notificacéo, cujos casos confirmados devem ser reportados com o
objetivo de proporcionar transparéncia no cenario internacional.

As doencas submetidas ao monitoramento, assim como 0s status sanitarios dos
respectivos estados-membros, sofrem revisGes periddicas com a aprovacdo dos 180
representantes dos paises membros, durante a Assembleia Mundial dos Delegados da OIE. A
lista atualizada em 2017, ap6s o 84° encontro, em 22 a 26 de maio de 2016 em Paris,
estabeleceu principios de controle e notificacdo obrigatdria de 116 afeccdes que devem ser
mantidas sob vigilancia no ambito dos servicos veterinarios nacionais conforme publicacfes
nos codigos sanitarios de animais aquaticos e terrestres. Nesse contexto, focos de infec¢des
por Brucella melitensis, Brucella abortus e Brucella suis devem ser reportados (OIE, 2016).

A brucelose, responsavel por perdas econémicas, principalmente decorrentes da
reducdo da eficiéncia reprodutiva (Czibener et al., 2016), é classificada no grupo de doencas
que afetam multiplas espécies. Apesar de ser a zoonose com a mais ampla disseminacdo no
mundo (Welburn et al., 2015), a brucelose € negligenciada em humanos (Adone & Pasquali,
2013) e esta inserida no grupo das sete doengas que mais contribuem para manutencéo e
perpetuacdo da miséria (Gonzélez et al., 2008).

A brucelose é endémica em diversos paises e regides, com prevaléncias consideradas
de moderada a alta na regido do Mediterraneo (Cloeckaert et al., 2001), Oriente Médio (Refali,
2002; Blasco & Molina-Flores, 2011; McDermott et al., 2013), india (Renukaradya et al.,
2002), Mongolia (Zinsstag et al., 2007), China (Zhu et al., 2016), Russia (Zheludkov &
Tsirelson, 2009), Africa (McDermott & Arimi, 2002; Mekonnen et al., 2010) e América
Latina (Baumgarten, 2002; Moreno, 2002; Vargas, 2002; Ortegon et al., 2003; Garcia-Juarez
et al., 2014). A doencga € ausente no Canada, parte da Europa, Japdo, Nova Zelandia e Israel
(Seleem et al., 2010). Entretanto, mesmo em paises, como Australia (Ridoutt et al., 2014) e
Estados Unidos (Stoffregen, 2007; Ramamoorthy, 2011) e em regides, como a Europa
(Koppel et al., 2007), que ja alcangcaram a erradicacao nas espécies domésticas, a manutencdo
da brucelose em animais selvagens gera preocupacdes (Sandfoss et al., 2012).



No Brasil, o tratamento em animais ndo é permitido e o sacrificio sanitario é
obrigatorio (BRASIL, 2006). A terapéutica requer associacao de antibioticos que possuem uso
comum em humanos, por periodos prolongados -seis semanas ou mais- 0 que inviabilizaria
economicamente a sua aplicacdo em animais de producdo, como na suinocultura (Dieste-
Pérez et al., 2014). No Brasil, j& foram realizados estudos epidemioldgicos da brucelose em
bovinos (Poletto et al., 2004; Dias et al., 2009; Ogata et al., 2009), ovinos (Araujo et al.,
2013) e em suinos (Filippsen et al., 2001; Silva et al., 2009; Braga et al., 2013; Leite et al.,
2014). Ha relatos de infeccOes cruzadas entre espécies (Samartino, 2002; Fretin et al., 2013).

Apesar de a brucelose estar presente em rebanhos bovinos e suinos, a politica sanitaria
governamental brasileira preconiza medidas e controle de brucelose aplicadas a espécie
bovina, respaldadas no Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e
Tuberculose - PNCBET (Brasil,2016). Entretanto, em programas que concentraram a
vigilancia apenas em bovinos, como na Itdlia (Pilo et al.; 2015), constatou-se focos da
brucelose em suinos domeésticos, evidenciando a necessidade de controlar a doenga também
nesta Ultima espécie.

Dessa forma, criatérios de suinos que apresentam alta vulnerabilidade a entrada de
patdgenos podem exercer papel de disseminadores da brucelose ndo apenas para suinos, mas
também para outras espécies. Portanto, é fundamental o conhecimento da situacdo
epidemioldgica nestes criatorios com a finalidade de avaliar a necessidade ou ndo da adocéo
de novas medidas de controle a serem abordadas no programa nacional de controle e

erradicacdo desta doenca.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico

A brucelose foi descrita, pela primeira vez, em 1859, por Marston e ficou conhecida
como Febre Ondulante, Febre do Mediterraneo ou Febre de Malta (Zammit, 1905). O agente
infeccioso, considerado entdo como Micrococcus melitensis, foi isolado por David Bruce em
1887, do baco de militares que haviam ingerido leite de cabra cru na ilha de Malta
(Memisoglu et al., 2008).

Bernard Bang (1897), um veterinario dinamarqués, classificou a bactéria extraida de
amostras de feto de bovino, como Bacillus abortus (Bacilus de Bang). Posteriormente, Good
& Smith (1913) extrairam uma bactéria de tecidos de suinos com as mesmas caracteristicas
bioldgicas e de cultura que o Bacillus abortus, mas observaram algumas caracteristicas que o
diferenciavam do bacilo de Bang e realizaram experimentos inoculando a bactéria em suinos.
No ano seguinte, Jacob Traum atribuiu & mesma bactéria a causa da infeccdo que provocava
abortamento em suinos (Aleixo et al.; 1999). Em 1929, Hiddleston isolou 0 mesmo agente e
classificou-o como Brucella suis.

Até 1984, seis espécies distintas ja haviam sido classificadas pelo Comité de
Taxonomia - B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis e B. neotomae. Entretanto, em
1985 julgou-se conveniente alterar a taxonomia da Brucela, e 0 género passou a incluir, entdo,
uma Unica espécie: Brucella melitensies e as outras cepas, consideradas até 1984 como
espécies, seriam consideradas biovares (Corbel, 1988; Xavier et al., 2009). Tal justificativa
respaldou-se em estudos do genoma da brucela que sugeriam homologia genética para todas
as espécies (Verger et al., 1998; Moreno et al., 2002).

Mas partir de novas técnicas diagnosticas foi possivel a caracterizacdo de estruturas
moleculares que distinguiam entre as cepas de brucelas, constituindo de elementos suficientes
para classifica-las em espécies distintas (Godfroid et al., 2011; Goodwin & Pascual, 2016).
Nesse sentido, Ross et al. (1994) e Ewalt et al. (1994), influenciaram o Comité de Taxonomia
a reclassificar, em 2003, os critérios para a definigdo de espécies, retomando a classificagdo
da nomenclatura aprovada em 1984 e incluindo novas especies que causavam infeccdo em
mamiferos aquaticos (Osterman & Moriyon 2006).

Portanto, gracas aos avancos das técnicas moleculares, uso de proteinas
recombinantes, anticorpos monoclonais e sequenciamento de genes, novos marcadores de
membrana hospedeiro-especificos foram identificados, propondo a classificacdo de novas

especies e biovares (Cloeckaert et al., 2002a).



2.2 Caracteristicas da Brucela

Brucella séo cocobacilos gram-negativos (Kaur et al., 2015), com didmetro aproximado
de 0,7 a 0,5 um, imoveis, aerobicos ou microaerofilicos, ndo esporulados, positivos para
urease e catalase (Foster et al., 2007). As propriedades moleculares, caracteristicas
bioguimicas e metabdlicas tais como: epitopos especificos, requerimento de CO,, crescimento
no meio de Farrells e atividade metabdlica da galactose, diferem entre as espécies (Foster et
al., 2002; Godfroid, 2011). Sédo classificados como micro-organismos intracelulares
facultativos (Corbel, 1997), mas Roop et al. (2009) sugere que seria mais conveniente
denomina-los como facultativos extracelulares, por fazer das células de mamiferos sua

residéncia permanente.

As espécies de brucela séo classificadas quanto ao fendtipo morfoldgico de suas colbnias
em lisas e rugosas. Passagens sucessivas em meio de cultura favorecem a transformacao
espontanea do fendtipo morfoldgico liso para o fendtipo rugoso (Ugalde et al, 2000), cujo
fendmeno esta relacionado a reducdo de patogenicidade (Allen et al., 1998). Dessa forma, as
que exibem fendtipo liso divergem quanto a estimulacdo do sistema imune, invasdo da célula

e trafico intracelular.

B. abortus, B. melitensis, B. suis e as respectivas cepas vacinais: B19, Revl, S2;
apresentam morfologia lisa. B. neotomae, B. microti, B. pinnipedialis e B. ceti também
expressam feno6tipo liso. Enquanto que B. ovis, B. canis, e as cepas vacinais B. abortus RB51,

B. melitensis B115, sdo fenotipicamente rugosas (Foster et al., 2007).

A codificacdo de proteinas ndo funcionais ou mutacGes que impliquem no blogueio da
expressdo do gene podem estar relacionadas as diferencas de fenotipos (Zygmunt et al.,
2009). Essas mutacdes comprometem as funcGes das proteinas da membrana externa
(Cloeckaert et al., 2002a) e enzimas como a fosfoglucomutase (pmg), presente em reacdes
biossintéticas que requererem glicose (Ugalde et al., 2003) e a perosamino sintetase (Wbk),
envolvida nas reacdes de catalisagdo e conversao para a polimerizacdo da cadeia O (Zinsstag
et al., 2007).

O fenotipo liso é caracterizado pela presenca do "LPS-O°, um prolongamento da
membrana externa das bactérias Gram-negativas constituido de lipideo e polissacarideo

(Ganesh et al., 2014). As cepas lisas carreiam o lipolissacarideo-O (LPS-O) completo e as



cepas rugosas ndo possuem a cadeia longa distal do polissacarideo O, caracterizado como
antigeno O (Ruiz et al., 2006).

A molécula LPS-O é dividida em 3 partes: lipidio A; nucleo oligossacarideo constante; e a
cadeia variavel do polissacarideo O. A cadeia distal O é um homopolimero de N-formol-
perosamino (Adone et al, 2011), formado em sua maior parte por manose, enquanto que o
nacleo constante é composto primariamente de glicose (McQuiston et al., 1999). A cadeia
polissacaridica € um homopolimero de perosamina (4,6-dideoxi-4-formamido-D-
mannopiranosil), o qual apresenta configuracfes divergentes estabelecidas pelas ligacdes de
carbono, caracterizando o antigeno O como tipo A ou tipo M. O antigeno tipo A ¢é
representado por 1,2- perosamino, enquanto que o antigeno tipo M por 1,3- perosamino. A
distribuicdo desses determinantes antigénicos implica na resposta humoral especifica e auxilia
na diferenciagdo das infecgdes (Ganesh et al., 2014). A Brucella suis apresenta ambas
configuracdes, ja, a B. abortus, cepa 2308, expressa quase que exclusivamente o antigeno A e

a B. melitensis, cepa 16M, expressa basicamente o antigeno M (Fernandez-Prada et al, 2001).

Comparada a outras bactérias patogénicas, as brucelas ndo apresentam fatores de
viruléncia classicos, como flagelos, capsulas, plasmideos, pili ou exotoxinas. Mas, apesar de
ndo possuirem flagelos, foram identificados genes que codificam flagelos similares ao de
Yersinia enterocolitica O;H;s (Letesson et al., 2002). A patogenicidade desta bactéria esta
relacionada a sua habilidade em sobreviver e de se replicar em diferentes tipos de células,
fagociticas ou ndo (Arellano-Reynoso et al., 2005), e em se adaptar as condi¢des adversas do
ambiente intracelular. O micro-organismo é capaz de evitar a ativacdo do sistema imune,
trafegar por caminhos alternativos, resistir aos danos oxidativos e se adaptar a tensdo limitada

de oxigénio no interior dos macrofagos (Gorvel, 2008).

Whatmore et al. (2007) sugerem que propriedades metabolicas podem exercer grande
influéncia na intensidade da viruléncia da cepa. As inativaces de alguns genes podem
desempenhar um papel importante na adaptacéo do parasita para o seu hospedeiro-especifico,
comprometendo funcgdes de proteinas de membrana e outras reguladoras que irdo determinar a

permanéncia da bactéria no organismo (Verger et al., 1998).

Em geral, o cultivo bacteriano, o substrato utilizado e a aplicacdo de testes bioquimicos
auxiliam na caracterizacdo das especies. B. abortus, B. melitensis e B. suis, espécies com

maior relevancia epidemiolégica, que sdo subdivididas em biovares de acordo com a



producdo de H,S, dependéncia de CO,, sensibilidade ao ressecamento e distribuicdo de
epitopos A ou M (Fernandez-Prada et al., 2001).

As informacgdes metabdlicas podem ser suficientes para caracterizagdo das espécies. Lord
et al. (1997) diagnosticaram em suinos, na Venezuela, infeccdo por B. suis biovar 1, por meio
dos seguintes resultados bioquimicos: producdo de H,S, aglutinacdo com anticorpo anti-A,
mas auséncia de reacdo com anticorpo anti-M. Portanto, relacionar brucelas aos seus
respectivos hospedeiros é essencial para compreender os mecanismos de adaptabilidade ao
organismo hospedeito (Vallat, 2013), uma vez que se identificam variacbes nos mecanismos

virulentos (Foster et al., 2009).

2.3 Mecanismos Virulentos

O lipolissacarideo “O” (LPS-0) é o mecanismo chave da viruléncia (Pei & Ficht, 2011) e
esta diretamente ligado a habilidade de garantir a sobrevivéncia e a replicagdo da brucela
(Ritting et al., 2003). O comprimento e a configuracdo da molécula LPS-O influenciam na
habilidade do patogeno de se esquivar da atividade bactericida (Fernadez-Prada et al., 2001).
A extensa cadeia polissacarideo “O” atua como uma barreira protetora, impedindo a
exposicdo de proteinas da membrana externa e dificultando o reconhecimento pelas células de
defesa (Seleem et al., 2008). Esse retardo na acdo da resposta imune cria um intervalo que é
critico para a bactéria invadir a célula hospedeira pelos canais lipidicos do LPS-O reduzindo o

efeito endotdxico inerente de micro-organismos invasores (Conde-Alvarez et al., 2012).

Observou-se que a cadeia “O” bloqueia a producao de citocinas em macréfago infectado e
postula-se que esse mecanismo seja uma forma do patégeno controlar o sistema de defesa do
organismo hospedeiro (Bagues et al., 2004). O LPS-O previne a sintese de mediadores pro-
inflamat6rios como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e interferon gama (IFN-Y)
(Roop et al., 2009), os quais favorecem atividades microbicidas (Baldwin & Parent, 2002), e a
inibicdo da secrecdo destes, compromete a ativacdo do macréfago (Skendros & Boura, 2013).
Por outro lado, as cepas rugosas estimulam maior quantidade de quimotoxinas e citocinas
(Ritting et al., 2003).

Por intermédio do LPS-O, as fun¢des principais da célula permanecem inalteradas (Kohler
et al., 2002). Nao ha producdo do fator de necrose tumoral (TNF-alpha) e 6xido nitroso (NO)

(Baldwin & Parent, 2002). A apoptose celular ndo ¢ induzida (Roop Il et al., 2009). Assim, o
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micro-organismo consegue escapar da acdo de células apresentadoras de antigeno,
naturalmente estimuladas por fatores que seriam liberados de células mortas (Seleem et al.,
2008).

O LPS-O de Brucella é conhecido como lipolissacarideo ndo-classico por divergir na
atividade bioldgica endotodxica e na extensdo da cadeia polissacaridica (Lapaque et al., 2005).
A cadeia O de B. abortus varia de 96 a 100 subunidades. Em contraste, a cadeia “O” de
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, possui, em média, 40 subunidades (Mc Quiston
etal., 1999).

Freer et al., 1995 esclarece que a heterogenidade do LPS est4 ndo apenas na cadeia “O”,
mas também no ndcleo constante do oligossacaridio e no Lipidio “A”. A estrutura do lipidio
“A” é mantida em ambos os fendtipos de brucelas, mas diferencas bioquimicas na estrutura do
lipidio ocorrem entre brucelas e outras Gram-negativas. Freer et al. (1995) demonstraram que
a ligagdo do lipidio “A” ndo se desprende da membrana externa das brucelas com técnicas

tradicionais de dissociacdo utilizadas em enterobactérias.

O lipidio “A” favorece o uso de substancias hidrofobicas como fonte de energia para a
brucela (Gorvel & Moreno, 2002), e esta modifica 0 metabolismo dos precursores da
prostaglandina por meio da inducgdo da sintese de esterdides, direcionando o metabolismo dos
nutrientes durante o ciclo de infecgdo (Lamontagne et al., 2010).

Acredita-se que um dos fatores que contribuem para que as cepas rugosas sejam
fagocitadas com mais intensidade € o fato das rugosas serem mais reconhecidas pelo sistema
imune do hospedeiro (Ritting et al., 2003). A imunidade inata reconhece antigenos
provenientes de marcadores moleculares bacterianos para estimular a resposta inflamatéria
(Cloeckaert et al., 2002a). A concentracdo maxima de internalizacdo das brucelas lisas nos
macrofagos ocorre apds 5 minutos do inicio do processo fagocitico, enquanto que as rugosas
continuam sendo englobadas pelas células de defesa atingindo nivel maximo ap6s 30 minutos
(Pei et al., 2008).

As proteinas da membrana externa exercem papel relevante na imunogenicidade das cepas
rugosas por favorecem o reconhecimento pelos macrofagos, mediado pelo sistema
complemento (Cloeckaert et al., 2002b). O LPS-O limita o ataque do sistema complemento
prevenindo a opsonizacdo das cepas lisas (Fernandes-Prada et al., 2001), enquanto que as

rugosas sao opsonizadas e fagocitadas pela rota comum (Ugalde et al., 2000).



Ugalde et al. (2000) demonstraram que a incapacidade das cepas rugosas de se multiplicar
no interior da célula ndo é consequéncia do fendtipo rugoso, mas sim um fendmeno
determinado por um complexo de interacfes entre a bactéria e a célula hospedeira,
envolvendo sistemas sensitivo e regulatério (BvrR/BvrS), secretorio (T4SS) e outros fatores

0ou mecanismos virulentos.

O BvrR/BvrS é essencial para a mudanga do ambiente extracelular para o intracelular,
contribuindo para seu estabelecimento no fagossomo (Guzman-Verri et al., 2002). O T4SS,
codificado por dois componentes do virB operon, é um complexo de multiproteinas
responsaveis pela secrecdo de macromoléculas bacterianas e proteinas que atravessam o
envelope celular da bactéria para o citossol da célula hospedeira (Arellano-Reynoso, 2005), as
quais sdo necessarias para a fusdo com a membrana do reticulo endoplasmaético e formacao de

um compartimento de replicacdo (Billard et al., 2005).

A Fosfatidilcolina e a enzima urease desempenham papéis relevantes na evasdo do
sistema imune. Diferente de outras bactérias, o fosfolipideo da brucela é constituido por
fosfatidilcolina. Por estar presente em eucariotos, a fosfatidilcolina ndo é reconhecida como
antigeno pelas células eucariotas (Roop et al., 2009; Arellano-Reynoso et al., 2005). A urease
protege a brucela durante a passagem pelo estbmago (Bandara et al., 2007) e a acidificacdo do

fagossoma pela aménia (Seleem et al., 2008).

Outro fator de viruléncia relevante para este fenémeno € o elemento B-1,2-glucano ciclico
(CGS), um polimero de glicose, que contribui para a estabilizacdo da estrutura do envelope
(Arellano-Reynoso et al., 2005). A proteina € exigida para interacdes da brucela em células
eucariotas e garante a integridade das cadeias de lipidios na membrana do vaclolo que
contém a brucela prevenindo interacBes extensas desses vacuolos com os lisossomos (Roop et
al., 2009). Interagindo com o colesterol, e reorganizando os canais lipidicos de transporte,
CGS altera o tréfico intracelular com vantagem para o patdgeno (Arellano-Reynoso et al.,
2005).

A analise do comportamento intracelular da bactéria € indispensavel para a compreensao
da patogenia da doenca e tambem o fator chave para o delineamento de novas vacinas,
elaboracdo de técnicas diagnosticas e para 0 sucesso de tratamentos terapéuticos alternativos
(Poester et al., 2013).



2.4 Patogenia
A invasdo pelo trato digestivo evoca resposta inflamatoria limitada e as particulas
infectantes sdo fagocitadas por células de defesa que se localizam abaixo da submucosa do
trato intestinal (Aparicio, 2013). Uma vez fagocitada, a brucela é capaz de sobreviver em
condicBes adversas impostas a bactéria (Guzman-Verri et al., 2002). Para se esquivar da
neutralizacdo, a brucela, em particular a cepa lisa, dispde de mecanismos patogénicos que

podem superar os mecanismos de defesa do hospedeiro (Conde-Alvarez et al., 2012).

Brucella suis é capaz de se multiplicar em macréfagos pela habilidade em sintetizar todos
0s metabolitos necessarios para a sua sobrevivéncia e pela capacidade de resistir ao dano
oxidativo celular e aos compostos nitrogenados, pH &cido e peptideos antimicrobianos. O
compartimento de replicacdo de B. suis € pobre em nutrientes e caracterizados por baixa
tensdo de oxigénio, onde o nitrato pode ser utilizado para a respiracdo anaerobica (Kohler et
al., 2002).

O estresse provocado pelo ambiente intracelular (Roop et al., 2009) ativa o sistema
sensitivo e regulatorio (BvrR/BvrS) da bactéria (Guzman-Verri et al., 2002), o qual, por sua
vez, aciona o sistema secretdrio T4SS e, entdo, uma série de reacdes sdo desencadeadas com o
objetivo de controlar a maturacdo do endossomo (Arellano-Reynoso, 2005). O vactolo
contendo a brucela (VCB) segue o caminho endocitico, alterando o trafego intracelular (Celli
& Gorvel, 2008). Moléculas secretdrias do T4SS favorecem a fusdo do VCB com o reticulo
endoplasmatico da célula e um nicho protegido do sistema imune é formado (Kéhler et al.,
2003). David (2012) observou que esse compartimento no qual a brucela se instala possui
membrana dupla, o que facilita, posteriormente, o seu egresso para a infeccdo de células

vizinhas. A replicacdo da cepa rugosa no interior da célula estd demonstrada na Figura 1.

O fagossomo contendo a cepa rugosa é, em contraste, induzido a fusdo progressiva,
resultando em um Unico vacuolo gigante (Ritting et al., 2003). As cepas rugosas ndo sao

habeis em prevenir fusdo de endossomos tardios e lisossomos (Porte et al., 2003).
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Figura 1 - Multiplicacdo da Brucella no interior do macro6fago, modelo Vir-B
dependente. In: Jean Celli & Jean-Pierre Gorvel, 2004.

As células-alvos sdo os macréfagos, trofoblastos, células de tecidos do pulméo fetal e dos
6rgdos reprodutivos de fémeas e machos (Adams et al., 2002). Embora os trofoblastos sejam
células epiteliais ndo fagociticas, adquirem a capacidade de degradar eritrécitos da circulacao
materna. Por isso sdo conhecidos como trofoblastos eritrofagociticos (Roop et al., 2009). A
invasdo da placenta pela Brucella ocorre essencialmente por meio dos trofoblastos

eritrofagociticos, com consequente disseminacdo para as células da membrana coridnica-
alantoide.

A brucela possui tropismo por eritritol, um carboidrato, presente em maior quantidade no
utero gravidico (Rodriguez et al., 2012). Durante a gestacdo de mamiferos domésticos, a
brucela infecta e se multiplica nos trofoblastos, colonizando o Utero (Gorvel & Moreno,
2002). A replicacdo da brucela ocorre geralmente em trofoblastos metabolicamente ativos,

células que apresentam producdo variada de proteinas e esterdides durante a gestacao
(Anderson et al., 1986).
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Trofoblastos infectados produzem cortisol, um horménio esteroidal ndo produzido em
condigBes normais pela placenta (Poester et al., 2013). Mudanga de producdo de progesterona
para o estrogeno eleva a sintese de cortisol e estimula o endométrio a secretar prostaglandina
(PGF,,), indicando mudancas hormonais que ocorrem naturalmente proximo ao parto (Roop
et al., 2009). A proliferagdo das brucelas pode interromper a integridade da placenta e
separagdo do epitélio. A placentite provocada pelo patdégeno previne o suprimento de
nutrientes para o feto e pode levar ao abortamento ou ao nascimento de infectados persistentes
(Wanke, 2004).

Placentas de ruminantes e suinos sdo do tipo epitélio-corial, caracterizada pela aderéncia,
sem invasdo, do alantocérion ao endométrio, que se separam no momento do parto. A
diferenca da placenta nestas duas espécies esta na localizacdo das vilosidades cori6nicas. Em
suinos a placenta ¢ difusa, a unido do o cérion do feto com a mucosa uterina é por meio de
pregas e vilos em varias partes do Utero. Em ruminantes, a placenta € multicotiledonaria,
caracterizada pela unido de vilos coridnicos em pontos isolados, os placentomas. Somente por
seu intermédio podem ocorrer trocas entre mae e feto (Hafez, 1995). A ocorréncia de
abortamento em bovinos é mais frequente no terco final da gestacdo, enquanto que, em

suinos, pode ocorrer em qualquer periodo.

A capacidade da brucela de se “esconder” no ambiente intracelular sem provocar danos
diretos ou alterar as funcGes basicas da célula, favorece o parasitismo de longo curso (Meador
& Deyoe, 1989) com evolucdo para o estagio cronico (Spera et al., 2006). A bactéria pode
ficar incubada por longos periodos, sem induzir manifestacéo de sintomas, assemelhando-se a
um estado aparente de auséncia de doenca. Entretanto, a infeccdo esta presente no organismo
e 0s sinais clinicos podem aparecer em determinadas situacfes patoldgicas ou fisioldgicas,

especialmente quando houver comprometimento do sistema imune (Fugier, 2007).
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2.5 Epidemiologia

A epidemiologia da brucelose estd estritamente associada a trés elementos:
reservatorios, rota de transmissao e populacdo susceptivel, os quais influenciam as interagdes
entre o patdgeno, hospedeiros e 0 ambiente (Ning et al., 2013).

Galuzo et al. (1944), Gudoshnik (1959) e Khrustcheva (1969) questionaram se 0s
carrapatos Alveonasus lahorensis e Dermacentor daghestanicus poderiam atuar como vetores
na transmissdo da doenca. O experimento demonstrou que D. daghestanicus ou A. lahorensis
podem ser infectados por Brucella e sugere habilidade do vetor em transmitir o agente
patogénico durante a succao.

Mesmo assim, até 0 momento a infec¢do pelo vetor ndo se comprovou como uma via
de transmissdo da brucelose (Zheludkov & Tsirelson, 2009).

Os roedores sdo, possivelmente, infectados acidentalmente, apresentando curso da
doenga transitorio, auto limitante e raramente transmitem a bactéria para outros animais
(Meyer, 1976). Dessa forma, acredita-se que roedores ndo sdo importantes na manutengdo da
brucelose e ndo sdo considerados reservatdrios (Abernethy et al., 2011). Tiller et al. (2010b)
isolaram uma espécie de brucela em ratos que conviviam préximos a rebanhos ndo infectados
na Australia. Ainda ndo se isolou B. suis biovar 5, B. netomae em animais domesticos e
também ndo é conhecida a patogenicidade de B. netomae em outras espécies (Godfroid,
2002).

A via mais comum de transmissdo € via oro-nasal, a partir de alimentos e agua
contaminados com secrecGes dos portadores (Aleixo et al., 1999). Pode haver transmissdo
congénita e lactentes podem se contaminar pelo leite de mées infectadas (Ning et al., 2013). A
transmissdo venérea é relevante para a manutencdo da brucelose suina, ovina e canina,
entretanto o sémen pode veicular a bactéria por meio da inseminacédo artificial, tanto em
suinos, quanto bovinos (Bianchi et al., 2006).

O clima pode influenciar a variacdo na distribuicdo da brucelose (Luna-Martinez &
Mejia-Teran 2002). Clima umido e temperado favorece a sobrevivéncia da bactéria (Matope
et al., 2010) que pode resistir cerca de 75 dias em fetos abortados a 25°C, 8 meses a 15°C e
apenas 4 horas a 45°C (Oliveira, 2000).

Quanto a infeccdo pelo patdgeno, a susceptibilidade depende essencialmente da idade,
sexo e da imunidade dos animais (Aparicio, 2013), e aumenta com a maturacdo sexual
(Asmare et al., 2013). A maior incidéncia da doenca pode ocorrer em fémeas e em animais

mais velhos (Bernard et al., 2005).
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2.5.1 Brucelose em animais domésticos e silvestres

A distribuicdo geografica da brucelose sofre alteragdes de acordo com o surgimento de
novos focos (Seleem et al., 2010), afetando tanto espécies terrestres quanto aquéaticas (Nymo
et al., 2013). Acredita-se que uma contaminacdo fortuita, via cadeia alimentar, possa ser a
origem de infeccdo em baleias, golfinhos e focas. (Audic et al., 2011).

Observa-se que criacOes diversificadas em um mesmo estabelecimento rural predispdem a
infeccOes cruzadas (Asmare et al., 2013). Ao compartilhar instalagcdes, animais infectados
podem ser veiculos de disseminacdo de uma determinada cepa que pode infectar outras
especies (Roxo et al., 1996; Samartino, 2002).

A brucelose em animais silvestres normalmente ndo influencia a condicdo sanitaria em
determinada regido. O status livre ou ndo da brucelose em um pais é baseado na situacao
epidemioldgica em animais de producdo (Godfroid & Kéashohrer, 2002).

No Canadé oficialmente declarado livre da doenca desde 1985 (Nielsen et al., 1995), renas
e alces (Rangifer tarandus sp.) mantém infeccdo por Brucella suis biovar 4 em niveis
endémicos. Brucella suis biovar 4 também foi isolada em renas no Alaska, Finlandia,
Noruega e Russia, sugerindo que estes animais selvagens possam exercer papel relevante no
contexto zoondtico e epidemiologico da brucelose (Nymo et al., 2013).

Determinadas politicas de erradicacdo adotadas por alguns paises preconizam o sacrificio
sanitario dos animais selvagens positivos para brucelose, cuja pratica € questionada por
ambientalistas. Apesar de relatos de transmissdo da brucelose a partir de alces e bufalos para o
gado domeéstico, entre 2002 a 2012, o continuo sacrificio de animais selvagens no parque
ecologico de Yellowstone pode ter impacto a sobre a conservacdo de areas de protecdo
ambiental (Rhyan et al., 2013).

A infeccdo por Brucela ovis ndo é considerada zoonose, mas causa perdas econdmicas.
Caprinos também podem ser infectados por esse agente (Cloeckaert et al., 2004). Ja Brucela
melitensis, a mais patogénica, é considerada exotica em nosso pais (Veschi et al., 2012).

No Brasil, a brucelose bovina é a mais prevalente. De acordo com relatos oficiais, a
prevaléncia media da brucelose bovina foi estimada entre 4 e 5% no periodo de 1989 a 1998,
(Leite et al., 2003) e no periodo de 2001 a 2004 foi reduzida para 3,4 %, com intervalo de
amplitude consideravel, sendo a prevaléncia minima encontrada em SC de 0,66% e maxima
em MT de 10,2% (Brasil, 2016a).
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A identificacdo dos fatores de risco que influenciam a epidemiologia é essencial para a
adoc¢do de um controle estratégico da doenca. O trénsito de animais entre as propriedades é
um dos fatores predisponentes para a introducdo da doenca no rebanho (Matos et al., 2004).

Os fatores de risco podem estar associados a proximidade de rebanhos infectados, criaces
de espécies susceptiveis que por ventura estabelecam contato (Omer et al., 2000),
compartilhamento de cochos, nivel de vacinagdo, condi¢fes de instalagdes, densidade
populacional (Omer et al., 2002). Alojamentos que ndo recebem luz solar podem facilitar a
disseminacdo da brucela por meio de alimentos e dgua contaminados e a manutencdo da
infeccdo (doAmaral et al., 2015). Auséncia de separacdo de locais especificos para
maternidade aumenta a disseminacdo do patégeno no ambiente (Omer et al., 2000) e até
animais que se alimentam de carcagas de outros animais mortos em decomposicdo podem

contribuir para a disseminacdo da doenca (Ning et al., 2013).

2.5.2 Brucelose em suinos

A doenca em suinos caracteriza-se por reducdo do tamanho da leitegada, nascimento de
leitdes fracos, abortamentos, aumento do intervalo entre cios e infertilidade em machos
(Olsen et al., 2014). Sinais clinicos, como metrite, orquite, abscessos, laminite, espondilite e
paralisia de membros posteriores (Pilo et al., 2015) ja foram relatados em suinos. Entretanto,
na maioria dos casos, a doenca é clinicamente silenciosa, especialmente em animais que ainda
ndo atingiram a maturidade sexual (Goodwin & Pascual, 2016).

Os principais fatores de riscos associados a brucelose suina sdo a introducdo de animais
infectados, contato com reservatérios silvestres, inseminacao artificial com sémen de varrdes
infectados (Pearson et al., 2016) e contato com suideos asselvajados (Aparicio, 2013). O
fornecimento de soro de leite de vaca sem tratamento térmico adequado para a alimentacdo de
suinos torna-se relevante no contexto epidemioldgico, uma vez que 0s suinos podem atuar
como reservatdrios de B. abortus por longos periodos (Stoffregen et al., 2007). Leite al.
(2014) A presenga de bovinos infectados em uma mesma propriedade pode favorecer a
contaminagéo cruzada e a disseminacao da brucelose em suinos (Leite el al., 2014).

Suideos silvestres infectados por Brucella suis biovar 2 representam risco para
exploracGes de suinos na Europa (Kreizinger et al., 2014) e nos Estados Unidos (Leiser et al.,
2013). A caca destes animais também deve ser considerada no contexto epidemiologico. Na
Georgia, EUA, onde a caca de javalis considera-se um esporte, isolou-se B. suis em cdes que

haviam participado desta atividade (Hanam et al., 2011).
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O primeiro relato de B. suis biovar 1 nos Estados Unidos foi em 1976 por Wood et al. e
desde entdo, a populagdo suideos selvagens é monitorada. Entretanto, a movimentagdo
detectada no sul do Texas indica potencial risco de disseminacdo para populacdo doméstica
(Wykoff et al., 2005).

Pilo et al. (2015) sugerem incluir a vigilancia soroepidemioldgica em criagbes de suinos
no programa de erradicacao da brucelose na Italia, uma vez que focos posteriores a declaracdo
de livre da brucelose, em 1998, surgiram com origem em suideos selvagens.

Mota et al. (2010) acreditam que a prevaléncia de brucelose no Brasil seja baixa,
corroborando com resultados do inquérito realizado em nivel nacional, que estimou em 0,34%

a prevaléncia média de infec¢do por brucela para o rebanho suino (Brasil, 2000).

Poester et al. (2002) relatam que a intensificacdo da suinocultura € um dos fatores que
contribuiu para a reducgdo da brucelose suina, uma vez que maiores indices de prevaléncia sao
provenientes de abate clandestino. Freitas et al. (2001) encontraram percentual de 42,2% da
brucelose suina em abate clandestino no Para. Entretanto, Poester et al. (2002) ressaltam que
estudos conduzidos em frigorificos inspecionados e em granjas comerciais, evidenciam que a
brucelose suina ainda circula no Brasil e que esforcos sdo necessarios para o controle e

erradicacdo da doenca.

Publicacdes regionais reforcam os dados de Poester et al. (2002) e indicam que a
brucelose suina estd presente no nosso territorio. Em pesquisas soroepidemioldgicas
conduzidas no Nordeste, Ribeiro et al. (2001) relataram 31,8% de prevaléncia da brucelose
em granjas comerciais no estado de Pernambuco. No Rio Grande do Norte, Leite et al. (2014)
relataram 17,5% de rebanhos positivos em Mossord. Em contrapartida, no Piaui, Braga et al.
(2013) encontrou apenas 1,04% de positivos em suinos de cria¢do intensiva e Aguiar et al.

(2006) identificaram 0,9% de positividade em criatorios de suinos em Rondonia.

Estudos conduzidos na regido centro-oeste e sudeste também sugerem a circulacdo da
doenca. Por meio de estudos sorologicos realizados em frigorificos em Goiés, Matos et al.
(2004) estimaram 2,5%; e Barthasson (2005), 1,7% de prevaléncia suina. Em Sao Paulo, Rosa
et al. (2012) identificaram que 2,7% de suinos abatidos em frigorificos eram positivos para
anticorpos anti-brucela. No Rio de Janeiro, Jesus et al. (2010) encontrou positividade
relativamente menor em matrizes e reprodutores (8,9%) quando comparada ao plantel como
um todo (12,8%).
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2.5.3 Brucelose em humanos

Em detrimento aos notaveis avangos da ciéncia, a brucelose humana é a doenca
bacteriana crénica mais comum no mundo (Vallat, 2013). Atualmente, mais de meio milhdo
de casos humanos sédo reportados (Plumb et al., 2013). Em regides endémicas a quantidade de
pessoas atingidas pela doenca pode superar 10 casos a cada 100.000 habitantes (Pappas et al.,
2005). Entretanto, estatisticas oficiais ndo refletem exatamente o verdadeiro nimero de
pessoas afetadas (Al Dahouk & Nockler, 2011) e acredita-se que a brucelose seja
subnotificada (Bonfoh et al., 2012).

A sua distribuicdo geogréfica coincide com a endemia animal, atingindo em especial,
a faixa etaria dos 55-64 anos, com predominio masculino (Pessegueiro et al., 2003). Mas,
apesar da maioria das infecgdes por brucela ocorrerem em regides endémicas, € possivel o
diagnostico da brucelose em humanos em paises livres da doenca proporcionada pelo transito

internacional de animais, produtos e pessoas (Al Dahouk et al., 2005a).

A auséncia de sintomas especificos torna mais dificil distinguir brucelose de inimeras
doencas com cursos febris como a malaria (Diaz et al., 2011), febre tiféide e tuberculose
(Kunda et al., 2007). O diagnostico é realizado por critérios clinicos e laboratoriais (La Rosa
et al., 2012). O laudo correto e em tempo habil continua sendo um desafio para patologistas
(Franco et al., 2007).

Apesar da baixa mortalidade, a brucelose ¢ uma doenca debilitante (Falenski et al.,
2011) e pode deixar sequelas (Plumb et al., 2013). A brucela pode se instalar em qualquer
parte do organismo humano (Cutler et al., 2005). Os sinais clinicos da brucelose em humanos
sdo febre recorrente, artrite, mialgia, dor abdominal, dor de cabeca, encefalite, artrite,
endocardite (Zhong et al., 2013).

A forma mais comum de transmissdo é por consumo de leite e derivados lacteos ndo
pasteurizados (Garcia-Juarez et al., 2014). Sob condi¢Bes normais de crescimento, a brucela
sobrevive 87 dias no leite, 60 dias na dgua e pouco menos que 7 dias em iogurte (Falenski et
al., 2011).

A transmissdo também pode ocorrer por contato com animais infectados ou com
materiais contaminados (Garro et al., 2005). Na Colémbia a brucelose é considerada uma

doenca ocupacional (Ortegdn et al., 2003). Frigorificos, especialmente aqueles que abatem
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suinos, representam risco aos magarefes (Escobar et al.,, 2013) pelo alto risco de
contaminac&o por aerossois (Rodriguez et al., 2009). Na Africa, a doenca apresenta maiores
taxas de infeccdo entre pequenos produtores e comunidades pastorais (Plumb et al., 2013). Na
China, o diagndstico da brucelose em humanos se intensificou entre 2005 a 2010 (Zhong et
al., 2013).

Casos humanos de infeccdo por B. suis apresentaram vinculo epidemiol6gico com o
consumo de carne de suideos selvagens (Sandfoss et al., 2012; Kutlu et al., 2016; Quance et
al., 2016). Apesar de alguns autores questionarem a transmissao da brucelose pelo consumo
de carne (Arellano-Reynoso et al., 2005), no Brasil é permitido o consumo de carne in natura

de abate sanitario de carcacas sem lesdes (Brasil, 2016a).

A infeccdo em humanos é geralmente originada de reservatorio animal (Godfroid,
2013), mas em funcdo da contaminagdo por aerossois e fécil disseminacdo (Pappas et al.,
2010), a bactéria pode ter finalidades militares, razdo de haver sido incluida na lista de
potenciais agentes de emprego possivel em armas bioldgicas (Bagues et al., 2004; Zhong et
al., 2013).

2.6 Testes diagndsticos
O diagnostico da brucelose pode ser realizado por métodos diretos ou indiretos. Os
métodos diretos, sejam por exames bacterioldgicos ou moleculares, possuem a finalidade de
identificar o agente patogénico por meio da cultura da bactéria, diferenciacdo por testes
bioquimicos ou adocdo de protocolos moleculares. Diagndstico por métodos indiretos
possuem a finalidade de identificar anticorpos anti-Brucela, sugerindo o contato do animal
com o agente patogénico.

2.6.1 Bacteriologicos
O diagndstico inequivoco da infecgdo é realizado pelo isolamento da brucela (Pappas
et al., 2005), cuja caracterizacdo é fundamental para estudos de vigilancia (OIE, 2009). A
identificacdo fenotipica e genotipica € essencial para subsequentes investigacdes
epidemioldgicas e para a implantagdo de medidas de controle e erradicacdo efetivas (Abril et
al., 2011).
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Entretanto, segundo Fernandez-Prada et al. (2001), por ser um micro-organismo
fastidioso, a cultura a partir de amostras biologicas € um desafio e laboratorios com
biosseguranca nivel 11l sdo requeridos (Ergonul et al., 2004). A distingcdo entre espécies e
biotipos baseia-se no requerimento de CO,, producao de H,S, atividade da urease, aglutinacdo
a partir de epitopos especificos (A e M) e inibicdo seletiva no meio com tionina e fucsina. O
percentual de crescimento microbiol6gico em &gar sangue varia de 15 a 75% e o periodo para
a liberacdo de resultados € longo, podendo levar dias ou mesmo semanas (Al Dahouk et al.,
2007).

Portanto, apesar do exame bacterioldgico ser considerado o padrdo ouro para 0
diagnostico da brucelose (Bricker, 2002), os inconvenientes desta técnica favorecem a adogéo

de métodos diagnosticos moleculares e sorolégicos.

2.6.2 Moleculares
Estudos na area molecular sdo crescentes e o aprimoramento de diagnostico permite a
avaliacdo taxondmica de isolados distintos (Foster et al., 2002). O diagnostico por PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) € mais rapido, sensivel, e ndo necessita de crescimento em
meio de cultura, uma vez que sdo identificados fragmentos de DNA, ou genes especificos
como 0s genes omp (genes das proteinas de membrana externa): omp2a, omp2b, omp25,
omp31 (Cloeckaert et al., 2002a), e omp16 (Kaur et al.; 2015), além de outros.

Ja foram validados protocolos com amostras de sangue, sémen, secrecdo nasal, tecidos
fetais e maternos. Também € possivel e bastante util o diagnostico de PCR a partir de leite e
queijo (Bricker, 2002).

PCR em tempo real e amplificacdo de genes recombinantes permitem melhor
compreensdo dos mecanismos patogénicos. Um modelo obtido por Kaur et al. (2015) para
amplificar o gene Omp16 e cultivado em células de camundongos, expressou alto efeito
imunogénico. Resultados desta pesquisa e outras similares sdo Uteis para pesquisas de vacinas

e ensaios imunoenzimaticos (ELISA).

A andlise PCR-RFLP (reagdo em cadeia da polimerase - restrita a andlise do
polimorfismo em fragmentos) permite a identificacdo do biovar, boa reprodutibilidade,
estabilidade e concordancia epidemiologica. PCR-RFLP tem sido usado para distinguir a

maioria das espécies de Brucela e seus biovares (Al Dahouk, 2005b).
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Ensaios multivariados da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) possuem a finalidade
de possibilitar diferenciar todas as 10 espécies classificadas até o0 momento. Considerado um
método diagndstico rapido e robusto por Kang et al. (2011) e com resultados satisfatorios. A
técnica pode ser aplicada como ferramenta diagndstica em humanos e também como
aprimoramento de estudos epidemioldgicos, contribuindo para erradicar a brucelose em paises

em desenvolvimento com recursos limitados.

Em funcdo da taxonomia da brucela ser respaldada na patogenicidade, especificidade
ao hospedeiro e epidemiologia geogréfica e ndo apenas na caracterizacdo molecular, tal
histérico pode interferir na interpretacdo dos resultados obtidos (Moreno et al., 2002)
principalmente quando se deseja identificar B. suis, cujos marcadores biologicos especificos

de ainda ndo foram completamente esclarecidos (Whatmore, 2009).

Um novo método de diagndstico a partir de amostras biolégicas é o MALDI-TOF -
Matrix-assisted laser desorption/ionization time-offlight mass spectrometry, um
espectrofotbmetro de massa para classificacdo e identificacdo de microorganismos, baseado
na identificacdo do proteoma, o qual apresenta uso promissor para a identificacdo da brucela,
ao permitir que mesmo diferengas genéticas menores sejam encontradas em proteinas
especificas (Meisel et al., 2012). A principal vantagem desse novo método é a precisdo e boa
relacio custo-beneficio (Ferreira et al., 2010). E réapido, eficaz e adequado para a
caracterizacdo correta, especialmente para 0s casos de inconsisténcias taxondmicas e genes
relacionados a espécie e biovar filogeneticamente préximos (Lista et al., 2011).Entretanto por
falta de parametros de referéncias padronizados, esta técnica foi testada por poucos autores
(Ferreira et al., 2010).

Diagnosticos moleculares baseados em métodos de polimerizacdo como Ensaios
multivariados da PCR (Kang et al., 2011) sdo mais comumente aplicados em medicina

veterinaria e nos laboratérios brasileiros.

2.6.3 Sorologicos
A execucdo de técnicas sorologicas para brucelose iniciou ha mais de 100 anos como
testes de soroaglutinacdo simples. Os métodos diagnosticos rotineiros detectam anticorpos
contra 0s componentes da membrana externa, sendo o lipossacarideo (LPS-O) o mais
abundante (Ganesh et al., 2014).
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Apesar de apresentar vantagens por serem rapidos, baratos e de simples execucdo,
resultados falsos positivos podem ocorrer em funcdo de reagBes cruzadas inespecificas,
principalmente por aglutinacdo de anticorpo “anti-LPS-O" de outras bactérias gram-negativas
com o antigeno utilizado (Castro et al., 2006). O desafio dos testes de triagem € apresentar

alta sensibilidade, mas menor nimero de falsos positivos possiveis (Nielsen et al., 2002).

ReacBes cruzadas atribuidas a infeccBes por Yersinia enterocolitica O:3 e Yersinia
enterocolitica 0:9 séo frequentes em amostras de soro de sangue de bovinos (Kittelberger et
al., 1995) e de suinos (Nielsen et al., 2006), constituindo a fonte de falsos positivos mais
importante  (McGiven et al.,, 2015). Escherichia hermanni, Salmonella 0:30,
Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae O:1 e Escherichia coli O:157 sdo um
problema particularmente relevante por também expressarem “antigenos-O" homologos
(Corbel, 1997; Allen et al., 1998). Outras bactérias representadas por Francisella tularensis,
Escherichia coli O:116, Stenotrophomonas maltophilia e Vibrio cholera também sao

conhecidas por causar reacdes cruzadas (Nymo et al., 2013).

As reacOes inespecificas caracterizam-se pela aglutinacdo de IgM presente no soro com o
antigeno selecionado. A resposta humoral inicial € marcada pela producéo inicial de IgM, a
qual é dependente da dose infectante, do estado de saude do animal e da rota de transmissédo.
A producdo de IgM é seguida de IgG; e mais tarde acompanhada de breve producéo de IgG; e
IgA (Nielsen, 2002). A magnitude da resposta IgG; ao LPS-O de B. abortus é praticamente
idéntica aquela induzida pelo "LPS-O" da Y. enterocolitica O:9 (Nielsen, 1990).

Mesmo com a alta sensibilidade apresentada pelos testes soroldgicos de triagem, ainda é
possivel ocorrer resultados negativos em testes soroldgicos referentes a animais infectados,
mas sem evidéncia clinica e sem apresentarem imunoglobulinas detectaveis, mas em
detrimento dessa condicao, esses animais ainda podem disseminar a doenca (Van Aert et al.,
1985).

O teste de hipersensibilidade intradérmico apresenta-se como método diagndstico
alternativo para a reducdo das reacdes falso-positivas com alta especificidade em suinos
(Dieste-Pérez et al., 2015a). Entretanto, provavelmente pela exigéncia de duas visitas do

veterinario para a aplicagdo e leitura, o seu uso ainda € restrito em granjas.

Os métodos soroldgicos reconhecidos séo o teste antigeno acidificado tamponado — AAT,;

0s ensaios imunoenzimaticos ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) entre eles:
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ELISA indireto (iELISA) e ELISA competitivo (CELISA); Polarizacdo Fluorescente (PF);
Fixacdo de Complemento (FC); Soro Aglutinacdo Lenta (SAL) e 2-Mercapto-Etanol (2-ME)
(Escobar et al.; 2013). Para incrementar o valor preditivo recomenda-se a adocdo de dois
testes: um mais sensivel e outro com maior especificidade. Normalmente o mais especifico €
mais caro e mais elaborado, mas necessario para confirmar os resultados positivos apontados

pelo teste de triagem (Nielsen, 2002).

Apesar de nenhum teste sorolégico demonstrar ser confidvel no diagndstico da brucelose
suina (Paulo et al., 2000; Seleem et al., 2010), o AAT, também conhecido como teste Rosa
Bengala, é a técnica oficial (BRASIL, 2006) e o mais indicado na rotina da suinocultura
(Muhoz et al., 2012), também usado para controle da brucelose em bovinos (Megid et al.,

2000; Monteiro et al., 2006) e para o diagndstico em humanos (Kaur et al., 2015).

O AAT apresenta maior sensibilidade quando comparado aos outros testes (Dieste-Pérez
et al., 2015b) e qualquer reacdo de aglutinacdo é considerada positiva. O método se baseia na
maior atividade de 1gG; em pH 4acido, reduzindo a atividade de IgM (McGiven et al., 2012),
Apesar de ser um teste qualitativo (Mufioz et al., 2012), Muma et al (2009) classificou a
intensidade da aglutinagdo em uma escala de 0 (ndo reagente) a 3 (com formacéo de grumos
evidentes).

Diferencas nos critérios metodoldgicos e antigenos utilizados podem influenciar a
sensibilidade do teste AAT, a qual dependera do antigeno utilizado, como se evidenciou em
recentes experimentos conduzidos na Europa para a padronizacdo de diagnéstico da brucelose

em suinos reagentes (Tayler et al., 2016).

Apesar de ndo ser uma técnica preconizada pelo programa nacional, o uso das técnicas
imunoenzimaticas ELISA é crescente e sdo testadas com diferentes variacdes. ELISA indireto
é adequado para animais selvagens da regido do Artico, sendo usando em renas, alces, ursos
polares e mamiferos aquaticos (Nymo et al., 2013). ELISA competitivo é sugerido como teste
confirmatorio, descrito com especificidade de 99,7% (Nielsen et al., 1995) e capaz de
diferenciar a infeccdo em campo por brucela e yersinia (Nielsen, 1990; Nielsen et al., 1995).
Novos ensaios incluem proteinas recombinantes, extratos de proteinas citoplasmaticas e cepas
mutantes sem o LPS-O (McGiven et al., 2015).

Testes diagnosticos de conjugados de extratos de oligossacarideos sdo capazes de

distinguir a infeccdo natural de anticorpos vacinais (Blasco & Molina-Flores, 2011) e podem
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ser a solugdo em técnicas imunoenzimaticas para diferenciar animais vacinados dos infectados
e uma opcdo no futuro para vacinas (McGiven et al.,, 2015). Além desses, outros
imunoensaios baseados em proteinas poderiam solucionar o problema de falso-positivos, uma
vez que as proteinas da bactéria brucela ndo fazem reacdo cruzada com aquelas que estdo

potencialmente envolvidas em reagdes falso-positivas (Jungersen et al., 2006).

Em rebanhos suinos, a técnica Polarizacdo Fluorescente, validada oficialmente, ndo
apresentou resultados satisfatorios (Paulo et al., 2000), e ndo foi capaz de diferenciar as
reagOes cruzadas (Weiner et al., 2012), mas apresentou boa concordéancia com o AAT quando

aplicado em bovinos (Muma et al., 2009).

O teste 2-Mercapto Etanol (2-ME) e o teste de fixacdo de complemento (FC) sdo
confirmatorios, sendo o teste FC eleito para o transito internacional. Ambos os testes sdo Uteis
para o diagnéstico de brucelose cronica, periodo que a infeccdo permanece ativa mesmo
quando os titulos de anticorpos retornam aos niveis baixos. Infere-se, portanto que a reacao

presente no 2-ME indica fase crénica da doenca (Seleem et al., 2010).

A técnica soroaglutinacdo lenta - SAL permite identificar infeccdes recentes, mesmo
assim ndo ¢ eficaz durante o periodo de incubacdo ou fase sub-aguda da doenca (Kunda et al.,
2007). Animais infectados em estagios iniciais, sob processo de soroconversdo, podem nédo
possuir anticorpos suficientes para ser detectados pelos testes soroldgicos (Praud et al., 2012).
Também ndo é indicada em periodo peri-parto ou seguido de abortamento (Kunda et al.,
2007).

Os testes que promovem a aglutinagdo de IgM, como o teste SAL, sdo preteridos em
relacdo aqueles capazes de neutralizar reacdes inespecificas, mas desde que associados a uma
técnica que posteriormente elimine esse artefato, podem ser utilizados. Assim é desejavel

realizar a execucao dos testes SAL e 2-ME em paralelo.

A metodologia do teste 2-ME € empregada da mesma forma que a técnica SAL, com a
diferenca da adicdo do elemento quimico 2-ME, responsavel por quebrar as ligagdes das
pontes de dissulfeto, fazendo com que IgM sejam inativadas, e permitindo que apenas as

aglutinagdes com IgG resistam a quebras desencadeada pelo 2-ME.

Preconiza-se, portanto, que estes dois testes sejam realizados em associagdo em fungéo do

teste soro aglutinacdo lenta- SAL ser bastante sensivel ao promover a aglutinacdo IgM, e ao
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adicionar o reagente redutor (2-ME) permitir a neutralizagdo de IgM (Nielsen, 2002). Dessa
forma, a leitura deste método soroldgico confirmatorio € realizada a partir da comparacéo das
diluicdes dos tubos dos testes SAL e 2-ME, o valor preditivo do teste é potencializado e

consequentemente o resultado é mais confiavel.

O teste eleito deve ser adaptado para o contexto epidemioldgico. Praud et al. (2012) relata
que em paises europeus, como a Fran¢a, onde a brucelose é esporéadica, sinais clinicos sdo
faceis de serem detectados e testes mais especificos devem ser priorizados no intuito de evitar
falsos positivos em rebanhos livres. O autor recomenda ELISAc para diagnostico da brucelose
em suinos, por representar a técnica soroldgica com maior sensibilidade e especificidade,
ressaltando que qualquer outro teste ndo poderia ser adotado sozinho, necessitando de

associacdo entre testes para alcancar resultados mais precisos.

2.7 Controle e Prevencao

O controle da doenca em humanos é feito nas espécies domésticas, nos reservatorios
silvestres e pela adocdo de boas praticas de fabricacdo de produtos de origem animal
(Gonzélez et al., 2008). A vacinacdo em rebanhos e a pasteurizacdo do leite, inclusive para a
fabricacdo de produtos lacteos, contribuem para controle da saude publica em areas
endémicas, associado ao abate sanitario de animais positivos para o alcance da erradicacdo. O
controle da brucelose deve ser visto como um problema multifatorial e crucial para a
integracdo de veterinarios, profissionais da saude e ambientalistas, cujos desafios devem ser

enfrentados e as oportunidades priorizadas (Plumb et al., 2013).

O impacto econémico da doenca € maior, sobretudo em paises em desenvolvimento.
Estima-se que perdas relacionadas & brucelose na América Latina alcancam US$ 600 milhdes
por ano (Seleem et al., 2010). Apenas no México, o custo anual com prejuizos diretos e
indiretos representam US$ 200 milhdes por ano (Luna-Martinez & Mejia-Teran, 2002).
Custos de intervencdo na Mongdlia para erradicacdo da brucelose aproximam-se a 8,3
milhGes de dolares, em contrapartida, calcula-se 26,6 milhdes de dolares em beneficios
alcancados com o status livre da doenca (Zinsstag et al., 2007).

Na China, o programa de erradicacdo nacional da brucelose foi implementado na
década de 90 (Zhong et al., 2013). Apds 30 anos de investimentos com a vacina S2 a

prevaléncia da brucelose no rebanho doméstico na China caiu de 25% para 0,1% (Zhu et al.,
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2016). Além da imunizacdo, testes diagndsticos rapidos e seguros sdo desejados por
constituirem ferramenta necessaria para a adogdo de medidas eficazes em animais e coibir a

transmisséo para humanos (Kang et al., 2011).

Embora programas de erradicacdo sejam caros, para cada dolar gasto ha uma
expectativa de 7 dolares de retorno em beneficios (Seleem et al., 2010). Argentina reduziu o
custo de producdo em US$1,20 por bovino quando houve reducéo de 5% da prevaléncia da
brucelose (Samartino, 2002). Em contrapartida, na Nigéria, 0s custos por bovino aumentaram
US$ 3,16 quando a prevaléncia subiu de 7% para 12% (Ducrotoy et al., 2014). Segundo
Zinsstag et al. (2007), o controle da brucelose se tornou uma das intervengdes com melhor
custo beneficio das zoonoses, com economia acima de 25 ddlares por dia no setor de salde

publica.

Modelos propostos por alguns autores implicam em aprimoramento epidemioldgico
para notificacdo de abortamentos e tomada de intervengdes (McDermott, 2013), uma vez que
sua ocorréncia pode estar relacionada a presenca da doenca no rebanho (Schelling et al.,
2003). Em Portugal, na cidade de Azores, a notificacdo de abortamentos € obrigatdria,
permitindo quantificar o numero de ocorréncias e a investigacdo do problema (Blasco &
Moriyon, 2010). Também a Espanha reduziu drasticamente a prevaléncia da brucelose em
bovinos quando produtores passaram notificar abortamentos e o transito de areas infectadas
foi proibido (Sanz et al., 2010).

Ja no continente africano, o controle da brucelose ainda é incipiente, sendo baseado
em estudos de inquéritos epidemioldgicos e identificacdo de fatores de riscos que influenciam
a prevaléncia da doenca especialmente no rebanho bovino (Schelling et al., 2003; Muma et al.,
2007). Na Etiopia, Asmare et al. estimaram a prevaléncia média do rebanho leiteiro em 1,9%.
Ja em Uganda, Bernard et al. (2005) estimaram prevaléncia média da brucelose bovina em
15,8%, e Matope et al. (2010) encontraram indices ainda mais elevados: 25% de prevaléncia

média da brucelose bovina.

A brucelose em suinos tambeém causa grandes prejuizos, mas ha poucas informacdes
direcionadas a esta espécie em paises em desenvolvimento (Luna-Martinez & Mejia-Teran,
2002). Para o estabelecimento de programas de controles, primeiramente, recomenda-se
conhecer a situacdo epidemioldgica dos diferentes rebanhos nas diversas localidades para

entdo elaborar um programa de controle nacional (McDermott, 2013).
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Para que o programa de controle seja eficiente, torna-se necessario o diagnostico das
condicBes sanitérias, sociais e econdmicas, com ado¢do de medidas adaptadas a situacéo real
de cada unidade federativa e participacdo compartilnada dos setores envolvidos, incluindo,
membros da comunidade, lideres politicos locais, profissionais de salde e veterinarios

autbnomos.

Atividades de educacédo sanitaria, vacinagdo eficiente e segura, ado¢do de programas
estratégicos de controle e erradicacdo validados por organismos internacionais sao medidas
que precisam ser avaliadas no contexto de cada pais, levando em consideracdo as diferencas

entre as espécies e regides.

2.7.1 Educacdo Sanitaria

A educacdo sanitaria é imprescindivel para o controle da brucelose (Lindahl et al.,
2015), pois o conhecimento adquirido pela populacdo local, produtores e trabalhadores
contribuem para prevenir ou reduzir a contaminacdo (Kunda et al., 2007). La Rosa et al.,
(2012) defendem que uma boa alternativa seria estender as intervengdes educativas para
instituicOes escolares permitindo a formacéo de multiplicadores .

Kansiime et al. (2015) demonstram que integrar educacdo sanitaria de acordo com a
necessidade da comunidade, como uma atividade direcionada, é eficaz. Em sua pesquisa, 0S
entrevistados acreditam que veterinarios e equipes de salde poderiam treinar facilitadores
para disseminar a conhecimento sobre brucelose. Para viabilizacdo desta pratica, convénios
entre governos estaduais e instituicbes de ensino com fins de alertar a populacdo sobre 0s
riscos das doencgas transmitidas por alimentos (La Rosa et al., 2012) e zoonoses (Ward et al.,

1993) devem se concretizar.

Zinsstag et al. (2005) acreditam que o fortalecimento do sistema por meio de novas
ferramentas para alcancar a populacdo contribui para intervencfes relacionadas & saude
publica em médio e longo prazo. As autoridades oficiais sanitarias em paises que nao dispde
de muitos recursos estimulam encontros com veterinarios de campos e produtores com 0
intuito de aumentar a vigilancia passiva (Blasco & Moriyon, 2010). O envolvimento de

participantes da comunidade agrega vantagens para o programa de controle. O processo
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envolvendo o reconhecimento do valor do conhecimento do povo local pode ajudar a

fortalecer o relacionamento entre a sociedade e o servigo veterinario oficial.

Em regides da Africa, onde as prevaléncias sdo altas, o conhecimento sobre a
brucelose e a vacinagdo em animais € limitado. Entretanto, Catley (2006) observou que a
percepcdo de pastores, no leste do continente africano, incrementa o sistema de vigilancia a
partir da comunicacdo da suspeita de doencas de notificacdo obrigatéria. O autor ressalta que
o fluxo de informacGes deve ser encorajado, especialmente em comunidades carentes, cujo

acesso é remoto e recursos, limitados.

A cultura e estilo de vida em sistemas de agricultura de subsisténcia criam condicdes
favoraveis para a disseminacdo e transmissdo da brucelose. Os riscos associados a préaticas de
manejo dificultam o controle da doenga, algumas vezes por falta de solu¢des simples (Kunda
et al., 2007). Um estudo na Grécia demonstrou que a educagdo sanitaria combinada com a
vacinacdo reduziu a incidéncia da brucelose humana (Jelastopulu et al., 2008). Outro estudo
conduzido na Asia Central evidenciou que a ndo utilizacdo de equipamentos de protecdo
individual ao manejar vacas durante o parto e o consumo de leite cru eram mais comuns entre

produtores com baixo nivel de instrucdo (Lindahl et al., 2015).

Pouco conhecimento, comportamento de alto risco e o desejo de aprender mais sobre a
doenca justificam a educacdo no campo, em escolas e em associa¢des (Lindahl et al., 2015).
Tais atividades incluem esclarecimentos sobre cuidados na aplicacdo da vacina, identificacdo
de sinais clinicos em animais e humanos, acesso ao servi¢o de salde, medidas de prevencgdo e
até mesmo instrucdes e técnicas relacionadas a boas praticas de fabricacdo (Kansiime et al.,
2015).

Nesse contexto, a educacdo sanitaria incentivada por entidades governamentais,
associacOes e a iniciativa privada é uma estratégia simples, de baixo custo e com étimos
resultados (Smits, 2013), demonstrando que a compreensao da doenca é tdo essencial quanto a

vacinacao dos animais susceptiveis (Kansiime et al., 2015).

2.7.2 Vacinas no contexto da Brucelose

Ainda ndo ha vacinas para humanos, principalmente pelo fato das comercialmente

adotadas serem vivas e consequentemente ndo suficientemente seguras. As vacinas mais
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utilizadas em rebanhos sdo a SB19, RB51 e REV1 (Chacdn-Diaz et al., 2011). As duas
primeiras sdo preparadas com cepas vivas B. abortus para o controle da brucelose bovina. A
SB19 ou simplesmente B19 consiste no extrato da cepa lisa para aplicacdo em fémeas de 3 a 8
meses de idade e a RB51, uma variante rugosa, possui 0 uso permitido em vacas adultas
(Blasco & Moriyon, 2010). A REV1, constituida pela cepa lisa B. melitensis é a vacina mais
usada em pequenos ruminantes e é administrada, por conveniéncia, em todo rebanho (Blasco,
1997).

Poucos paises adotam politica especifica para suinos, mas a China e Libia utilizam a
vacina S2, elaborada a partir do extrato atenuado de B. suis, para o controle da brucelose em
bovinos, pequenos ruminantes e suinos (Czibener et al., 2016). A S2 foi desenvolvida a partir
de uma cepa isolada em 1952 de um feto suino e é adotada na China desde 1971 (Zhu et al.,
2016). No Brasil, o programa de vacinacdo € direcionado a bezerras, ndo se vacina outras

espécies contra brucelose, e ndo ha vacina especifica contra infec¢cdo de Brucella suis.

Para conferir maior protecdo, campanhas de vacinacdo devem priorizar vacinas com
cepas lisas ou associagdo de ambas (Miranda et al., 2016). Blasco & Molina-Flores (2011)
acredita que as vacinas com cepas lisas sdo mais adequadas para pequenos ruminantes, apesar
de haver ocorréncias de abortamentos. Sanz et al. (2010) acreditam que programas que
incluam a vacinacdo RB51 em animais adultos, mantendo a imunizacdo com a vacina B19 e
frequéncia de testes soroldgicos quatro vezes ao ano sdo eficazes para a erradicacdo da
brucelose em bovinos. A RB51, como vacina Unica, foi adotada apenas em Azores, Portugal
(Martins et al., 2009), ndo sendo a vacina preconizada de forma exclusiva para erradicacdo da
brucelose (Sanz et al., 2010).

A prevaléncia de Brucella suis biovar 2 em suideos selvagens incentivou a pesquisa
nos Estados Unidos para o desenvolvimento de uma vacina recombinante rugosa a partir da
cepa RB51 e que demonstrou ser eficaz contra infecgdo de Brucella suis (Rajasekaran et al.,
2011). Lord et al. (1997) relata que reacBes de aglutinagdo em suinos ndo vacinados ou
imunizados a partir de cepas rugosas confirmaria infeccbes ativas mesmo em técnicas
soroldgicas simples, mas reforca que estudos para vacina de cepa rugosa para suinos ainda

devem ser incentivados.

Banai et al. (2002) testaram uma cepa rugosa como protétipo para caprinos, apds uma

observagdo na qual a cepa REV1 foi transferida horizontalmente para um caprino ndo
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imunizado e a cepa de origem vacinal se transformou espontaneamente em rugosa. Entretanto,
protétipos de variantes rugosas para 0 Uso em pequenos ruminantes ainda ndo apresentaram
bons resultados, sendo REV1 a Unica vacina eficaz contra B. melitensis (Blasco & Molina-
Flores, 2011). Acredita-se que o uso continuo da REV1 comercial, mesmo provocando efeitos
colaterais, justifica-se pelo fato das vacinas rugosas experimentais ndo estimularem uma

protecdo duradoura (Cloeckaert, 2004).

ProtecBes induzidas por cepas rugosas geram reacao inflamatdria mais branda, uma
vez que a variante é mais facilmente neutralizada por anticorpos especificos quando
comparadas a cepas mais virulentas oriundas de infec¢éo natural (Baldwin & Parent, 2002). Ja
a vacina com a cepa lisa mimetiza a infeccdo natural (Banai et al., 2002) por estimular lenta e
continuamente o sistema imune, enquanto ha replicacdo no hospedeiro (Blasco & Molina-
Flores, 2011). Portanto a imunizacdo a partir de extratos com cepas lisas possui a finalidade

de induzir ndo apenas a resposta humoral, mas também a celular.

O efeito protetor das vacinas ainda pode ser aumentado quando se administra pela via
mucosa. Enquanto que a aplicacdo pela via subcutanea induz persisténcia de anticorpos por 2
a 3 meses (Blasco, 2006), a persisténcia de anticorpos pela via conjuntival € mais duradoura,
talvez pelo fato da infecgdo ocorrer predominantemente pelo tecido mucoso (Goodwin &
Pascual, 2016).

A via conjuntival com uma cepa B. melitensis mutante sem o LPS-O foi testada com
resultados satisfatorios por Blasco (1997) em ovelhas. Em suinos, a aplicacdo da S2 é
utilizada via oral e ja existem prot6tipos rugosos de B. suis. Entretanto, segundo Czibener et
al. (2016), a administracdo via dgua de consumo gera preocupacdo, pois ainda que a vacina

seja atenuada, a bactéria é viva e virulenta.

A vacina ideal deve induzir protecdo duradoura, ndo ser patogénica para o hospedeiro,
ser geneticamente definida, ndo apresentar resisténcia a antibioticos, ser estavel sob condicbes

experimentais e ndo deve interferir em diagnostico sorolégico (Ugalde et al., 2003).

Em suinos, ainda ndo existem vacinas contra a infeccdo da brucelose que confiram
biosseguridade adequada e que também sejam eficientes (Czibener et al., 2016) e um dos
maiores objetivos em pesquisas de controle da brucelose é o desenvolvimento de novas

vacinas que sejam seguras e apresentem as caracteristicas ideais (Cloeckaert et al., 2004).
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As condi¢bes metabdlicas da brucela desempenham um importante papel na atenuacéao
das propriedades da vacina (Zhu et al., 2016). Estudos a partir de delineamentos com
alteracdo na expressdo génica, reduziria a viruléncia da vacina (Banai et al., 2002) e poderia
direcionar a estudos que atendessem o0s requisitos desejados para protecdo adequada em

suinos.

Vacinas com marcadores se apresentam como uma nova opgdo para diferenciar
animais imunizados dos infectados. Um prot6tipo da vacina Brucella abortus B19 com
expressdo de proteinas verdes fluorescentes (B19-PVF) foi testado por Chacon-Diaz et al.
(2011). Ensaios imunoenzimaticos delineados para medir anticorpos anti-B19-PVF
permitiram a discriminacdo de animais vacinados (B19-PVF) daqueles oriundos de infeccdo
natural. Este tipo de vacina se apresenta como melhor estratégia quando se adota abate
sanitario de animais reagentes para alcancar a erradicacdo que propriamente a adogcdo de

vacinas rugosas.

Embora, vacinas inativas ndo sejam propriamente consideradas, a vacinacdo a partir de
subunidades do DNA ou plasmideos pode despertar o desenvolvimento de uma nova geracao
de vacinas anti-brucelose (Kurar and Spliter, 1997 citado por Blasco, 2006). Martins et al.
(2012) administrou nano particulas de B. ovis na palpebra de camundongos e concluiu que a

vacina com nano particulas é uma alternativa para substituir REV1 em ovinos.

Estudos a partir de imundgenos para preparacao de vacinas podem contribuir para o
fortalecimento de programas de prevencdo. Adjuvantes que induzam aumento na resposta
imune celular sdo desejados em programa controle da brucelose. Proteinas da membrana
externa potencializam a atividade bactericida dos macréfagos e pesquisas para inclusdo de
adjuvantes especificos nas vacinas preconizadas poderiam ser incentivadas. Entretanto para
doencas negligenciadas como a brucelose, novas vacinas, inativas ou vivas e diferenciadas,

ndo possuem grande apelo comercial (Coria et al., 2016).

273 OIE
A Organizacdo Mundial de Satude Animal (OIE) proporciona transparéncia para todos
0s paises membros em relacdo as situacOes sanitarias em seus respectivos paises e fornece
suporte técnico aos critérios utilizados no comércio internacional. A OIE respalda-se em

diretrizes metodoldgicas cientificas com a finalidade de harmonizar normas que abrangem a
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sanidade animal. Regras claras com embasamento técnico proporcionam uma plataforma de
comunicagdo para todos os autores envolvidos na cadeia produtiva. A eficiéncia dos
programas de controle e a protecdo para saude publica é vital para o comércio seguro de
animais, material genético e de produtos de origem animal. As informacdes sobre ocorréncias

sanitérias sdo publicas e estdo disponiveis no site da OIE (Vallat, 2013).

Paises membros concordam em notificar eventos de doencas que constam na lista da
OIE assim como adotar medidas de controle previamente estabelecidas em seus respectivos
territorios. Os métodos preconizados pela OIE sdo Uteis para a padronizacdo de exames
laboratoriais, plano de contingéncia, medidas de prevencdo, vacinacGes e notificacbes de

doencas obrigatdrias (Ragan et al., 2013).

O Brasil é signatario da OIE, dessa forma, o programa nacional de controle da
brucelose deve se respaldar em normas técnicas conciliando com os principios estabelecidos

internacionalmente.

2.7.4 PNCBET

Apesar do controle da brucelose haver iniciado de modo incipientemente em 1944, foi
a partir do ano 2000 que as medidas se tornaram mais efetivas por meio da vacinacdo
obrigatéria em bezerras e medidas voluntarias para a certificacdo de rebanhos livres ou
monitorados, abate sanitario para animais reagentes em frigorificos inspecionados,
treinamentos para a habilitacdo de veterinarios e realizacdo de testes para a finalidade de
reproducdo, participacdo em eventos agropecuarios e transito interestadual (Poester et al.,
2002).

O Programa Nacional de Controle da brucelose e Tuberculose (PNCBET) é a
estratégia utilizada para a reducdo da prevaléncia da brucelose no rebanho bovino e bubalino.
No Brasil preconizou-se o0 uso de técnicas de diagnostico como AAT, SAL e 2-ME como

provas sorologicas oficiais (Greve et al., 2007) e o uso da vacinagdo com a B19.

Programas de educagdo sanitaria (Plumb et al., 2013), laboratérios apropriados e
pessoal qualificado para coletar e processar amostras devem ser considerados em programas
de vigilancia ativa (Seleem et al., 2010). Medidas como abate de animais reagentes, evitar
criagcdo de mais de uma espécie no mesmo espago e manter taxas infimas de abortamentos

contribuem para o controle da brucelose (Ning et al., 2013). Programas em paises mais pobres
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ndo irdo obter sucesso enquanto servicos veterinarios ndo estiverem estabelecidos e o transito

dos animais nado for controlado.

E recomendavel que as acdes sejam revisadas com determinada para frequéncia para
monitorar a efetividade do programa. Samartino (2002) recomenda que 0 acompanhamento
das medidas aplicadas seja realizado a cada trés anos e que inquéritos epidemioldgicos sejam
delineados.

Oslen & Palmer, 2014 acreditam que a vacinacao de rebanho reflete diretamente na

reducao de casos da brucelose em humanos. Portanto, uma vez que a vacina¢do e o sacrificio
de reagentes, preconizados no PNCEBT, possuem a finalidade de reduzir a circulacdo do
agente patogénico, o programa pode ter contribuido para a ndo propagacao da brucelose em

suinos.

2.7.5 PNSS
Além das ac¢Bes preconizadas em bovinos, medidas preventivas e obrigatdrias também
estdo incluidas no Programa Nacional de Sanidade Suina -PNSS, o qual inclui medidas
especificas para a populacdo de reprodutores suideos, granjas de suinos e criatorios de
subsisténcia. O controle é preconizado em todas as esferas da cadeia produtiva, desde a
linhagem genética, rebanho comercial e abate. A inspe¢do continua antes e durante o abate em

frigorificos de suinos € fundamental para o controle de diversas doencgas.

A intensificacdo da suinocultura em escala industrial reduziu a prevaléncia das
doencas em suinos de maior impacto econémico (Poester et al., 2002). No Brasil, ndo é
permitida a vacinacdo contra brucelose em suinos e testes sorologicos periodicos sdo
obrigatorios para a manutencdo da certificacdo de granjas de suinos com a finalidade para
reproducéo para principais doencas que afetam a suinocultura (Brasil, 2013).

Para granjas de reprodutores de suinos alcancarem a certificagdo € necessario a
comprovacao de resultados sorolégicos negativos. Exames laboratoriais periodicos semestrais
sdo exigidos para Peste Suina Cléassica, Doenca de Aujezsky, Brucelose, Tuberculose,
Leptospirose e trimestral para Sarna em Granjas de Reprodutores Suideos Certificadas —
GRSC (IN 19/2002, citado por Bianchi et al., 2006).
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A cadeia produtiva da suinocultura estd atenta a legislagdo sanitéria e garante a
biosseguridade em rebanhos suinos. Programa sanitério eficiente, medidas de biosseguranca e
controle rigido do transito previne a entrada de inUmeros patdgenos em granjas comerciais
(Sindicato das Industrias de Produtos Suinos, 2015).

Mas, apesar de ndo serem representativo economicamente, suinos de subsisténcia ndo
podem ser preteridos no PNSS. Acdes de vigilancia se fazem necessérias para evitar risco de
disseminacéo de doencas e a circulacdo de microrganismos patogénicos. A Norma Interna n°5
de 2009 do MAPA preconiza que a cada dois anos seja realizado inquérito epidemioldgico no
intuito de comprovar auséncia de atividade viral do agente patogénico da peste suina classica
(PSC). O delineamento do tamanho da amostra baseia-se no nimero de criatorios de suinos
cadastrado pelo sistema de defesa agropecuaria da respectiva unidade federativa. O Brasil
procura atender normas comerciais estabelecidas por 6rgdos internacionais, como a OIE e

regulamentado pelo MAPA, com objetivo de manter a zona livre de PSC.

2.7.6 Criatorios de Suinos
O territério do Distrito Federal apresenta area de 5.779,999 km? e o tamanho dos
rebanhos nas propriedades rurais da UF é comumente reduzido (IBGE, 2016), assim pequenos
produtores procuram atender vérias finalidades: producdo bovina destinada a producdo de
carne e leite, criagdes de pequenos ruminantes, aves e suinos, tanto para o consumo familiar

quanto para negécios locais (Aguiar et al., 2006).

N&o se exige comprovacdo de atestado negativo para brucelose em criatorios de suinos
para o trénsito, uma vez que a movimentacdo para abate e engorda prescinde de atestados
sanitarios e a movimentacao cuja finalidade €é reproducdo ndo é permitida entre criatorios. A
movimentacdo de suinos para o abate ou engorda prescinde de atestado de saude animal
(Brasil, 2016b).

Acredita-se que o controle sanitario rigido em suideos reprodutores (Brasil, 2002), o
acompanhamento pelo responsavel técnico em granjas comerciais e assisténcia por
veterinarios autbnomos (Sindicato das Industrias de Produtos Suinos, 2015) e pelo servigo
veterinario oficial (Brasil, 2002), contribuem para manter a sanidade do rebanho suino no
Distrito Federal.

Em funcdo do transito para a finalidade reproducdo com origem em exploracfes

comerciais ou de subsisténcia ndo ser permitido (Brasil, 2016b), produtores de suinos que
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possuem a intencdo de migrar da subsisténcia para 0 mercado de consumidores locais,
precisam se adequar a legislagdo e uma das medidas seria, entre outras, adquirir reprodutores

de granjas certificadas (Brasil, 2002).

As pequenas propriedades de subsisténcia costumam adotar o sistema continuo, no
qual alguns dos leitoes, quando atingem a maturidade sexual, sao utilizados como matrizes ou
varrdes, nao adquirindo suinos de granjas de reprodutores. Cabe ao servico veterinario oficial
realizar o acompanhamento destas movimentacoes e realizar orientacdes sanitarias. Esses
novos produtores passam entao a conhecer as normas que precisam atender para continuar a
atividade, incluindo a exigéncia da GTA, a qual podera ser emitida pela internet, desde que as

informacdes de seu rebanho estejam atualizadas no sistema de defesa agropecuaria (Brasil,

2016c¢).
A Secretaria de Agricultura do Distrito Federal - SEAGRI-DF realiza o cadastro dos

produtores rurais e suas exploragdes de rebanhos. Muitas vezes, proprietarios que nao

possuem conhecimento sobre a legislacdao sanitaria sao orientados e realiza-se o
cadastramento destes. Observou-se crescente aumento da populacdo de suinos para
subsisténcia nos ultimos anos. Em 2011 o sistema operacional de defesa agropecuéria apontou
565 criatorios e 7.047 suinos; em 2012 foram cadastrados mais 300 criatorios com 14.600
suinos. Aumento dos cadastros também foi registrado em 2014, quando o numero de
criatdrios passou para 1.665 e 18.749 suinos (Brasil, 2016c).

Acredita-se que um dos fatores que proporcionou o0 aumento do registro de criatdrios
suinos nao foi essencialmente o0 aumento de animais, mas sim a intensificacdo da atuacdo do
servico veterinario oficial em realizar novos cadastros. Fiscalizacdes a campo e em atividades
de educacdo sanitaria permitiram a inclusdo de cadastros de criatérios que antes ndo estavam
registrados no sistema operacional e incentivam a vinda de produtores em escritérios de
defesa agropecuaria.

Em 2016, registrou-se uma reducédo de 7,6 % dos cadastros ativos e queda de 14% dos
animais. O aumento do preco dos insumos e a dificuldade de mao de obra foram os fatores
que favoreceram o fim da atividade por estes produtores. Em 2010, segundo dados estatisticos
da revista rural, o preco médio da saca de milho de 60 kg estava cotado em R$ 21,51 e hoje a
cotacdo da saca de milho de 60 kg para o DF e $43,03. Aliado ao alto custo de produgdo, a
coibicdo do abate na propriedade e a dificuldade ao acesso independente também foram

relatados por proprietarios como causa da inativacdo do cadastro. Ainda, aqueles criadores
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com alto grau de vulnerabilidade e que ndo se enquadraram nos requisitos minimos de higiene
optaram por ndo criar mais suinos ao inves de atenderem as orientacfes sanitarias.

O PNSS lista diretrizes para fiscaliza¢cbes no campo como inquéritos epidemioldgicos
em criatorios de suinos e vigilancia ativa para a Peste Suina Classica (PSC). Apesar de nao
preconizar acOes especificas para brucelose, ocorréncias sanitarias direcionam tomada de
acOes da defesa agropecuéria. Ao visitar propriedades de risco, eventos relacionados a
sanidade sao registrados e investigados. Condicdes de higiene ruins e instalacdes de trabalho
desfavoraveis contribuem para aumentar o risco de contaminacdo (Ortegon et al., 2003).
Orientacg0es relacionadas tanto a biosseguridade quanto a normas estabelecidas em legislagao

sanitaria sdo esclarecidas para os proprietarios de suinos.

Poucos estudos foram conduzidos em criatérios de suinos na regido centro-oeste
(Matos et al., 2004), sendo necessario o conhecimento da situacdo epidemioldgica nas
propriedades de subsisténcia localizadas no planalto central. O presente trabalho contribuira
com o conhecimento da situacdo epidemioldgica da brucelose no DF. A pesquisa pode ser
utilizada como uma ferramenta de gestdo na criagdo de suinos, uma vez que pode auxiliar na

tomada de deciséo para medidas de controle desta doenca.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral:

Estimar a soro prevaléncia da brucelose em criatorios de suinos no DF.

3.2 Especificos:

1. ldentificar caracteristicas atuantes como fatores de risco ou prote¢éo;
2. ldentificar elementos que permitam ampliar ou orientar a sensibilidade

do sistema de vigilancia ativa.
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CAPITULO 1

Este capitulo descreve o experimento executado no formato de artigo cientifico.
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RESUMO

Brucelose é uma doenca responsavel por prejuizos econdmicos em rebanhos domésticos,
apresenta potencial zoonoético e sua notificacdo é obrigatoria. O programa de controle e
erradicacdo da brucelose no Brasil respalda-se em medidas aplicadas a rebanhos bovinos e o
controle em suinos é direcionado a rebanhos comerciais, entretanto suinos de subsisténcia
podem ser reservatorios. Inquéritos epidemioldgicos direcionados a esta populacdo podem
contribuir para analisar a efetividade do programa de controle e erradicagdo da doenca. Nesse
sentido, sugere-se que a vigilancia deve ser focada na situacdo real de uma determinada
regido, a qual permite avaliar a efetividade do programa de controle nacional. Portanto, esse
estudo teve como objetivo a avaliacdo soroldgica para brucelose suina em 823 criatdrios no
Distrito Federal. Amostras de soro de 1793 suinos foram congeladas ap6s a conclusdo do
inquérito epidemioldgico para Peste Suina Classica (PSC) realizado entre junho a outubro de
2011, 2012 e 2014, delineado pelo Ministério da Agricultura. Para a identificacdo de
anticorpos contra a cepa lisa de Brucella, o teste Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) foi
adotado como teste de triagem e as amostras reagentes foram enviadas para o Laboratdrio
Nacional Agropecuério de Pedro Leopoldo, LANAGRO — MG para a confirmagdo de
possiveis resultados positivos pela técnica Soroaglutinacdo lenta em tubos (SAT) e 2-
Mercapto-etanol (2-ME). As amostras de soro reagentes no teste AAT também foram
semeados em &gar sangue e incubadas em atmosfera microaerofilica por 24 horas com o
intuito de verificar crescimento microbiano. Os dados foram tabulados no software STATA®
para o calculo da prevaléncia. Apenas uma amostra (1/1793), foi confirmada no teste 2-ME.
A prevaléncia da brucelose suina a partir das amostras do estudo de 2011 foi 0,47% (IC 95%;
0,01 — 2,62). Ndo houve confirmacdo de suinos positivos para brucelose nas amostras
coletadas em 2012 e 2014. Esta pesquisa sugere que a brucelose suina ndo representa um
problema sanitario no DF e que as medidas sanitarias inclusas no controle da brucelose em
bovinos associadas as medidas preventivas estabelecidas na suinocultura comercial sdo

fundamentais para manter niveis de ocorréncia da doenca em patamares baixos.

Palavras Chaves: Brucella sp., suinos de subsisténcia, vigilancia agropecuéria, Distrito

Federal.
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INTRODUCAO

A infeccdo causada pela Brucella sp. pode envolver animais domésticos e silvestres
(Nymo et al., 2013), aquaticos e terrestres (Nymo et al., 2011). A doenga provoca prejuizos
econémicos, principalmente pela queda na eficiéncia reprodutiva (Czibener et al., 2016). A
doenca é de notificacdo obrigatdria pelos paises membros da Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, 2016) apresenta reflexo no comércio internacional (Vallat, 2013) e impacto na
salde publica (Ragan et al., 2013).

A brucelose é uma das zoonoses mais disseminadas no mundo (Welburn et al., 2015)
e seu controle deve ser direcionado em animais por meio de programas sanitarios (Godfroid,
2013). Em paises endémicos, a prioridade € erradicar a doenca em propriedades rurais
(Czibener et al., 2016). Entretanto, mesmo em paises que j& alcancaram o status livre da
brucelose, medidas preventivas sdo necessarias. Na Europa (Kreizinger et al., 2014) e nos
EUA (Leiser et al., 2013) suideos asselvajados e outros animais silvestres (Rhyan et al., 2013)
sdo monitorados por meio de inquéritos epidemioldgicos e acdes de vigilancia.

Brucella melitensis é a espécie mais virulenta (Blasco & Molina-Flores, 2011), sendo
exotica no Brasil (OIE, 2016). Brucella abortus € a espécie que circula com maior prevaléncia
no territério nacional (Poester et al., 2013), seguida da Brucella suis em suinos (Poester et al.,
2002). Brucella suis, a segunda espécie mais patogénica, foi isolada em uma propriedade rural
do estado de S&o Paulo responsavel por causar infecgdes cruzadas em espécies que eram
criadas no mesmo ambiente, como também nos tratadores (Roxo et al., 1996).

No Brasil existem programas sanitarios para o controle da brucelose. O Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da brucelose - PNCBET € direcionado apenas para a
espécie bovina (Brasil, 2006). O Programa de Sanidade Suidea - PNSS inclui medidas
preventivas para o controle das principais doencas que acometem rebanhos suinos comerciais,
entretanto, suinos de subsisténcia podem ser reservatdrios e disseminar a doenca (Brasil,
2002).

Dados do ultimo inquérito nacional estimou a prevaléncia da brucelose em suinos no
pais em 0,34% (Brazil, 2000). Em outro estudo da brucelose em suinos no Brasil, (Mota et al.,
2010) ndo se identificou amostras positivas pela prova confirmatdria 2-ME. Por outro lado,
pesquisas regionais estimam ocorréncias maiores da brucelose em suinos em Goias (Matos et
al., 2004; Barthasson, 2005); Rio de janeiro (Jesus et al., 2010); Sado Paulo (Rosa et al.,
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2012); Rio Grande do Norte (Leite et al., 2014) e apresentam dados nasograficos que podem

contribuir para analisar a efetividade do programa de controle e erradicacdo da doenca.
Portanto, este trabalho objetivou estimar a prevaléncia da brucelose em criatérios de

suinos no Distrito Federal e dessa forma, contribuir para aumentar a sensibilidade do sistema

de vigilancia ativa da defesa agropecuéria do DF.

MATERIAIS e METODO

Amostragem

Utilizaram-se amostras de soro de suino colhidas em duplicata durante os inquéritos
epidemioldgicos delineados pelo Ministério da Agricultura - MAPA para Peste Suina Classica
em 2011, 2012 e 2014 em criatdrios de subsisténcia. As amostras foram centrifugadas a 3.500
rpm por 5 minutos para separa¢do do soro e descarte do coagulo e estocadas a -18°C até o
momento da anélise.

O uso das amostras foi autorizado pelo MAPA e SEAGRI-DF e as analises realizadas
em julho de 2015 para as amostras de 2014 e em maio de 2016 para as amostras de 2011 e
2012. Cada amostra representou um suino de subsisténcia identificado por sexo e idade.
Todos proprietarios relataram que 0s animais nasceram nos respectivos criatorios. Os
criatorios foram georreferenciados e a distribuicdo dessas propriedades foram plotadas em

figuras de mapas.

Calculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi obtido com o auxilio do programa Epitool®
(Seargeant, 2009), considerando o nimero de criatorios cadastrados na SEAGRI-DF na época
de cada estudo, nivel de confianca de 95%, precisdo de 1,5% e prevaléncia de 2%, conforme a
formula:

z2 X px (1—p)
n= 72
Onde n é o tamanho da amostra, z ¢ 1,96 (valor da distribuicdo normal padréo

correspondente ao nivel de confianca 95%), p é a prevaléncia esperada e d é a precisdo
desejada, isto €, a margem de erro estimada.
A amostragem de animais dentro dos criatorios visou obter 95% de probabilidade de

deteccdo de pelo menos um suino soropositivo, com a finalidade de classificar o criatério

54



[Digite aqui]

como infectado ou ndo infectado. A amostragem restringiu-se aos animais adultos e na
maioria das propriedades sorteadas todos os animais foram testados para o alcance de uma
sensibilidade de rebanho de no minimo de 95%.

A selecdo dos criatérios participantes da pesquisa foi aleatéria com base no cadastro
dessa tipologia produtiva da SEAGRI- DF. A prevaléncia estimada para o calculo do tamanho
da amostra considerou a baixa prevaléncia da brucelose suina em estudos nacionais anteriores
(Brasil, 2000; Mota et al., 2010).

Testes Diagndsticos

Para a deteccdo da brucelose em suinos aplicou-se a técnica Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) como teste de triagem e as amostras reagentes foram confirmadas pelos
testes Soroaglutinacdo Lenta em Tubos (SAT) e 2- Mercapto Etanol (2-ME), em série. A
frequéncia da prevaléncia foi calculada pela leitura comparada dos resultados de dilui¢cdo dos
testes SAT e 2-ME. Os protocolos adotados seguiram as normas descritas no Manual
Diagnostico de Testes e Vacinas para Animais Terrestres (OIE, 2009). As amostras de soro
reagentes no teste AAT também foram semeadas em agar sangue e incubados em atmosfera

microaerofilica por 24 horas com o intuito de verificar crescimento microbiano.

Anélise estatistica e aspectos éticos

A prevaléncia da brucelose suina em propriedades rurais de subsisténcia foi calculada
com o auxilio do programa STATA® (Statacorp, 2011) considerando intervalo de confianca
de 95%. A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, conforme protocolo 66698/2016.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os criatorios estéo localizados em 84 localidades rurais de 16 regides administrativas
representadas por Brazlandia, Ceilandia, Cidade Estrutural, Fercal, Gama, Itapod, Nucleo
Bandeirante, Paranod, Planaltina, Recanto das Emas, Riacho Fundo, Samambaia, Santa Maria,
Sdo Sebastido, Sobradinho e Taguatinga (Figura 2, Figura 3 e Figura 4).

A populagéo suina, representada por 565 criatorios em 2011; 865 em 2014 e 1.665 em
2014, foram aleatoriamente selecionadas totalizando 823 criatdrios distintos e 1793 suinos
acima de 8 meses de idade (Tabela 1).
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Tabela 1: Numero de criatorios e de suinos adultos por ano

Ano Criatorios Suinos
2011 210 542
2012 293 581
2014 320 670
Total 823 1793

Apenas uma das 1793 amostras testadas selecionada no estudo de 2011 foi confirmada
como positiva. A partir das amostras selecionadas, a prevaléncia da brucelose estimada em
2011 foi 0,47% (IC 95%; 0,1 — 2,62). Em 2012 e 2014, apesar de ndo haver resultados
positivos, é possivel afirmar com 97,5% de confianca, que caso a doenca ainda esteja presente

no rebanho suino do DF, a prevaléncia seria inferior a 1,2 % (Tabela 2).

Tabela 2: Prevaléncia da brucelose em criatérios suinos por ano de estudo

Positivos  Prevaléncia Intervalo de Confianca

2011 1 0,47 95% (0 — 2,6%)
2012 0 0 97,5%(0 — 1,251%)
2014 0 0 97,5%(0 — 1,146%)

A prevaléncia estimada da brucelose suina no DF foi inferior aos indices encontrados
nas regides nordeste e sudeste (Ribeiro et al., 2001; Leite et al., 2014; Jesus et al, 2010; Rosa
et al., 2012). Entretanto, os resultados desse trabalho corroboram com o Ultimo inquérito
nacional em rebanhos suinos (Brasil, 2000) e com estudos realizados no Piaui (Braga et al.,
2013) e em Rondénia (Aguiar et al., 2006), cuja prevaléncias da brucelose suina estimada foi
1,04% e 0,9%.

Entre as 125 amostras reagentes no AAT, 45 foram positivas no SAT e somente uma
no 2-ME. O teste de triagem selecionado apontou resultados falso positivos, uma vez que
15% dos 823 criatdrios obtiveram pelo menos um animal reativo no AAT.

Observou-se que 40% de amostras reagentes eram oriundas de soros com presenca de
hemolise e este pode ter sido um fator relacionado aos resultados falsos positivos, conforme

caracterizacdo de possivel artefato descrito na bula do protocolo AAT.
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A técnica AAT é recomendada como triagem para rebanhos suinos (Mufioz et al.,
2012) e amplamente utilizada na rotina de programas sanitarios (Brasil, 2002), por apresentar
maior sensibilidade que o SAT (Ribeiro et al., 2001; Nielsen, 2002), mas com corre¢des de
pH no meio dissolvido com o corante Rosa Bengala que reduziria resultados falso positivos.

Embora o meio acidificado da técnica AAT (pH 3,65) favoreca a inibicdo de
aglutinacbes por IgM, reacdes inespecificas ainda podem estar presentes. Possiveis
explicacOes para o elevado numero de reagentes podem ser devido a reacdes cruzadas com
Yersinia enterocolitica O:9 (Nielsen et al., 2006) e outras Gram-negativas (Allen et al, 1998;
Nymo et al, 2013).

Dessa forma, é recomendavel associar SAT e 2-ME para resultados mais confiaveis
(Brasil, 2006), pois o reagente redutor 2-mercaptoetanol é responsavel por quebrar as cadeias
dissulfeto presentes nas IgM e apenas aglutinacbes mediadas por 1gG resistem (Nielsen,
2002).

Outra possivel explicacdo para os resultados falso positivos seria eventuais
contaminagdes na amostra durante a coleta. Houve crescimento em 38% das placas semeadas
a partir das amostras reagentes no AAT, em sua maioria foi possivel identifica-las como
Gram-negativas no microscépio éptico, mas também foram isoladas bactérias hemoliticas e
Gram-positivas.

O PNCEBT ¢ o programa nacional da brucelose cuja estratégia adotada visa a reducao
da prevaléncia da brucelose por meio da vacinagdo de fémeas bovinas de 3 a 8 meses de idade
e abate sanitario de positivos (Brasil, 2006). O Programa Nacional de Sanidade Suidea —
PNSS preconiza realizacdo de testes a cada seis meses para inimeras doencas, inclusive
brucelose, em granjas de reprodutores, os quais irdo compor rebanhos comerciais (Brasil,
2002).

Acdes preventivas no intuito de evitar fatores de risco como o transito indiscriminado
(Matos et al., 2014), a criacdo de multiplas espécies (Roxo et al., 1996) ou adocédo de fatores
de protecdo como separacdo no momento do parto (Ning et al., 2013) e controle do sémen
resfriado em granjas que adotam a inseminacéo artificial (Bianchi et al., 2006) s&o relevantes
no controle da doenga. Além disso, a biosseguridade, a inspecao veterinéria durante o abate
ante mortem e post mortem e a programacdo de exames laboratoriais em reprodutores de
descarte sdo essenciais no controle da doenca e na seguranca alimentar.

Em decorréncia do resultado positivo de um criatério de suino no Distrito Federal e

como requisito do servico veterinario oficial, planejou-se o retorno ao criatorio de origem da
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amostra positiva com fins de investigacdo de uma possivel manutencdo da circulacdo do
agente patogénico.

Os cinco suinos existentes na propriedade foram testados pela técnica AAT e uma
amostra de um suino ndo castrado de 8 meses foi reagente. Com o intuito de isolar o
microorganismo, coletou-se swab de prepdlcio do suino positivo de 8 meses e swab da vagina
da fémea reprodutora do plantel. Em seguida, a amostra foi semeada em placa e incubada em
atmosfera microaerofilica. A leitura da lamina pelo método Gram evidenciou crescimento de
colbénias Gram-positivas e testes bioquimicos confirmaram crescimento bacteriano de
Streptococcus sp. e Staphylococcus sp. Embora ndo tenha sido possivel confirmar a amostra
reagente em 2016, a possibilidade do patdgeno permanecer naquele criatério ndo pode ser
descartada.

O animal positivo pertencia a um criatério no qual o produtor tinha o habito de
fornecer soro de leite bovino para a alimentacdo de suinos. A SEAGRI-DF foi notificada em
2011 por sete focos da brucelose no DF, sendo trés deles proximo a Estrutural. A investigacao
epidemioldgica sugere que a origem da contaminacdo dos suinos pode ter sido por
contaminacdo de Brucella abortus via alimentacdo, entretanto, uma analise mais minuciosa
requer a caracterizacdo da espécie da brucela, uma vez que direcionaria a controle de fatores
de riscos especificos envolvidos na transmissdo da doenca e na elaboracdo de estratégias

preventivas.

CONCLUSAO

A brucelose circula em baixos niveis em rebanhos suinos no Distrito Federal. As
medidas preventivas inclusas no programa nacional de controle da brucelose bovina e no
programa nacional de sanidade suina foram fundamentais para manter o baixo nivel de
ocorréncia da doenca. Apesar do programa nacional da brucelose— PNCEBT nao incluir acdes
especificas para criatorios de suinos, o PNCBET contribui para a ndo propagacdo da Brucella
abortus em suinos, uma vez que reduz a probabilidade de infec¢cdes cruzadas.

Contudo, ainda ha necessidade de reforgar orientacGes sobre a doenca em atividades
de educagdo sanitaria e coibir praticas que favorecam a manutencdo do patdégeno em
rebanhos. Acredita-se que para incrementar o sistema de vigilancia agropecuéaria do DF deve-
se incluir investigacdo epidemioldgica para ocorréncia de abortamentos ou redugdo do
tamanho da leitegada durante as visitas de vigilancia ativa em propriedades de risco para peste
suina classica e adaptar o formulario de colheita de sangue para 0 monitoramento soroldgico
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para peste suina classica com o intuito de incluir no questionario se ha fornecimento de soro
de leite bovino para alimentacéo de suinos.

Futuros estudos que incluam a caraterizacdo da espécie de brucela podem ser
incentivados com objetivo de aprofundar a investigacao epidemioldgica e direcionar medidas

preventivas e de erradicacdo da brucelose suina.

FIGURAS

Caracteristica da area

I:I Macrozona Rural
I:I Macrozena Urbana

Leg enda - Macrozena Protecdo

FIGURA 2 Criatérios de suinos amostrados no estudo de 2011
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FIGURA 3 Criatdrios de suinos amostrados no estudo de 2012
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FIGURA 4 Criatérios de suinos amostrados no estudo de 2014



[Digite aqui]

REFERENCIAS

AGUIAR, D.M.; CAVALCANTE, G.T.; DIB C.C.; VILLALOBOS, E.M.C.; CUNHA E.M.S,;
LARA, M.C.C.S.H,; et al. Anticorpos contra agentes bacterianos e virais em suinos de agricultura
familiar do municipio de monte negro, RO. Arquivos do Instituto Bioldgico, vol.73, n.4, p.415-419,
2006.

ALLEN, C.A,; ADAMS, L.G.; FICHT, T.A. Transposon-derived brucella abortus rough mutants are
attenuated and exhibit reduced intracellular survival Infection and Immunity, vol.66, n.3, p.1008-
1016, 1998.

AMARAL, L.A.; ROSSI, O.D.; NADER FILHO, A.JR.; DE SOUZA, M.C.I; ISA, H. Risco a saude
humana e animal. ARS Veterinaria, vol. 21, n.1, p.41-46, 2005.

BIANCHI, I.; SCHAAF, S.; CORREA, E.K; PERONDI, A.; LUCIA, T. JR.; DECHAMPS, J.C. et al.
Importancia do uso da inseminacdo artificial na prevengdo da veiculagdo de patdgenos através do
sémen suino. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal, vol. 30, n.1/2, p.72-77, 2006.

BRAGA, J.F.V.; TEIXEIRA, M.P.F.; FRANKLIN, F.L.AA.; SOUZA, JAT.; SILVA, SMM.S;;
GUEDES. R.M.C. Soroprevaléncia de pseudorraiva, peste suina classica e brucelose em suinos do
estado do Piaui. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, vol. 65, n.5, p. 1321-
1328, 2013.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Boletim de Defesa Sanitaria Animal, vol.30, p.39-50, 2000.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo Normativa SDA N° 19 DE
15 DE FEVEREIRO DE 2002. Brasilia: MAPA/SDA/DSA, 188 p. 2002.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal - PNCEBT. Brasilia: MAPA/SDA/DSA, 188
p. 2006.

CZIBENER, C.; DEL GIUDICE, M. G.; SPERA, J. M.; FULGENZI, F. R.; UGALDE, J. E. Delta-
pgm, a new live-attenuated vaccine against Brucella suis. Vaccine, vol. 34, p.1524-1530, 2016.

DIESTE-PEREZ, L.; BLASCO, J.M.; DE MIGUEL, M.J.; MORIYON, I.; MUNOZ, P.M; Diagnostic
performance of serological tests for swine brucellosis in the presence of false positive serological
reactions. Journal of Microbiological Methods, vol. 111, p. 57-63, 2015.

GANESH, N.V.; SADOWSKA, J.M.; SARKAR, S.; HOWELLS, L. McGIVEN, J.; BUNDLE, D.R.
Molecular Recognition of Brucella A and M Antigens Dissected by Synthetic Oligosaccharide
Glycoconjugates Leads to a Disaccharide Diagnostic for Brucellosis. Journal of the American
Chemical Society, vol. 136, p.16260—16269, 2014.

GODFROID, J.; AL DAHOUK, S.; PAPPAS, G.; ROTHF, F. MATOPE, G.; MUMAH, J. et al. A
“One Health” surveillance and control of brucellosis in developing countries: Moving away from
improvisation. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases vol.36, p.241-
248, 2013

JESUS, V.L.T.; PEREIRA, R.C.G.; MEIRELES, G.S.; RODRIGUES, J.L.; JORGE, J.L.B.P;
FLAUSINO; W. Brucelose suina no estado do Rio de Janeiro. Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria, vol. 32, n.2, p.101-104, 2010.

61



[Digite aqui]

KREIZINGER, Z.; FOSTER, J.T.; B, RONAI, Z.; SULYOK, K. M.; WEHMANNA, E.; JANOSI S.;
GYURANECZ, M. Genetic relatedness of Brucella suis biovar 2 isolates from hares, wild boars and
domestic pigs. Veterinary Microbiology, vol.172 p. 492-498, 2014.

KUNDA, J.; FITZPATRICK, J.; KAZWALA, R.; FRENCH, N.P.; SHIRIMA, G.; MacMILLAN, A.
Health-seeking behaviour of human brucellosis cases in rural Tanzania. BioMed Central Public
Health, vol.7, p. 315-322, 2007.

LEISER, O.P.; CORN, J. L., SCHMIT, B.S.; KEIM, P.S.; FOSTER, J.T. Feral swine brucellosis in the
United States and prospective genomic techniques for disease epidemiology. Veterinary
Microbiology, vol.166, p. 1-10, 2013.

LEITE, R.M.H.; THOMPSON, J.A.; GONCALVES, V.S.P.; LEITE, R.C.; BANDEIRA, D.A;
LAGE, A.P. A random sample survey of bovine brucellosis in the state of paraiba, Brazil. Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science, vol.40, p.170-174, 2003.

LEITE, A.l.; COELHO, W.A.C.; SILVA, G.C.P.; SANTOS, R.F.; MATHIAS, L.A. DUTRA, LS.
Prevaléncia e fatores de risco para brucelose suina em Mossord-RN. Pesquisa veterinaria brasileira,
vol. 34 n.6, p. 537-541, 2014

MATOS, M.P.C.; SOBESTIANSKY, J.; PORTO, R.N.G.; MEIRINHOS. M.L.G. Ocorréncia de
anticorpos para brucella sp. em soros de matrizes suinas de granjas que abastecem o mercado
consumidor de Goiania, estado de Goias, Brasil. Ciéncia Animal Brasileira vol. 5, n.2, p.105-108,
2004.

MOTA, P.M.C.; JR FONSECA, A.A.; OLIVEIRA, AM.; NASCIMENTO, K.F.; FILHO SOARES,
P.M. Inquérito soroepidemioldgico para brucelose em suideos do Brasil. Veterinaria em Foco, vol.7,
n.2, p.141-147, 2010

MURNOZ, P.M.; BLASCO, J.M.; ENGEL, B.; MIGUEL, M.J.; MARINA, C.M.; DIESTE, L.; et al.
Assessment of performance of selected serological tests for diagnosing brucellosis in pigs. Veterinary
Immunology and Immunopathology, vol.146, p.150— 158, 2012.

NIELSEN, K. Diagnosis of brucellosis by serology. Veterinary Microbiology, vol.9, p.447-459,
2002.

NIELSEN, K.; SMITH, P.; YU, W.; NICOLETTI, P.; JUNGERSEN, G.; STACK, J.; et al.
Serological discrimination by indirect enzyme immunoassay between the antibody response to
Brucella sp. and Yersinia enterocolitica 0:9 in cattle and pigs. Veterinary Immunopathology,
vol.109, p.69-78, 2006.

NING, P.; GUO, M.; GUO, K.; XU, L.; REN, M.; et al. Identification and Effect Decomposition of
Risk Factors for Brucella Contamination of Raw Whole Milk in China. PLoS ONE, vol.8, n.7,
£68230, 2013.

NYMO, I.H.; GODFROID, J.; ASBAKK, K.; ANETT, K.L.; TRYLAND, M.; NEVES, C.G.; et al. A
protein A/G indirect enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of anti-Brucella antibodies
in Arctic wildlife. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, vol. 25, n.3, p.369-375, 2013.

PAPPAS, G. The changing brucella ecology: novel reservoirs, new threats. International Journal of
Antimicrobial Agents, vol. 36, p. s8-s11, 2010.

PRAUD, A.; GIMENEZ, O.; ZANELLA, G.; DUFOUR, B.; POZZI, N.; ANTRAS, V. et al.
Estimation of sensitivity and specificity of five serological tests for the diagnosis of porcine
brucellosis. Preventive Veterinary Medicine, vol.104, p. 94-100, 2012.

62



[Digite aqui]

RAGAN, V.; VROEGINDEWEY, G.; BABCOCK, V. International standards for brucellosis
prevention and management. Review Science Techniques of Office International Epizootias,
vol.32, n.1, p.189-198, 2013

RHYAN, J.C; NOL, P.; QUANCE, C.; GERTONSON, A.; BELFRAGE, J.; HARRIS, L. ET al.
Transmission of Brucellosis from Elk to Cattle and Bison, Greater Yellowstone Area, USA — 2002-
2012. Emerging Infectious Diseases, vol.19, n.12, 2013.

RIBEIRO, T.C.F.S.; MOTA, R.A.; COSTA, AN.; LIMA, E.T.; JUNIOR, LF.C. Inquérito
soroepidemioldgico da brucelose suina em granjas comerciais da zona da mata de Pernambuco.
Ciéncia Animal, vol.11, n.2, p.65-71, 2001.

ROSA, D.C.; GARCIA, K.C.0.D.; MEGID, J. Soropositividade para brucelose em suinos em
abatedouros. Pesquisa Veterinaria Brasileira, vol. 32, n.7, p.623-626, 2012

ROXO, E.; BERSANO, J.G.; PORTUGAL, M.AS.C.K. Brucella suis em diversas espécies de
animais numa mesma propriedade rural. Arquivo Instituto Biol6gico, Sdo Paulo, vol. 63, n.1, p.11-
14, 1996

STATACORP. 2011. Stata: Release 12. Statistical Software. College Station, TX: StataCorp LP.

SEARGEANT, ESG, 2009. Epitools epidemiological calculators. AusVet Animal Health Services
and Australian Biosecurity Cooperative Research Centre for Emerging Infectious Disease. Disponivel
em: .

TILLER, R.V.; GEE, J.E.; LONSWAY, D.R.; GRIBBLE, S. BELL, S.C.; JENNISON, A.V. et al.
Identification of an unusual Brucella strain (BO2) from a lung biopsy in a 52 year-old patient with
chronic destructive pneumonia. BioMed Central Microbiology vol. 10, p.10-23, 2010.

TILLER, R.V.; GEE, J.E.; FRACE, M.A.; TAYLOR, T.K.; SETUBAL, J.C.; HOFFMASTER, A.R. et
al. Characterization of Novel Brucella Strains Originating from Wild Native Rodent Species in North
Queensland, Australia. Applied And Environmental Microbiology, vol.76, n.17, p.5837-5845,
2010.

VALLAT, B. Brucellosis: recent developments towards “One Health”. Review Science Techniques of
Office International Epizootias, vol.32, n.1, p.9-11, 2013.

WORLD ORGANIZATION ANIMAL HEALTH -O.L.E. Bovine brucellosis. In: Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, p. 1-35, 2009

WORLD ORGANIZATION ANIMAL HEALTH-O.I.E. Available in <http://www.oie.int/en/animal-
health-in-the-world/oie-listed-diseases-2016>. Access: Aug. 20", 2016.

63



ANEXOS
A - Protocolo AAT

Tarefa

Testar amostras de soro sanguineo com o antigeno em suspensdo de Brucella abortus cepa
119-3 em concentragdo de 8% em tampéo pH 3,65 +/- 0,05 corada com Rosa Bengala com o

intuito de identificar anticorpos anti-brucela.

Local de execucdo

Laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria e seus setores de Bacteriologia e Micologia;

Laboratorio Multiuso.

Executante

Professores, técnicos, residentes, estudantes de pos-graduacdo, estagiarios, monitores.

Resultados esperados

REAGENTE (presenca de grumos) ou NAO REAGENTE (auséncia de grumos).

Material necessario

Jaleco;

Luvas;

Alcool 70%;

Bancada;

Estante para eppendorfs;

Vortéx;

Pipeta automatica aferida para 30 uL;

Ponteiras estéreis;

© o0 N o g bk~ DR

Becker para descarte das ponteiras ou fenol descarte;

10. Misturados descartavel — (pazinha de café);

64




11. Placa de vidro;

12. Caixa de luz;

13. Crondmetro;

14. Caneta permanente e lapis;

15. Ata para registro de resultados.

Atividades

« Equilibrar os soros e 0 antigeno a temperatura do laboratério por 30 a 45 minutos.

o ldentificar a sequéncia utilizada na estante e na placa de vidro para a posterior
correlacdo dos resultados.

o Homogeneizar rapidamente no vortéx o frasco com controle positivo e dispensar 30
uL no primeiro quadrante da placa de vidro com o auxilio de uma pipeta em angulo de
45° para evitar a formacéo de bolhas de ar.

o Trocando a ponteira e adotando 0 mesmo procedimento, dispensar 30 uL do controle
negativo no segundo quadrante.

o Na sequéncia de até 20 amostras de soro sanguineo, para evitar ressecamento,
homogeneizar os eppendorf no vortéx, abri-los com distancia segura do operante e
dispensar 30 uL em areas individuais da placa de vidro, utilizando uma ponteira por
amostra de soro.

o Agitar suavemente o frasco com o antigeno Rosa Bengala e dispensar 30 uL de
antigeno nos vinte e dois quadrados delimitados na placa de vidro.

o Misturar com o misturador descartavel - a pazinha de café — as gotas equivalentes de
soro e antigeno com movimentos circulares de modo a obter um circulo aproximado
de 2 cm. Trocar o misturador descartavel e realizar o mesmo movimento circular nos
quadrantes seguintes.

o Agitar a placa com movimentos oscilatérios, numa frequéncia, de aproximadamente,
30 movimentos por minuto, de modo a permitir que a mistura soro controle positivo-
antigeno fluam lentamente dentro de cada circulo. A placa deve ser agitada
continuamente por 4 minutos.

e Levar aplaca na caixa de leitura com luz indireta para a leitura dos resultados.

e Anotar os resultados em livro ata.

o Desconsiderar as reagdes de aglutinacdo que ocorrerem apds 0s 4 minutos.

o Lavar a placa de vidro com agua corrente e detergente neutro.
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Cuidados especiais

Antes que o processo seja iniciado é necessario esterilizar ponteiras suficientes, passar
alcool 70% na bancada, lavar com agua e detergente neutro a placa de vidro;

Em todos os testes devem ser simultaneamente testados soros controle positivo e
negativo;

Fracionar o antigeno em aliquotas e retirar da geladeira apenas a quantidade a ser
utilizada a cada dia, evitando assim a perda de sensibilidade pelo constante
resfriamento/aquecimento do antigeno;

Ndo se deve trabalhar com nimero grande de amostras para evitar evaporacao,
especialmente em ambientes quentes e secos;

A placa de vidro deve ser limpa com 4&gua corrente logo ap6s 0 uso e,
preferencialmente, imergir as placas em solucdo de detergente por duas horas ou
durante a noite. Em seguida, lava-las em agua corrente e, na sequéncia, em agua

destilada. Secar em estufa ou a temperatura ambiente.

Acdes em caso de ndo conformidade

Repetir o teste de acordo com o0s procedimentos descritos acima.

Bibliografia utilizada

TECPAR- Instituto de tecnologia do Parana. Antigeno soroaglutinacdo rapida para
diagndstico indireto da brucelose bovina. Suspensdo de Brucella abortus cepa 119-3
em concentracdo de 8% em tampdo pH 3,65 +/- 0,05 corada com Rosa Bengala.
Responsavel Técnico: Médico Veterinario R. C. Oliveira, CRMV-PR n°5362. Bula.
BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT). Brasilia:
MAPA/SDA/DSA, 188 p. 2006.
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B - Protocolo SAL/2-ME

Tarefa

Testar amostras de soro sanguineo por meio da técnica Soroaglutinacdo lenta em tubos e reducgéo
pelo 2 Mercapto-Etanol para o diagnostico indireto da brucelose causada por espécies lisas de

brucela (B. abortus, B. melitensis e B. suis).

Local de execucgao

Laboratérios credenciados pelo Ministério da Agricultura (MAPA) ou o laboratério oficial
LANAGRO, Pedro Leopoldo - MG.

Executantes

Servidores do servico veterinario oficial designados e previamente treinados ou profissionais

habilitados e autorizados pelo MAPA.

Resultados esperados

e O grau de aglutinacdo em cada uma das distintas diluicbes deve ser classificado como:
completo, incompleto ou negativo;

» Reacdo completa é aquela que o liquido da mistura soro-antigeno aparece transparente e
limpido e uma agitacdo suave do tubo ndo rompe a aglutinacéo;

e Reacdo incompleta é aquela que o liquido da mistura soro-antigeno aparece turvo e uma
agitacdo suave do tubo ndo rompe a aglutinagéo;

e Reacdo negativa € aquela que o liquido da mistura soro-antigeno aparece turvo e uma
agitacdo suave do tubo ndo revela a aglutinagao;

o Os resultados sdo expressados na forma de titulo.

o O titulo serd a maior reacdo onde ocorreu uma reacao positiva (completa ou incompleta)
sendo o titulo da prova de SAL independente daquele encontrado na prova de reducao do 2

ME, em um mesmo soro;
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e A interpretacdo é baseada na turbidez da suspensdo e na firmeza da aglutinacdo formada,

apos agitacdo suave dos tubos, conforme tabelas abaixo:

Tabela 1: Interpretacdo da prova 2ME para fémeas com idade igual ou superior a 24 meses e
vacinadas entre 3 e 8 meses de idade.

2ME

A NR 251 25 501 50 100 | 100 2001 200
NR NEG
251 NEG NEG

25 NEG NEG POS

501 NEG NEG POS POS

50 NEG NEG POS POS POS

100 1 NEG NEG POS POS POS POS

100 Inc Inc POS POS POS POS POS
200 | Inc Inc POS POS POS POS POS POS
200 Inc Inc POS POS POS POS POS POS POS

NR — NAO REAGENTE |- REACAO INCOMPLETA Inc — INCONCLUSIVO POS — POSITIVO
[ |RESULTADO NAO ESPERADO DE ACORDO COM OS PRINCIPIOS DO TESTE

Tabela 2: Interpretacdo da prova 2ME para fémeas ndo vacinadas e machos acima de 8 meses

2ME

SA NR 251 25 50 | 50 100 | 100
NR NEG
25 | NEG NEG

25 NEG NEG POS

501 NEG NEG POS POS
50 Inc Inc POS POS POS
100 1 Inc Inc POS POS POS POS
100 Inc Inc POS POS POS POS POS
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Material necessario

1. Amostra de soro a serem testadas;
2. Antigeno prova lenta;
3. Soro controle reagente em SAL e 2ME com titulo conhecido (médio ou superior);
4. Soro controle ndo reagente;
5. Salina 0,85%;
6. Salina 0,85% fenicada 0,5%;
7. 2-Mercapto etanol;
8. Caixa com luz indireta para leitura;
9. Dispensadores automaticos de 1 mL e 2 mL,;
10. Pipetas graduadas de 10 mL;
11. Micropipetas com volumes variados de 10 pL a 100 pL;
12. Ponteiras estéreis para micropipetas de 10 pL a 100 pL;
13. Tubos de vidro;
14. Baldo volumétrico;
15. Erlenmeyer;
16. Capela de exaustdo quimica;
17. Centrifuga refrigerada;
18. Estufa a 37°C;
19. Refrigerador;
20. Jaleco;
21. Luvas;
22. Alcool 70%;
23. Becker para descarte das ponteiras ou fenol descarte;
24. Ata para registro de resultados.
Atividades

Equilibrar os soros e o antigeno a temperatura ambiente por 20 a 35 minutos;
Homogeneizar todos os reagentes antes de realizar a prova,;

Diluir o antigeno para a prova de SAL 100 vezes, em solugdo salina
(concentracao final 0,045%);

fenicada
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o Diluir o antigeno para a prova de reducdo pelo 2ME 50 vezes em solucao salina a 0,85%
(concentracao final 0,09%);

e Preparar uma solugdo de 2ME a 0,1 mol/L misturando 7,8 mL de 2 ME em 992,2 mL de
solucéo salina a 0,85%, ou outros volumes nessa proporgéo;

« Para cada amostra, colocar em uma estante 2 conjuntos de 4 tubos de vidro. Um conjunto
corresponde a quatro dilui¢cbes do soro para a prova do SAL e 0 outro corresponde a prova
de 2ME;

o Fazer dilui¢Oes seriadas das amostras de soro a 1:200; 1:100; 1:50 e 1:25, distribuindo-se
nesta ordem 10 pL, 20 pL, 40 pL e 80 pL de soro em cada tubo. Distribui-las nos dois
conjuntos de tubos;

e Colocar 1 ml de solu¢do de 2ME, 0,1 mol/L diluido em solucdo salina nos quatro tubos
para a prova 2ME;

o Deixar essas amostras em repouso por pelo menos 15 minutos em temperatura ambiente
para o 2ME agir, lisando as IgM;

« Enquanto os tubos da prova 2ME estiverem em repouso, colocar 2 mL do antigeno diluido
1:100 em solucéo salina fenicada nos quatro tubos para a prova de SAL;

e Apdbs 15 minutos, colocar 2 mL do antigeno diluido 1:50 em solucdo salina nos 4 tubos
para a prova de 2ME. A concentracao final do antigeno sera 0,045% e a do 2 ME sera de
0,05 mol/L;

e Misturar bem agitando a estante;

e Incubar a 37°C por 48 h;

e A leitura é realizada por meio de uma fonte de luz indireta com fundo escuro opaco.

Cuidados especiais

» Realizar a analise em capela de exaustdo, pois o 2-ME é toxico;
« Os antigenos devem ser conservados sob refrigeracéo e nunca congelados.

Acdes em caso de ndo conformidade

Repetir o teste de acordo com os procedimentos descritos acima.
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Observagoes

A SAL ¢ utilizada em associagcdo com o teste de redugdo pelo 2ME para confirmar amostrar
reagentes no teste de triagem. O teste de reducdo 2ME é uma amostra quantitativa seletiva que
detecta somente a presenca de IgG no soro, que é imunoglobulina indicativa para infeccdo
cronica. Baseia-se no fato dos anticorpos da classe IgM, com configuracdo pentamérica,
degradarem-se em subunidades pela acdo de compostos que contenham radicais tiol. Essas
subunidades ndo ddo origem a complexos suficientemente grandes para provocar aglutinacéo.
Desse modo soros com prendominio de IgM apresentam reacGes negativas nessa prova e reacoes

positivas na prova lenta.

Bibliografia utilizada

Instituto Bioldgico — Secretaria de Agricultura/SP. Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios. Antigeno prova lenta para diagnostico indireto da brucelose bovina. Suspensao
inativada de Brucella abortus amostra 119-3 diluida a 4,5% em solucdo salina a 0,85% contendo
0,5% de fenol. Responsavel Técnico: Médico Veterinario Ricardo Spacagna Jorddo, CRMV-SP
n°14.743. Bula.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT). Brasilia: MAPA/SDA/DSA, 188
p. 2006.
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C - FORMULARIO DE COLHEITA DE AMOSTRAS

1. Identificacdo da propriedade e do proprietario

1.1 UF | 1.2 Municipio

1.3 Cod. MAPA

UF N° sequencial

1.4 Nome do estabelecimento

1.5 Cédigo do estabelecimento na UVL

1.6 Nome do proprietario

1.7 Cédigo do proprietario na UVL

1.8 Coordenadas geogréaficas

Grau Minuto Segundos

Grau ‘ Minuto

1.9 Telefone(s) de contato
(DDD + nimero)

Segundos

Latitude (S)

Longitude (W)

2. Data da colheita das amostras

3. Critério(s) de risco utilizado(s) para selecao do estabelecimento

fronteira internacional ou divisa da zona livre
PsSC

fornecimento de residuos alimentares (lavagem)
a0s suideos

assentamentos rurais ou reservas indigenas

proximidade a quarentenarios de suideos

proximidade a reservas naturais, areas de
protegdo ambiental ou parques nacionais com
presenca de suideos silvestres

areas periurbanas ou comunidades carentes

proximidade a lix6es

areas com suideos criados extensivamente

proximidade a graxarias

proprietario com propriedade em outro pais ou
em area endémica

4. Composicdo do rebanho no momento da colheita

4.1 Matrizes
4.2 Cachagos

4.4 Animais castrados acima

Bk
4.3 Leitdes de 8 meses

4.5 Total envolvido na amostra
(somatério dos itens 4.1 ; 4.2 ; e 4.4)

*Animais que nao estdo em fase reprodutiva (leitdes em maternidade e/ou terminagao abaixo de 8 meses)

sm_ | N0 | [ [ e[S s
5. Convivéncia com susceptiveis de outros estabelecimentos? g Até 15 Todos os animais
6. Convivéncia/contato com susceptiveis selvagens? 3 16220 15
& 21a30 20
Ingresso | Egresso E 31a50 23
7. Transito nos Gltimos 60 dias Cria/Engorda 8 51280 2
Abate F Mais de 80 30
8. Informagdes sobre as amostras colhidas
NUmero da amostra Idade * | Sx NUmero da amostra Idide Sx NUmero da amostra Idide Sx
1 1 21
2 12 22
3 13 23
4 14 24
5 15 25
6 16 26
7 17 27
8 28 28
9 19 29
10 20 30

9. Resultado da vistoria geral do rebanho e exame clinico dos animais amostrados / Observacoes:

10. Médico Veterinario responsavel pela colheita

UVL:

N° CRMV:

Versdo 4.0 - 2014
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