UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

PROGRAMA MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

IDENTIFICACAO DE Brucella spp. POR TECNICAS
MOLECULARES EM CARCACAS DE BOVINOS COM LESOES
SUGESTIVAS DE BRUCELOSE

IDENTIFICATION OF Brucella spp. BY MOLECULAR TECHNIQUES IN CARCASS
OF CATTLE WITH SUGGESTIVE LESIONS FOR BRUCELLOSIS

Irene Elisei Novaes Lauria

CAMPO GRANDE
MATO GROSSO DO SUL - BRASIL
FEVEREIRO DE 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

IDENTIFICACAO DE Brucella spp. POR TECNICAS MOLECULARES
EM CARCACAS DE BOVINOS COM LESOES SUGESTIVAS DE
BRUCELOSE

IDENTIFICATION OF Brucella spp. BY MOLECULAR TECHNIQUES IN CARCASS
OF CATTLE WITH SUGGESTIVE LESIONS FOR BRUCELLOSIS

Irene Elisei Novaes Lauria

Orientador: Dr. Cleber Oliveira Soares

Co-orientadora: Dra Gracia Maria Soares Rosinha

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, como requisito a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal. Area de concentragdo: Satide Animal.

CAMPO GRANDE
MATO GROSSO DO SUL - BRASIL
FEVEREIRO DE 2012



SATI-SBD
Biblioteca Central da UFMS




“Ninguém é suficientemente perfeito, que ndo possa aprender com o outro, e ninguém é
totalmente desprovido de valores, que ndo possa ensinar algo ao seu irmao”

Sao Francisco de Assis



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro momento a Deus, que guiou meus passos, me dando forcas para

realizar e finalizar este trabalho.

A0s meus pais, que mesmo na distancia foram meu apoio, minha esperanca e minha calma.

A minha familia que sempre me apdia e me orienta a seguir o melhor caminho.

Em especial a minha prima, irmé... Carina pela confianga, paciéncia, apoio e ensinamentos.

As minhas amigas companheiras, Nadia e Cristiane pelo carinho, atencdo, amizade,

irmandade.

As meninas e meninos do Laboratorio de Engenharia Genética, pelo carinho, apoio, amizade e

companheirismo.

Aos meus orientadores Dr. Cleber Oliveira e Dra. Gracia Rosinha pela confianca e

ensinamentos.

Ao Dr. Carlos Alberto Ramos pelo treinamento, acompanhamento das experiéncias que foram
fundamentais para este trabalho.

Aos meus irmdos que Deus colocou em meu caminho, Flavio, Lucas, César, Felipe, Carol e

Bruna pela companhia e momentos bons que passamos reunidos em nossa casa.

A Renata Madureira pela ajuda na coletas dos materiais, pela amizade e carinho.

E a todos que compartilharam comigo de forma direta e indireta nesta fase, que sem duavidas,

foi muito importante em minha vida.



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ...ttt tes et se st en s 06
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt eee et en s 08
2. L HISTORICO.....coiiiiiieieiieieie et 08
A = I [ ] 0 L PSSR 10
2.2.1 ReSIStENCIA DACLEITANA. ... ...eeviieie e et 11

2.3 CARACTERISTICAS GENETICAS E BIOLOGICAS DAS ESPECIES DE

BIUCEIIAL ...t 11

24 EPIDEMIOLOGIA. ...ttt e e e et e e et e e e ne e e anneas 13
2.4. 1 HOSPEURITO. ...ttt bbbttt sb e 14

2.4.2 Situacdo da Brucelose no Brasil € N0 MuNdo...........cccocovvnininiienc e 14

2.4.3 TEANSIMISSAO. .....tveteetieieete et skttt b bbbttt e bt e bt e bt ebe e e e e e 15

2.5 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS.......oooovieeeieeeeeeeeeeeeee s 17
2.6 IMPORTANCIA. .....ccooeitieeeteessee ettt 19
2.7 CONTROLE. ...ttt et e e et e e et e e e ae e e aneeeeneeeanes 19
2.8 DIAGNOSTICO. ....cueiceriieiieiseeseeesee s eeee sttt 20
2.8.1 DiagnOStiCO INCITELO........cveuieiieieieee et 21

2.8.2 DiagNOStICO DIFLO.......eieiieiesieieieeste ettt 22
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cotiiiiiieeeeeeseesassssssesasesssssssessssssssssssessesesacs 27
ARTIGO CIENTIFICO ..ottt 42



vi



O 00 N o v b~ W N R

w W W W W N N N N N N NN N NN P RO, R, R, R R
A W N P O U 0O N O Ll W N P O O 0O N O U B~ W N -, O

1 INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira, segundo o IBGE (2010), apresenta um rebanho de 205.292
milhGes de cabecas com destaque para producdo e exportagdo de seus produtos para 180
paises nos cinco continentes (NASSAR, 2010).

Devido a grande importancia da bovinocultura no Brasil, existe a necessidade de
aumentar ainda mais indices de produtividade e qualidade dos seus produtos. Ha também uma
preocupacdo com barreiras sanitérias, desenvolvendo assim, programas voltados a sanidade
animal por meio de tratamento, profilaxia, vacinacdo, controle e erradicacdo das doencas
(BRASIL, 2006).

A brucelose é uma doenca infectocontagiosa causada por bactérias do género Brucella,
considerada uma doenca endémica e re-emergente desde a sua descoberta por Sir David Bruce
em 1887 (CORBEL, 1997).

As perdas econémicas causadas pela brucelose sdo limitadas em alguns paises, porém,
na América Latina ha estimativas oficiais de prejuizo de aproximadamente 600 milhdes de
dolares relacionados a esta doenca (SELEEM et al., 2010). Esses prejuizos estdo relacionados
as barreiras comerciais internacionais de produtos de origem animal (queda de preco da carne,
leite e derivados), as perdas na industria (condenacéo do leite e da carne) e aos altos custos
dos programas de controle e erradicacao; além de causar grande prejuizo com aborto e baixa
fertilidade nos animais infectados (JARDIM et al., 2006).

Esta doenca é uma zoonose mundialmente distribuida, tornando-se um problema de
salde publica, oferecendo risco ocupacional para pessoas que trabalham diretamente com
animais infectados e individuos que manipulam o microrganismo em laboratério (MOLNAR
etal., 2000; PALHANO et al., 2003).

Até o momento ja foram classificadas dez espécies do género Brucella, sendo cada
espécie comum a um hospedeiro principal como: Brucella melitensis em caprinos; Brucella
abortus em bovinos; Brucella ovis em ovinos; Brucella suis em suinos; Brucella neotomae
em ratos do deserto; Brucella canis em canideos (CORBEL; BRINLEY-MORGAN, 1984);
Brucella ceti em golfinhos e baleias; Brucella pinnipedialis em focas e lebes marinhos
(FOSTER et al., 2007); Brucella microti no roedor Microtus arvalis (SCHOLZ et al., 2008);
e Brucella inopinata em humanos (SCHOLZ et al., 2010).

As espécies de Brucella sdo capazes de sobreviver dentro de diferentes células
hospedeiras, isso explica a sua patogenicidade. O aborto, principal caracteristica da

brucelose, ocorre devido a grande replicacdo das bactérias no trofoblasto placentario
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resultando em morte e expulsédo fetal entre o sexto e o oitavo més de gestacdo e, a persisténcia
da bactéria nos macréfagos leva as infeccBes cronicas (ROOP et al., 2009). Por apresentar-se
de forma multissisttmica em animais e no homem, a infec¢do inaparente constitui uma
importante fonte de transmissao da doenca (ACHA; SZYFRES, 1980).

Esta doenca no homem manifesta-se como uma doenca aguda febril podendo
progredir para a forma crbnica, produzindo manifestagdes patologicas de artrite, endocardite,
meningite e orquite (CORBEL, 1997; OIE, 2000).

Devido aos prejuizos a pecuaria e pela transmissdo da doenca dos animais para o
homem, desde o inicio do século XX, medidas severas sdo tomadas na tentativa de controle e
erradicagdo como programas de eliminagdo da doenga e o fortalecimento dos servigos de
salde publica (POESTER, 2009).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), lancou em
2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT),
que consiste em um conjunto de medidas buscando reduzir a prevaléncia da brucelose e
tuberculose. Os principios basicos do programa, para o controle da brucelose bovina, é a
vacinacdo obrigatéria de fémeas com idade entre cinco a oito meses e a certificacdo de
propriedades livres ou monitoradas para a doenca (BRASIL, 2006).

Este programa de controle da brucelose é baseado na identificacdo e eliminagdo de
animais infectados. Para tanto, sdo utilizados os testes do antigeno acidificado tamponado
(AAT) e o teste do anel em leite (TAL), como testes de triagem, e o teste do 2-mercaptoetanol
(2ME) e a fixacdo de complemento (FC), como testes confirmatorios, sendo 0s mais
utilizados o AAT e 0 2ME.

Estes testes baseiam-se na resposta em nivel de anticorpos e sdo passiveis de erros ou
de reacBes cruzadas com outras bactérias Gram negativas. Os resultados de soros testados
pelo 2ME podem ser negativos, falso-negativos, positivos, falso- positivos ou inconclusivos.
Os animais com soros que reagiram positivamente sdo considerados infectados e devem ser
sacrificados. Os animais com resultados inconclusivos ao 2ME podem ser submetidos ao teste
de fixacdo do complemento ou ser testados novamente num prazo de 30 a 60 dias com o
2ME.

Entretanto, a obtencdo de outro resultado ndo conclusivo, o animal deve ser destinado
ao sacrificio, pois na impossibilidade de se determinar o status sanitario do animal, o
programa ndo pode correr o risco da manutencdo de animais infectados, e consequientemente,
da infeccdo no rebanho (LAGE et al., 2005).

A fim de eliminar as fontes de infeccdo para brucelose, por meio de sacrificio de
7
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animais positivos ou inconclusivos, utilizando testes de diagndstico sorolégico preconizado
pelo PNCEBT, pode levar ao pais prejuizos econdmico devido a eliminacdo ou destruicdo de
animais falso-positivos para essa doenca.

O diagnéstico clinico da brucelose é baseado em sinais como aborto, nascimento de
bezerros fracos, retencdo de placenta e esterilidade de machos e fémeas. O isolamento e
identificacdo da bactéria sdo testes diretos e considerados como padrdo ouro, porém é muito
complexo em relacdo as exigéncias de crescimento da bactéria (MINHARRO, 2009).

Outros métodos de diagnostico, como testes moleculares, sdo capazes de detectar o
DNA de Brucella spp. em fluidos corporais. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas
variantes (PCR multiplex, PCR em tempo real) tém sido desenvolvidas e aplicadas ao
diagndstico de diversos patogenos (KIM et al., 2007; LIM et al., 2008) assim como Brucella
spp. (BOUNAADJA et al., 2009)

Neste contexto, objetiva-se neste trabalho a identificacdo de Brucella spp. em carcacas
de animais apresentando lesdes sugestivas para brucelose, por técnicas moleculares,
proporcionando ao PNCEBT uma alternativa de um teste mais rapido, sensivel e especifico

para o diagnostico desta doenca.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

A brucelose € uma zoonose relatada ha mais de dois mil anos. Pacientes com sintomas
compativeis com a doenca foram descritos por Hipocrates em 460 a.C. Pesquisas recentes,
realizadas na Italia, revelaram esqueletos que apresentavam lesdes 0sseas tipicas de brucelose,
que por microscopia eletrénica foi revelada a presenca de coco bacilos compativeis
com Brucella spp. (CAPASSO, 2002).

Esta doenga infectocontagiosa foi descrita pela primeira vez no ano de 1887 por Sir
David Bruce, que isolou do figado de quatro soldados britanicos o agente Micrococcus
melitensis, que foi responsavel pela febre de malta ou febre do mediterraneo. Essas vitimas
foram fatais, determinando assim uma relacdo entre o consumo de leite de cabras
contaminadas com Brucella melitensis, consumidas por estes soldados, como o responsavel
causador da doenca (GODFROID et al., 2005).

Em 1895, o patologista veterinario dinamarqués L. F. Bernhard Bang isolou uma

bactéria de fetos abortados de bovinos denominada Bacillus abortus, e identificou o agente
8
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etiologico do aborto enzodtico dos bovinos (NICOLETTI, 2002). Esses microrganismos
foram posteriormente chamados de Brucella abortus em homenagem ao seu descobridor
(LEON, 1994).

Um microorganismo similar ao agente Brucella melitensis foi isolado por Traum em
um leitdo abortado em 1914 nos EUA (CORREA et al., 1992) e em 1928 Huddleson propds a
distincdo de uma nova espécie como Brucella suis (FERREIRA et al., 1990).

Em 1953, Buddle e Boyes, na Austrélia, isolaram de ovinos uma nova espécie que foi
denominada Brucella ovis. Em 1957, nos EUA, Stoenner e Lachman isolaram de um rato do
deserto (Neotoma lepida), outra espécie que denominaram de Brucella neotomae, que até hoje
ndo se mostrou patogénica para 0s animais domésticos e a0 homem. Em 1966, também nos
EUA, Carmichael isolou de cées uma espécie que mostrava patogenicidade para cées e para o
homem, denominando-a de Brucella canis (CORREA et al., 1992).

O género Brucella até o ano de 1985 se constituia de seis espécies (B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. ovis, B. neotomae e B. ovis). Neste mesmo ano foi proposta a classificagdo
dessas espécies em uma Unica, denominada B. melitensis, e o restante destas serem
reconhecidos como biovares (VERGER et al., 1985). Porém, no ano de 2003 o Subcomité da
Taxonomia de Brucella decidiu o retorno da nomenclatura do género Brucella que implica a
re-aprovacdo dos seis nomes classicos com seus respectivos biovares (OSTERMAN., 2006).

No ano de 2007 duas outras espécie foram descritas, Brucella pinnipedialis que infecta
preferencialmente pinipedes e, Brucella ceti que infecta cetaceos (FOSTER et al., 2007). Em
2008 uma nova espécie foi isolada em ratos do deserto denominada de Brucella microti
(SCHOLZ et al., 2008).

Recentemente foi isolada Brucella inopinata de uma infec¢cdo em uma paciente com
implante mamario apresentando sintomas clinicos e com quadro de brucelose, constituindo
assim até a data de hoje 10 espécies de Brucella ja conhecidas (SCHOLZ et al., 2010) .

Algumas bactérias sugestivas a bactéria do género Brucella foram isoladas de ratos
nativos da Austrélia, mas ainda ndo foram incluidas neste género (TILLER et al., 2010), bem
como em associacdo com dois casos de morte fetal em primatas ndo-humanos
(SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al., 2009).

O primeiro estudo sobre brucelose bovina no Brasil foi feito por Tineciro Icibaci que,
por meio de pesquisas epidemiologicas e exames microscopicos de tecidos provenientes de
fetos abortados, descreveu um foco de brucelose bovina ocorrido no municipio de Séo Carlos,
SP, em 1922. Mello e Neiva, em 1928, isolaram B. abortus do sangue de uma vaca que havia
abortado (PAULIN et al., 2002).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711001012#ref_bib0715
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711001012#ref_bib0200
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711001012#ref_bib0645
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711001012#ref_bib0675
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711001012#ref_bib0630
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Em 1976 foi implementado no Brasil um programa de erradicacdo que ndo obteve 0s
resultados esperados, visto a necessidade do controle da doenca. O Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) realizou o primeiro inquérito soroldgico nacional e, desde
entdo, apenas cinco estudos estaduais foram conduzidos (PAULIN et al., 2002). No ano de
2001 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) aprovou o Regulamento
Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose —
PNCEBT, utilizado até nos dias de hoje para o controle da doenga (BRASIL, 2001).

2.2 Etiologia

Brucelose ¢ uma doenca bacteriana infecciosa causada por membros do género
Brucella (HIRSH et al., 2003), pertencente a familia Brucellaceae Rhizobiales da classe
Alphaproteobactéria (VERGER et al., 1985).

Essas bactérias sdo parasitos intracelulares facultativos, Gram-negativos,
pleomorficos, imdveis, ndo capsulados, ndo esporulam e variam de 0,4 e 0,8 um de largura e
0,5 a 0,7 um de comprimento (POESTER, 1997). Podem estar dispostas isoladamente e
raramente em cadeias curtas, apresentando coloracdo bipolar (CAMPANA et al., 2003;
BRASIL, 2005), podem ter a forma de diplococos e, em meio de cultura, observam-se formas
de involucdo (FERREIRA et al., 1990), apresentam-se também em formas cocdides, que
superam numericamente as formas bacilares sob certas condi¢des de cultivo. Normalmente se
apresentam como bacilos curtos (POESTER, 1997).

A temperatura de crescimento dessas bactérias é de 20 a 40°C sendo 37°C a
temperatura ideal para o isolamento inicial e, o pH ideal é de 6,6 a 7,4; sdo aerdbias e
microaerdfilas necessitando de 5 a 10% de CO, (CORREA et al., 1992; HIRSH et al., 2003;
OIE, 2009).

As trés principais espécies sdo subdivididas em biovariedades ou biovares: B. abortus
— 8 biovares; B. melitensis — 3 biovares; B. suis — 5 biovares (BRASIL, 2005).

Classicamente, as bactérias do género Brucella podem ser divididas em dois grupos
antigenicamente distintos, denominadas lisas ou rugosas, com base nas caracteristicas de
multiplicacdo em meios de cultura no cultivo primario e na constituicdo quimica da parede
celular — presenca ou auséncia da cadeia O — um dos componentes do lipopolissacaride (LPS)
localizado na superficie externa, apresentando uma relacdo com a viruléncia de algumas

especies (CARDOSO et al., 2006).
10
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2.3 Resisténcia bacteriana

A capacidade de sobrevivéncia das espécies de Brucella em condi¢bes naturais é
grande quando comparada a outras bactérias patogénicas ndo esporuladas, pois ela possui
resisténcia a determinados produtos e ambientes, por periodos prolongados em circunstancias
favoraveis como ambiente Umido, ao abrigo da luz solar direta, pH neutro e ambientes
contendo matéria organica (CRAWFORD et al., 1990; PAULIN & FERREIRA NETO,
2003).

Brucella abortus pode permanecer nas pastagens por seis meses ou mais em residuos
de abortos ou partos. As espécies de Brucella sdo sensiveis a pasteurizacao e aos desinfetantes
como cal, cloro, cresol, fenol e formol, em concentragdes que séo utilizados na desinfeccdo de
instalac@es, utensilios e ambiente (RUSSEL et al., 1984).

Em carnes, as Brucella spp. podem se manter viaveis durante meses, sendo pouco
afetada pela acidificagdo muscular, refrigeracdo ou congelamento. Além do calor, a
eliminacdo do agente s6 ocorre em situacBes de pH inferior a 4 (PESSEGUEIRO et al., 2003).

A sobrevivéncia da bactéria no leite e produtos lacteos, depende da temperatura, pH e
outros agentes que possam inibir sua multiplicacdo, podendo permanecer no alimento de 15 a
90 dias (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006).

2.4 Caracteristicas Geneéticas e Bioldgicas das espécies de Brucella

A composicdo do DNA de todas as espécies do género Brucella é semelhante
apresentando uma homologia superior a 94%, sendo ela composta de 58 a 59% de guanina
mais citosina, muito parecido quando comparado a Escherichia coli (SMITH, 1990;
(HORVAT et al., 2011), apesar de apresentar essa semelhanca alguns métodos de
genotipagem molecular tém sido desenvolvidos e aplicados para caracterizar as espécies de
Brucella, indicando que ocorrem polimorfismos de DNA entre estas dando suporte a atual
classificacdo das mesmas (HALLING et al., 2005).

Estudos recentes com base na analise comparativa do genoma completo de vaérias
espéecies de Brucella indicam que h& pequenas diferencas com um grande ndmero de
pseudogenes. Porém, estas analises gendmicas ndo explicam claramente a preferéncia das
espécies de Brucella por determinado hospedeiro (FOSTER et al., 2009; WATTAM et al.,

2009).
11
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Uma caracteristica das espéecies de Brucella é a sequéncia da insercdo IS711 que
ocorre em numero varidvel e posicdo, mas sempre constante dentro de uma dada espécie. Esse
polimorfismo também € utilizado na tipagem molecular e identificacdo de cada espécie
(MANCILLA et al., 2011).

Para a identificacdo do género Brucella também é bastante utilizado os genes virB5
que faz parte do operon virB e esté presente nas espécies de Brucella (HANTING et al. 2008),
16S (regido Ssu-rDNA, sub-unidade menor do ribossomo nuclear) (RIJPENS et al., 1996),
Omp 2A (proteina de membrana 2A), (VIZCAINO et al., 2001), per (perosamine sinthetase)
(BOGDANOVICH et al., 2004), bcsp3l (MATAR et al.,, 1996) selecionados para a
diferenciacdo entre as espécies gram-negativas, e 0 gene ery, essencial para o catabolismo do
eritritol (alcool polihidrico de quatro carbonos), utilizado na diferenciagdo das cepas vacinais
e obtidas a campo. Estes genes sdo pouco mutaveis (altamente conservados), por se tratarem
de genes efetivos na fisiologia dos organismos e sdo genes considerados padrdo nos estudos
de identificacdo de Brucella spp (SANGARI, 2000).

Estruturalmente as espécies do género Brucella apresentam em sua parede celular o
lipopolissacaridio (LPS) que esta diretamente relacionado com a morfologia colonial e com a
presenca ou auséncia da cadeia “O”, componente quimico denominado de perosamina que
estd localizado na superficie externa da parede celular de Brucella spp. determinando a
caracteristica lisa ou rugosa da colénia (ALTON et al., 1988). Estudos mostraram que
colbnias lisas podem se tornar rugosas espontaneamente e reverter-se a forma lisa novamente
(ALTON et al, 1988). Essas mudancas sdao mediadas pela modulacdo ou delecdo de genes
responsaveis pela sintese da cadeia O ou outros genes responsaveis pela biosintese do LPS
(GORVEL & MORENO, 2002; OLIVEIRA et al., 2002).

As espécies de Brucella podem ser classificadas por meio de uma bateria classica de
ensaios bioquimicos, baseados em diferentes caracteristicas: metabdlicos (urease, oxidase,
producdo de H,S), crescimento em meios com corantes (tionina e fuccina), morfologia das
colonias, requerimento de soro no crescimento e sensibilidade a fagos (CORBEL, 1997).

De acordo com Hirsh e colaboradores (2003), as principais cepas lisas (B. abortus, B.
melitensis, B. suis e B. neotomae) em geral sdo mais virulentas que as rugosas (B. ovis, B.

neotomae e B. canis).

12
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2.5 Epidemiologia

A Dbrucelose estad na lista de doencas notificaveis da Organizacdo Mundial da Saude
Animal (OIE), sendo considerada uma enfermidade transmissivel (OIE, 2008), néo
comumente de pessoa a pessoa, tornando-se insignificante do ponto de vista epidemiologico
(GODFROID et al., 2005), porém, a importancia e gravidade da enfermidade no ser humano
justifica amplamente sua erradicacdo (CARVALHO-NETA et al., 2010).

A epidemiologia da brucelose na producédo animal tem sido descrita em muitos paises,
como pode ser observado pelo ndmero de relatorios gerados nos dltimos 10 anos,
apresentando uma estimativa de soroprevaléncia de gado em torno de 3 a 15% no mundo
(GHANEM et al., 2009; HAILESELASSIE et al., 2010).

Vaérias doencas que afetam animais domésticos que tém programas de controle nao
estdo focadas em reservatdrios silvestres, como o caso da brucelose no Brasil (LAGE et al.,
2008). Dessa forma, devastagdes florestais, sistemas de producdo e criacdo, desenvolvimento
agressivo da agricultura, aumento da producdo de carne e mesmo a indistria do turismo com
zonas agro-ecoldgicas estdo associados com a transmissdo dessa zoonose (ZINSSTAG et al.,
2007; MATOPE et al., 2010).

A prevaléncia da brucelose nos animais domésticos estd intimamente relacionada com
o0s animais selvagens sendo eles os principais reservatorios da doenca. Estudos mostram que o
problema é improvavel de ser rapidamente resolvido, com a necessidade do desenvolvimento
de novas vacinas, diagnésticos e procedimentos de gestdo para o controle eficaz da brucelose
(HERRERA et al., 2010).

Para o melhor conhecimento da epidemiologia de uma enfermidade, é necessario o
conhecimento do melhor método de diagndstico da doenca, permitindo assim estudar a

ocorréncia, distribuicdo e caracterizacdo do agente em questdo (MINHARRO et al., 2009).

2.5.1 Hospedeiros

As bactérias do género Brucella sdo generalistas quanto aos seus hospedeiros
(HOEDEN, 1964; HIRSH et al., 2003).

As espécies B. suis e B. melitensis também pode causar brucelose nos bovinos quando
estes estdo em convivio com suinos, cabras e ovinos que sdo respectivamente, 0s reservatorios

naturais desses agentes (ACHA & SZYFRES 1986; OIE, 2008). Infec¢des cruzadas com B.
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melitensis foram observados em rebanhos de bovinos integrado com ovinos e caprinos no sul
da Europa (VERGER et al., 1989) e sdo publicados regularmente no Oriente Médio, onde
tornou-se um problema de salde veterinaria e publica (SAMAHA et al., 2008).

Atualmente, trés espécies do género Brucella apresentam um maior impacto na saude
publica sendo a B. melitensis a mais patogénica e invasora para 0 homem, considerada exdtica
no Brasil, pois ndo foi isolada no pais (POESTER et al., 2002), seguida da B. abortus e B. suis
(ACHA & SZYFRES, 2001; GODFROID et al., 2010), embora, a B. abortus seja a mais

frequiente causadora de infecgdo humana no mundo.

2.4.2 Situacdo da Brucelose no Brasil e no Mundo

A brucelose bovina é considerada uma zoonose cosmopolita, sendo de maior
importancia em paises em desenvolvimento. Dois fatores determinam a sua importancia: a
perda na producdo animal e a repercussdo da infec¢do sobre a saude humana (RADOSTITS et
al., 2002; PALHANO et al., 2003).

Essa doenca foi erradicada em diversos paises da regido norte e centro da Europa,
Canada, Austrélia, Japdo e Nova Zeléndia (OIE, 2008). Franca, Grécia, Irlanda, Itélia,
Portugal e Espanha, embora ainda ndo tenham sido declaradas como livres da brucelose
bovina, encontram-se em fase adiantada de erradicacdo (GODFROID & KASBOHRER,
2002), enquanto que a Africa, América do Sul e Oriente Médio possuem a maior
concentracdo da doen¢a (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

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

A enfermidade ainda ocorre na maior parte da América Latina, especialmente em
paises com grandes rebanhos bovinos, como Argentina, Brasil e México (ACHA &
SZYFRES, 2001).

O Brasil € dono do segundo maior rebanho efetivo do mundo (IBGE) e a brucelose é
considerada uma doenca endémica sendo ela diagnosticada em todo o territorio nacional

(POESTER et al., 2002).
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A situacdo epidemiologica em alguns Estados brasileiros foi relatada por alguns
autores no ano de 2009. Chate e colaboradores (2009) detectaram para o Estado de Mato
Grosso do Sul uma prevaléncia de focos de 41,5%, sendo o rebanho considerado positivo se
pelo menos um animal fosse reagente a prova sorologica. A prevaléncia de focos de brucelose
para 0 Estado de Santa Catarina foi de 0,32% (SIKUSAWA et al., 2009), resultados
semelhantes aos obtidos em dois estudos anteriores realizados no estado, o primeiro em 1975,
e 0 segundo em 1996, que estimaram a prevaléncia em 0,2% e 0,6%, respectivamente
(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

A prevaléncia para o Estado do Espirito santo foi de 9,0% (AZEVEDO et al., 2009),
em S&o Paulo de 9,7% (DIAS et al., 2009), Distrito federal de 2,52% (GONCALVES et al.,
2009), 4,2% para o estado da Bahia (ALVES et al., 2009) e 6,04% para Minas Gerais
(GONGCALVES et al., 2009).

Em um estudo realizado no ano de 2003 e 2004 pela IAGRO do estado de Mato
Grosso do Sul, utilizando amostras de 210 propriedades e colhidas 2.376 amostras de sangue
de fémeas, com idade igual ou superior a 24 meses de idade com o intuito de avaliar a
prevaléncia da brucelose bovina e os fatores de risco associados a esta infeccdo, demonstrou
que a brucelose é prevalente nas propriedades estudadas com 5,6% de animais soropositivos e
que o controle da doenca deve consistir em especial atencdo a exploracdo do tipo corte, a raca
zebuina e a presenca de aborto (MONTEIRO, 2004).

Devido a importancia e a alta prevaléncia desta doenca no rebanho nacional, séo
gerados barreiras internacionais ao comércio de produtos de origem animal, além de custos
diretos e indiretos, pois se trata de uma doenca de extrema importancia na area veterinaria e

para a salde publica.

2.5.3 Transmissao

As principais formas de contaminacdo de animais e 0 homem com brucelose, sdo por
meio da via oral, trato respiratorio, trato genital, pele e conjuntiva (ACHA & SZYFRES,
2001).

A transmissdo de Brucella entre animais e humanos, pode ocorrer de forma direta,
como por exemplo, por meio do contato com fetos abortado, ou indireta, por meio da ingestao
de alimentos contaminados (GODFROID et al., 2005).
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Nos paises do sul da Europa e Israel, o consumo de leite ndo pasteurizado € o maior
responsavel por causar brucelose em humanos, devido a capacidade da B. melitensis
(ASHFORD et al., 2004; LAMONTAGNE et al., 2010) e B. suis biovar 1 (CORBEL, 1997)
colonizar o Ubere de bovinos.

A transmissdo da doenca se faz principalmente pelo contato direto com fetos
abortados, placentas e descargas uterinas infectadas, eliminadas no ambiente em grande
quantidade no momento do parto ou aborto (ENRIGHT, 1990), podendo o animal eliminar a
bactéria por meio dessas secre¢des por aproximadamente 30 dias (CRAWFORD et al., 1990).

A transmissdo de Brucella spp. para o homem representa um grave problema de salde
publica, sobretudo pelo carater ocupacional na manipulacdo de carcagas contaminadas em
matadouros e propriedades rurais ou por ingestdo de alimentos crus contaminados de origem
animal ou, ainda, por acidentes vacinais ou laboratoriais acometendo principalmente
assistentes agropecudarios, médicos veterinarios, tratadores, vaqueiros, laboratoristas e
magarefes (CAMPANA et al., 2003).

Os animais contaminados transmitem as bactérias do género Brucella através do parto
ou aborto. Fémeas ap0s abortarem a primeira vez, em decorréncia desta doenca, tornam-se
portadoras cronicas, eliminando a bactéria pelo leite, urina e descargas uterinas durante os
partos subsequentes, abortando ou ndo (PACHECO, 2007).

Bezerros de vacas brucélicas podem ser infectados verticalmente no Utero, durante ou
apos o parto e ainda quando alimentados com leite dessas fémeas positivas (FICHT, 2003).
Esses filhotes podem se tornar portadores dessa doenca, albergando o agente nos linfonodos
que drenam o trato gastrointestinal e assim excretam a bactéria pelas fezes (PAULIN &
FERREIRA NETO, 2003).

Devido ao héabito de se lamber e cheirar animais recém-nascidos, ha um favorecimento
da difusdo da doenca entre os bovinos, podendo também ser transmitida através de agua,
comida e fomites contaminados (CAMPOS et al,. 2003).

A transmissdao venérea é rara, pois as fémeas apresentam barreiras inespecificas na
vagina que dificultam a infeccdo (PAULIN & FERREIRA NETO 2003), porém, as vacas
podem ser contaminadas por inseminacdo artificial com uso de sémen contaminado
(CAMPERO, 1993). Entretanto, propriedades estruturadas do ponto de vista zootécnico e
sanitario ttm menos chance de serem focos de brucelose bovina (CHATE et al., 2009),
utilizando-se técnicas seguras para transferéncia de embrides conforme recomendacOes
internacionais como o uso de lavagens dos embrifes (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1999).
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A introducédo de animais contaminados em rebanhos sadios, constitui o principal risco
as propriedades rurais, com isso a comercializagdo de animais s6 deve ocorrer quando a
condicdo sanitaria seja conhecida, sendo o ideal a comercializacdo de animais posteriormente
a submissdo dos mesmos a testes de diagndstico que garantem a sua sanidade (LAGE et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2008).

2.6 Patogenia e Sinais Clinicos

A capacidade das espécies de Brucellla de sobreviver e se multiplicar dentro de
diferentes células hospedeiras explica a sua patogenicidade, sendo elas protegidas do ataque
do sistema imune (XAVIER et al., 2009).

O aborto em seus hospedeiros preferenciais esta associado a replicacdo dessa bactéria
no trofoblasto placentario. O microorganismo sobrevive dentro de macréfagos e neutrofilos
protegendo-se assim dos mecanismos de defesa humoral e celular; sua persisténcia em
macrofagos leva a infec¢des crénicas que sdo uma caracteristica da brucelose nos hospedeiros
animais naturais e humanos (ROOP et al., 2009).

Apo6s a infeccdo os microorganismos sao fagocitados pelos leucécitos onde
sobrevivem e se multiplicam. Estes sdo levados ao tecido linféide, onde se replicam (10 a 21
dias apos a infeccdo), ocorrendo uma bacteremia e levando a infeccdo sistémica e
favorecendo a colonizacdo em Utero gravidico, medula dssea, articulacdes, 6rgaos genitais
masculinos, glandula mamaria e placenta fetal (KO & SPLITTER, 2003; MARQUES, 2003;
PALHANO, 2003;).

As espécies de Brucella apresentam sistema de secrecdo tipo VI (T4SS) que €
codificada pelo operon VirB (COMERCI et al., 2001; DELRUE et al., 2001). Este operon é
composto por 12 genes identificados como virB1 até virB12. O T4SS foi reconhecido como
um mecanismo de viruléncia essencial de B. abortus, sendo ele necessario para a
multiplicacdo intracelular do organismo em células fagociticas e ndo fagociticas
(O'CALLAGHAN et al., 1999; HONG et al., 2000; SIEIRA et al., 2000).

Devido ao seu potencial zoondtico, a brucelose deve ser diferenciada de vérias outras
doencgas que causam aborto em bovinos. A infeccdo pode variar dependendo da idade, estado
reprodutivo e imunoldgico, da resisténcia natural, da via de infecgdo, do desafio infeccioso e
da viruléncia da cepa infectante (NICOLETT]I, 1980; ADAMS, 2002).
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Embora a infeccdo possa ocorrer através da pele, conjuntiva ou mucosa respiratoria
por inalagdo (CRAWFORD et al., 1990; KO e SPLITTER, 2003), a rota mais comum de
infeccdo em bovinos € o trato gastrointestinal (CRAWFORD et al., 1990).

Os animais infectados apresentam caracteristicas clinicas variaveis, que sao fortemente
dependentes da bactéria e espécies hospedeiras. Touros infectados podem desenvolver sinais
sistémicos de infeccdo como febre, anorexia e depressdo, embora a infeccdo geralmente seja
inaparente (CAMPERO et al., 1990; SANTOS et al., 2005).

A lesdo mais significativa induzida por B. abortus em touros é orquite (TRICHARD et
al.,, 1982), que ¢é freqlentemente associada com vesiculiti seminal e epididimite
(McCAUGHEY & PURCELL, 1973). Como resultado da orquite cronica e fibrose do
parénquima testicular, touros afetados podem desenvolver infertilidade permanente
(CAMPERO et al., 1990).

Normalmente vacas prenhas desenvolvem uma linfadenopatia no local de infeccdo que
progride para linfadenite aguda (SCHLAFER & MILLER, 2007); as lesdes consistem de
placentite necrotica e mastite intersticial, e pleurite fibrinosa com pneumonia intersticial em
fetos abortados e bezerros recém-nascidos (CARVALHO-NETA, 2010).

No caso dos fetos abortados, estes podem desenvolver lesdes nos bronquios e ganglios
linfaticos (GORHAM et al., 1986), aumento das glandulas supra-renais, e hipotrofia do timo,
que pode estar associada com hemorragias petequiais (ENRIGHT et al., 1984).

A espécie B. abortus tem um forte tropismo pelo Utero durante o Gltimo trimestre de
gestacdo pela altas concentracBes de eritritol e hormonios esterdides. O eritritol favorece a
sobrevivéncia de bactérias, pois pode ser metabolizado por B. abortus como uma fonte de
carbono e energia (SAMARTINO & ENRIGHT, 1996). A multiplicacdo da bactéria induz
células inflamatorias, necrose trofoblastica e vasculite, conseglientemente, as trocas
metabolicas materno-fetal sdo comprometidas, resultando em aborto (ANDERSON et al.,
1986).

Nos humanos, 0s sinais clinicos da brucelose incluem febre, anorexia, poliartrite,
meningite, pneumonia, endocardite e outros menos comuns (SAURET & VILISSOVA,
2002).

Vale ressaltar que os oOrgdos de predilecdo da Brucella sdo aqueles que oferecem
elementos necessarios para 0 seu metabolismo, como o eritritol presente no Utero gravidico,
tecidos mamarios, ésteoarticulares e 6rgdos do sistema reprodutor masculino, sendo que

humanos, equideos, coelhos e roedores possuem auséncia ou baixa quantidade de produgéo do
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eritritol, fato que justifica o reduzido impacto da brucelose no aparelho reprodutor dessas
espécies (XAVIER et al., 2009; RIBEIRO et al., 2008).

2.7 Importancia Econémica

A bovinocultura no Brasil assume uma grande importancia no cendrio do agronegécio
mundial por possuir o segundo maior rebanho efetivo do mundo, apresentando cerca de 200
milhdes de cabecas, proporcionando assim um valor estimado da producdo em 67 bilhdes de
dolares (BRASIL, 2011).

A brucelose além de ser um grande problema de saude publica, no ponto de vista
econbmico, assume um papel de grande importancia por causar nos animais domésticos,
infeccdes que estdo associadas principalmente a problemas reprodutivos como abortamentos,
nascimento de crias fracas e baixa fertilidade, com efeitos desastrosos para a pecuéria
(POESTER et al., 2009).

A doenca é amplamente disseminada (CORBEL et al., 2006) e uma vez instalada no
rebanho além da queda na producdo animal, a brucelose faz com que os produtos originados
dessa atividades como leite e a carne fiqguem vulneréveis a barreiras sanitarias sofrendo assim
queda no valor no mercado internacional (SILVA & ITAVO, 2002).

Alguns estudos mostraram que a brucelose é responsavel pela diminuicdo de 25% na
producdo de leite e de carne e pela queda de 15% na producdo de bezerros, mostrando que a
cada cinco vacas infectadas, uma aborta e uma torna-se estéril (BRASIL, 2005).

Assim, por causar prejuizo a pecudria e ser transmitida dos animais para o homem,
desde o inicio do século XX, muitos paises tém adotado medidas severas de controle ou

erradicacdo da brucelose na populacdo animal.

2.8 Controle

Para a brucelose bovina, as estratégias de combate sdo bastante conhecidas e podem
ser resumidas em vacinacéo, certificacdo de propriedades livre, controle da movimentacao de
animais e sistema de vigilancia especifico (POESTER et al., 2009).

De acordo com as necessidades do controle da doenca, a implementagéo de programas

bem sucedidos de erradicacdo tem sido necessario, porém esses programas muitas vezes sdo
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caros, longos e dificeis de ser realizados devido a varias condigdes. A maior dificuldade é em
relacdo a politica de gestdo nas propriedades com criagdo extensiva, deslocamento dos
animais, existéncia de varias espécies de animais, entre outras (GODFROID et al., 2011).

Nos paises desenvolvidos, o controle da brucelose animal tem sido alcancado com
sucesso por meio da combinacdo de vacinacéo, teste e abate dos animais positivos e, para a
brucelose humana por meio da pasteurizacdo do leite (McDERMOTT & ARIMI, 2002;
PAPPAS et al., 2006), juntamente com a vigilancia eficaz da doenga e no controle no
transporte animal.

Nos paises em desenvolvimento, no entanto, o controle da doenca por testes e abate de
animais positivos dificilmente serd alcancavel devido aos recursos limitados para a
indenizagdo aos agricultores, cujos animais sdo abatidos durante o programa de certificacéo
(McDERMOTT & ARIMI, 2002).

No Brasil, em Janeiro de 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) verificando a ineficiéncia das medidas até entdo tomadas para o controle da
Brucelose e Tuberculose, langou o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose — PNCEBT (PAULIN et al., 2002) visando melhorar o controle
destas doencas no pais e a producdo de alimentos com melhor qualidade sanitéaria destinado
ao mercado interno e externo (BRASIL, 2001).

As a¢Bes do PNCEBT visa a implementacéo de um programa de vacinagdo obrigatdria
com a vacina B19 de B. abortus em fémeas de 3 a 8 meses de idade, a realizacdo de um
estudo de prevaléncia em varios estados do pais e a formacéo de recursos humanos para atuar
no programa (MINHARRO, 2009).

2.9 Diagnostico

A brucelose animal pode ser diagnosticada por diferentes métodos isoladamente ou em
conjunto e, a correta identificacdo dos animais positivos € uma das bases de um programa de
controle ou vigilancia epidemiolégica da brucelose bovina (POESTER, 2005). A evolucdo
lenta e assintomatica da doencga exige um diagndstico seguro para a tomada de medidas de
erradicacdo (BEER, 1999).

Dados epidemiologicos da regido e diagnostico clinico baseado em abortos,

nascimento de bezerros fracos, esterilidade de machos e fémeas proporcionam apenas uma
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indicacdo da provavel presenca da enfermidade no rebanho (MOLNAR, 1997; POESTER,
2005).

O principal objetivo no diagnostico da brucelose é a identificacdo dos animais que
estdo infectados e os que abrigam o microorganismo e disseminam a enfermidade. Muitas
vezes animais positivos sdo identificados quando utilizado o teste sorolégico padronizado
antigeno acidificado tamponado (AAT), porém a infeccdo pode ocorrer em animais
sorologicamente negativos e em animais vacinados (BLOOD et al., 1991).

A brucelose pode ser diagnosticada indiretamente através da deteccdo de anticorpos
por meios soroldgicos, ou diretamente através da deteccdo do agente etioldgico (POESTER et
al., 2005).

2.9.1 Diagnostico Indireto

No Brasil, o0 PNCEBT definiu como oficiais os testes de Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e Anel em Leite (TAL) para triagem, sendo a confirmacéo dos resultados
positivos efetuada pela combinacgéo do Teste de Soroaglutinagdo Lenta em Tubos (SAL) com
0 Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME) ou pela reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC)
(BRASIL, 2005).

Os testes sorologicos detectam anticorpos contra Brucella spp. presente em diversos
fluidos corporais como leite, soro sanguineo, muco vaginal, sémem e leite (POESTER et al.,
2005).

O teste AAT descrito por Alton (1976) que é um teste qualitativo, rapido e pratico
(VASCONCELOS et al., 1987; PAULIN & FERREIRA NETO 2003), sendo de alta
sensibilidade (> 99%), porém para aumentar a especificidade do teste pode ser aplicado a
uma diluicéo seriada das amostras de soro (RUIZ-MESA et al., 2005).

O teste AAT apresenta algumas desvantagens como atividade residual de anticorpos
induzidos pela vacinacdo de bezerras com idade superior a oito meses, anticorpos colostrais,
erros laboratoriais e ainda, reacfes cruzadas com outras bactérias gram-negativas que
interferem no teste apresentando resultados falsos positivo (FERRAZ, 1999; RADOSTISTS
etal., 2002; PAULIN & FERREIRA NETO 2003).

Outros fatores como inibicdo da aglutinagdo nas diluicdes mais baixas dos testes de

ligacdo secundaria, infeccdes recentes, periodo pré e pos parto e aborto, 15 dias antes e 30
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dias apds, as fémeas apresentam baixos titulos, pois ocorre a mobiliza¢do de anticorpos para o
colostro e para o liquido fetal (CRAWFORD et al., 1990).

Como um dos testes confirmatorio para brucelose é utilizado o 2-ME que contém um
radical tiol, que destréi os anticorpos da classe IgM e detecta exclusivamente IgG
(CAVALLERO, 1998; MEGID et al., 2000) o que permite detectar o estado de infeccdo ativa
(McMILLAN, 1990; SAMARTINO et al., 2000).

Para melhorar as interpretacbes dos resultados, esta prova deve ser realizada
simultaneamente com a prova lenta em tubos e nas mesmas diluicbes (POESTER, 1997).
Desse modo, soros com predominio de IgM apresentam reacfes negativas nessa prova e
reacOes positivas na prova lenta.

Os resultados positivos obtidos por este teste estdo relacionados com a infeccao,
porém, os resultados inconclusivos devem ser definidos por outras provas como fixacdo de
complemento ou, devem-se refazer os testes com esses animais em um prazo de 30 a 60 dias
(BRASIL, 2005).

Hé& ainda o teste de polarizacdo fluorescente, que foi validado para diagnostico de
brucelose em vaérias espécies incluindo bovinos (NIELSEN et al., 1995; McGIVEN et al.,
2003), ovinos e caprinos (MINAS et al., 2005; MINAS et al., 2007), suinos (NIELSEN et al.,
1999), seres humanos (LUCERO et al., 2003) e animais selvagens (MONTAGNARO et al.,
2008).

2.7.2 Diagnostico Direto

Os métodos diretos de diagnostico para brucelose incluem o isolamento e a
identificacdo do agente, métodos de deteccdo de acidos nucléicos, pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e pela imunohistoquimica.

O padrdo ouro para o diagndstico da brucelose é o isolamento e identificacdo do
agente etioldgico, pois possui a vantagem de ter alta especificidade e capacidade de identificar
diferentes espécies e biovares, importante para o estudo da epidemiologia da doenca (LAGE
et al., 2008). Entretanto essa pratica torna-se pouco viavel para o uso rotineiro, pois é um
método trabalhoso e necessita de laboratorio de biosseguranga nivel 3 (NB3), de material de
boa qualidade (POESTER, 2005), além de profissionais bem treinados e qualificados
(MINHARRO, 2009).
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Para o diagnostico bacterioldgico € importante que sejam utilizados meios de cultura
seletivos, a adi¢do de 5% a 10% de CO,, em especial ao isolé-la pela primeira vez e, contendo
ainda diversos antibioticos que inibam a microbiota secundaria sem afetar o crescimento de
Brucella spp. A bactéria cresce, na maioria das vezes, em presenca de fucsina bésica e é
inibida frente a tionina. As amostras de eleicdo para a tentativa de isolamento dessa bactéria
sdo membranas fetais, feto abortado, leite, swabs vaginais e sémen (BEER, 1999; POESTER
et al., 2006).

O material coletado pode ser enviado congelado (-20°C) ao laboratério desde que
mantenha a temperatura durante o transporte. No caso de material proveniente de tecidos que
ndo seja oriundo de aborto, em fungdo do pequeno nimero de bactérias viaveis, o diagndstico
pode resultar em falso-negativo. Nestes casos, torna-se indicado o uso de meio de
enriquecimento suplementado como forma de melhorar a sensibilidade da técnica. O
enriquecimento com caldo triptose suplementado com a mistura de antibioticos de Farrell,
proporciona um aumento na taxa de isolamento de Brucella spp de amostras contaminadas na
ordem de 50%, mostrando-se uma ferramenta eficiente no diagnéstico da brucelose bovina
(MINHARRO et al., 2009).

Em meio sélido e condi¢cdes ideais, uma cultura leva de trés a sete dias para a
visualizacdo das coldnias, embora se recomende a incubacdo no minimo por trés semanas
(CARTER & CHENGAPPA, 1991). As colbnias sdo pequenas, transllcidas, brilhantes,
convexas, de bordos arredondados e bem definidos e, geralmente, de coloracdo leitosa
(BATHKE, 1988). Uma vez isolada, Brucella spp. podem ser identificadas até género,
estudando-se suas caracteristicas culturais, tintoriais, morfoldgicas e bioquimicas (NIELSEN,
1995).

A Brucella é uma bactéria gram negativa e cora-se bem por métodos tintoriais como
Ziehl-Neelsen e Koster modificados. A microscopia apresentam-se como bastonetes curtos,
isolados aos pares ou em pequenos grupos (LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008),
apresentam caracteristicas bioquimicas como a necessidade de carboidratos, algumas cepas
sdo catalase e oxidade positivas, ndo causam hemolise e muitas delas produzem urease, acido
sulfidrico e reduzem nitrato a nitrito (RIBEIRO et al., 2008; VEJARANO RUIBAL, 2009).

Os avangos nas técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), fornecem novas ferramentas para o diagndstico rapido de diversas
enfermidades, facilitando o diagnostico direto de doencas infecciosas pela identificagdo do
acido nucléico do agente (QUIEPO-ORTUNO et al., 1997).
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Nesta reacdo utilizam-se genes alvos como: genes que codificam proteinas externas de
membrana (BAILEY et al., 1992; LEAL-KLEVEZAS et al., 1995; BARREIRA-SALDANA
et al., 1996; Da COSTA, 1996; FEKETE et al., 1990; GUARINO et al., 2000), seqliéncia de
gene 16S rRNA (HERMAN; RIDDER, 1992), 16S-23S regido inter-génica e genes funcionais
(DA COSTA, 1996), gene ligado a sintese do hormoénio eritritol (BRICKER; HALLING,
1994) e seqliéncias de intersecdes (BRICKER; HALLING, 1994; OUAHANI-BETTACHE et
al., 1996; REDKAR et al., 2001). Estes ensaios tém sido aplicados para a detec¢do da bactéria
e identificacdo das espécies, com um limite de deteccdo de 10 a 100 fg de DNA gendmico
bacteriano, equivalente a 10 a 7000 células por mL de sangue (LEAL-KLEVEZAS et al.,
1995; GUARINO et al., 2000; LEAL-KLEVEZAS et al., 2000) ou leite (LEAL-KLEVEZAS
et al., 1995; RIJPENS et al., 1996; ROMERO, LOPEZ-GONI, 1999; LEAL-KLEVEZAS et
al., 2000; SREEVATSAN et al., 2000).

Além de superar as limitacGes do isolamento do agente por métodos tradicionais de
cultura do microorganismo, a PCR tem se popularizado na identificacdo de Brucella spp.,
especialmente quando utilizados materiais de abortos, sangue e sémen (NOVAIS & PIRES
ALVES, 2004)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variantes (PCR multiplex, gPCR-
tempo real) tém sido desenvolvidas e aplicadas no diagnostico de diferentes patdgenos (KIM
et al., 2007; LIM et al., 2008).

Ensaios por PCR convencional utilizando um par de oligonucleotideo ou varios pares
(PCR-Multiplex) ou até mesmo um coquetel de oligonucleotieos permitem a deteccdo de mais
de uma espécie ou biovares de Brucella (BRICKER; HALLING, 1994; BRICKER,;
HALLING, 1995; EWALT; BRICKER, 2000; SREEVATSAN et al., 2000) ou ainda, a
diferenciacdo entre as amostras vacinais. Essas ferramentas sdo importantes para o
conhecimento detalhado da epidemiologia molecular da doenca e podem ser aplicados em
programas de controle e vigilancia da brucelose (Le FLEHE et al., 2006).

PCR-AMOS ¢é uma multiplex descrita pela primeira vez em 1994 que foi denominada
de acordo com as quatro espécies de Brucella que sdo possiveis de serem identificadas: A de
B. abortus (biovar 1, 2, e 4), M de B. melitensis (biovar 1, 2, e 3), O de B. ovis e S de B. suis
(biovar 1) (BRICKER & HALLING, 1994; BRICKER, 2002).

Esta multiplex baseia na deteccdo de repeticdes in tanden no elemento de insercao
711 (IS711), que é uma regido exclusiva de Brucella spp., que pode variar em nimero de

copias de acordo com as diferentes espécies e biovares (BRICKER, 1994).
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Uma estratégia para a identificacdo e diferenciacdo de B. abortus RB51 amostras 2308
e cepa vacinal B19 foi realizada através do aprimoramento da técnica PCR-AMOS
desenhando um novo oligonucleotideo relacionado ao locus na regido génica IS711 com uma
amplificacdo de um produto de 364pb referente a RB51/2308 (BRICKER, 1995) e a adi¢édo
dos oligonucleotideo eryl e ery2 para diferenciar B. abortus cepa vacinal B19 apresentando
uma delecdo de 702 pares de base no gene eritritol (SANGARI et al., 1994) que reproduz um
fragmento de 567pb (BRICKER E HALLING, 1995).

Outro ensaio para diferenciacdo das espécies B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis e B.
neotomae foi descrito por HINIC et al., (2008); estes ensaios sdo ferramentas adequadas tanto
para a aplicacdo em PCR convencional como na qPCR.

A gPCR é uma tecnologia aprimorada da PCR convencional e da utilizacdo de
fluoréforos associada a utilizacdo da tecnologia Optica e da informatica , possibilitando o
monitoramento da reacdo a cada ciclo e a quantificacdo do fragmentos de DNA e RNA
(DUARTE, 2006; NEWBAY et al. 2003).

Esta técnica é de grande relevancia para o diagndstico de patdgenos, doencas
genéticas, analises de polimorfismo e vem sendo utilizada como um método que apresenta
inlmeras vantagens, tais como a capacidade de fornecer resultados mais rapido do que a PCR
convencional, que necessita da eletroforese para observagdo dos resultados, e a utilidade
como ensaios quantitativos de DNA do patégeno na amostra (BELL; RANFORD-
CARTWRIGHT, 2002).

Além de ser altamente sensivel e especifica, pode ser usada na diferenciacdo de
espécies estreitamente relacionadas (O’MAHONY; HILL, 2002; RONDINI et al., 2003),
apresenta maior reprodutibilidade e acuracia, velocidade na analise e um melhor controle de
qualidade no processo, com menor risco de contaminacdo (NOVAIS & ALVES 2004).

Uma série de abordagens diferentes podem ser utilizadas para gerar o sinal de
fluorescéncia (NEWBAY et al., 2003). O método mais usado atualmente sdo os que utilizam
agentes intercalantes como o SYBR Green | (Invitrogen, EUA), no qual a fluorescéncia basal
aumenta mais de 20x quando o SYBR intercala ao DNA dupla fita, que é formado ao longo
da PCR. Este método possui um baixo custo e apresenta uma boa sensibilidade, podendo ser
utilizado tanto para quantificacdo quanto para diferenciacdo de espécies (PARASHAR et al.,
2006).

Outro sistema comumente utilizado é o TagMan, que consiste em um par de
oligonucleotideos iniciadores e uma sonda, utilizada para identificar sequéncias especificas de

amplicons durante a PCR. Estas sondas apresentam em uma extremidade um reporter e na
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outra um quencher, que aceita energia do fluoréforo e a dissipa na forma de luz ou calor.
Durante a ciclagem da PCR estas sondas hibridizam com a sequéncia de DNA alvo
complementar, na fase de extensdo ela é degradada e ha um aumento da intensidade da
fluorescéncia (HOLLAND et al., 1991).

O ponto que detecta o ciclo no qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial e que
permite a quantificacdo da reagéo é denominado Cycle Threshold (Cg), sendo proporcional ao
namero de copias presente na amostra (NOVAIS & PIRES ALVES, 2004). A quantificacéo
deste ponto é baseada na fluorescencia emitida pela sonda ao ser hibridizada durante a acdo da
Tag-DNA-polimerase, e quanto maior a quantidade inicial do alvo, mais rapidamente o
produto acumulado é detectado na reagdo e, consequentemente menor, o valor do C, (Bricker,
2002).

A utilizacdo de testes diagndsticos em rebanhos e principalmente em frigorificos pode
fornecer dados importantes sobre a epidemiologia da doenca, permitindo assim a deteccao de
focos de doencas e a adocdo de medidas de controle auxiliando assim na integracdo de
fiscalizacdo da defesa sanitaria com o servico de Inspecdo de Produtos de Origem Animal,
podendo ser considerada relevante para o sucesso das atividades propostas pelo PNCEBT
atuando tanto na protecdo do consumidor quanto na vigilancia epidemioldgica (SILVA
JUNIOR, 2008)

Esta técnica com oligonucleotideos iniciadores especificos pode vir a substituir a
caracterizacdo bioquimica e a PCR convencional, permitindo principalmente o diagnostico

rapido e preciso.
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RESUMO

Objetivou-se neste estudo verificar a eficiéncia das técnicas moleculares PCR
convencional e PCR em tempo real (JPCR), como diagnostico de bovinos que apresentavam
lesBes sugestivas de brucelose abatidos em frigorificos do estado de Mato Grosso do Sul. Para
isso, foram utilizados amostras (pulméo, figado, musculo, linfonodos, ligamento cervical) de
20 animais sendo estas seccionadas, processadas e inoculadas em meio de cultura seletivo
Trypticase Soy Agar (TSA) e Trypticase Soy Broth (TSB) suplementados com antimicrobiano
de Farrel para o isolamento de Brucella spp. As col6nias de bactérias obtidas, tanto em meio
liquido, quanto em solido tiveram seu DNA gendmico extraido, inativados e submetidos a
PCR convencional utilizando oligonucleotideos para o gene bcps31, com o intuito de
identificar as bactérias referentes ao género Brucella obtendo uma prevaléncia amostral de
95% (19/20) positivas crescidas em meio liquido e 75% (9/12) positivas crescidas em meio
TSA. As amostras positivas, para o género Brucella, crescidas em meio sélido TSA, foram
submetidas a multiplex PCR AMOS aprimorada para identificacdo de espécies de Brucella
obtendo assim amostras isoladas de B. abortus (biovar 1, 2 e 4) e cepa vacinal B19. Também
foi possivel identificar animais positivos para Brucella utilizado DNA de amostras de sangue
na PCR convencional realizada com os oligonucleotidios bcps31 apresentando uma
prevaléncia de 30% (6/20) e para os oligonucleotidios BruAb_ 0168, especifico para B.
abortus, obteve-se 90% (18/20) das amostras positivas. Na qPCR utilizando estes mesmos
DNA’s de sangue e o oligonucleotideo BruAb_0168 houve uma prevaléncia de 95% (19/20)
das amostras positivas para B.abortus. Conclui-se que, técnicas como PCR convencional e
gPCR utilizando amostras de sangue total de bovinos abatidos em frigorifico com lesGes
sugestiva, mostrou-se eficiente na deteccdo de animais positivos para Brucelose, podendo
assim ser disponibilizado ao MAPA como um método sensivel e especifico que os atuais
utilizados.

Palavras - chave: Brucella spp., Diagndstico, PCR Convencional, PCR em Tempo Real.
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INTRODUCAO

A brucelose é uma zoonose causada por bactérias gram-negativas, intracelulares
facultativas que acometem os seres humanos, animais domesticos e silvestres (Godfroid et al.
2005; Acha & Szyfres 2003). Em bovinos a doenca € causada principalmente pela espécie
Brucella abortus, sendo o aborto sua principal caracteristica devido & grande replicacdo das
bactérias no trofoblasto placentério. A morte e expulséo fetal ocorrem entre o sexto e o oitavo
més de gestacdo e a persisténcia da bactéria nos macrofagos leva a infecgdes cronicas (Roop
et al. 2009).

Além de B. abortus em bovinos, outras nove espécies de Brucella ja foram
classificadas, sendo que a denominacdo é de acordo com o hospedeiro de onde estas foram
isoladas: Brucella melitensis em caprinos; Brucella ovis em ovinos; Brucella suis em suinos;
Brucella neotomae em ratos do deserto; Brucella canis em canideos (Corbel; Brinley-Morgan
1984); Brucella ceti em golfinhos e baleias; Brucella pinnipedialis em focas e leGes marinhos
(Foster et al. 2007); Brucella microti no roedor Microtusarvalis (Scholz et al. 2008); e

Brucella inopinata em humanos (Scholz et al. 2010).

O isolamento e identificacdo da bactéria sdo testes diretos e considerados como padrao
ouro, porém é muito complexo devido as exigéncias de crescimento de Brucella spp.
(Minharro 2009).

Avancos nas técnicas de biologia molecular fornecem novas ferramentas para o
diagnostico rapido de diversas enfermidades. A PCR e suas variantes (PCR multiplex, PCR
em tempo real) tém sido desenvolvidas e aplicadas no diagnéstico de diferentes patdgenos
(Kim et al. 2007; Lim et al. 2008) e inclusive para identificacio de Brucella spp.,
especialmente quando utilizados materiais de abortos, sangue e sémem (Quiepo-Ortuno et al.
1997).

Ensaios por PCR utilizando um par de oligonucleotideos ou varios pares (PCR-
Multiplex) permitem a deteccdo de mais de uma espécie ou biovares de Brucella (Bricker &
Halling 1994; Bricker & Halling 1995; Ewalt & Bricker 2000; Sreevatsan et al. 2000) ou
ainda, a diferenciacdo entre as amostras vacinais. A PCR-AMOS (AMOS significa as iniciais

das quatro espécies de Brucella que sdo identificadas por este teste) € uma PCR-multiplex
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desenvolvida para a identificacdo e diferenciacdo de quatro espécies de Brucella: B. abortus
(biovar 1, 2, e 4), B. melitensis (biovar 1, 2, e 3), B. ovis e B. suis (biovar 1) (Bricker 2002;
Bricker & Halling 1994), cepa selvagem 2308 e as cepas vacinais B19 e RB51 (Bricker &
Halling 1995).

A gPCR (PCR em Tempo Real) , alem de ser mais sensivel e especifica, tem a
vantagem de identificar o DNA bacteriano em pequenas quantidades em amostras clinicas em
um curto periodo de tempo, quando comparado a PCR convencional (Stralin et al. 2006;
Markoulatos et al. 2000; Bounaadja et al. 2009).

Assim, com este estudo, objetivou-se verificar a eficiéncia das técnicas moleculares
PCR convencional e qPCR, utilizando o sangue de bovinos abatidos em frigorifico com lesdes
sugestivas para brucelose, a fim de disponibilizar ao MAPA um método mais rapido, sensivel

e especifico que os atuais utilizados.

MATERIAL E METODOS

Amostras — Foram utilizadas amostras de pulmdo, figado, mdsculo, linfonodos,
ligamento cervical e sangue (coletado da artéria braquiocefalica) de 20 bovinos, abatidos em
frigorifico, sob Inspecdo Federal, que apresentavam lesdes sugestivas de brucelose (Figura 1),
provenientes de diversas propriedades do Estado de Mato Grosso do Sul, no periodo de
Agosto de 2008 a Abril de 2010.

Amostras padrdo - As amostras de B. abortus B19, B. abortus RB51, B. abortus 544,
B. ovis, B. suis biovar 1, B. melitensis biovar 1, inativadas por calor, foram gentilmente
cedidas pelo MsC. Paulo Martins Soares Filho do Laboratério Nacional Agropecuério de
Pedro Leopoldo, MG (LANAGRO-MG/MAPA).

Processamento e cultivo microbiologico das amostras - As amostras clinicas foram
identificadas e mantidas a -80°C no Laboratério de Engenharia Genética Animal da Embrapa
Gado de Corte e transportadas para o Laboratorio de Bacteriologia Aplicada, no
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva - Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, onde foram processadas. As amostras foram retiradas do freezer 24 horas

antes, e descongeladas lentamente em geladeira. Os tecidos foram colocados em bandejas
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estéreis e dissecados com auxilio de tesouras e pingas. Animais que continham mais de uma
amostra coletada, foi realizado um homogeneizado dessas e feito um “Pool”, formando uma
s6 amostra. Fragmentos de aproximadamente 1cm® foram colocados em placas de Petri
descartaveis. Em seguida, foram transferidos para sacos de homogeneizacéo e acrescidos de
cerca de 100 mL de PBS 1X estéril. Foram homogeneizados usando stomacher (Modelo MC
1204, ITR, Brasil) por 5 minutos com 400 golpes/minutos e 100 uL destes foram semeados
no meio de cultura seletivo sélido, Trypticase Soy Agar (TSA) e liquido, Trypticase Soy
Broth (TSB) (Alton et al. 1988; OIE 2004). Os materiais utilizados como meio de cultura
foram suplementados com antimicrobianos de Farrell (Brucella Selective Supplement
SR0O083A, Oxid, UK) (FARRELL 1974) e anflotrinina 0,2mg/mL.

As placas e tubos foram incubados em estufa com 5% de CO, a 37°C. Paralelamente,
amostras do homogeneizado obtidas no stomacher foram estocadas em criotubos e
armazenadas em freezer -80 °C. Em seguida, 1 mL do homogeneizado foi centrifugado a
14000 xg por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o precitado foi ressuspendido
em 100 pL de tris EDTA (TE) (10mM Tris HCI pH 7,4, ImM EDTA pH 8,0 ). As amostras
foram inativadas em banho-maria a 85°C por 2 horas. Apds a inativacdo este material foi

armazenado para posterior extracdo de DNA gendmico.

Obtencéo das colbnias de Brucella spp. - A cada 48 horas, durante sete dias, as placas
foram visualizadas para verificar se houve crescimento de colénias bacterianas. Casos em que
ndo houve crescimento bacteriano, novas placas contendo meio TSA foram inoculadas com
200 pL do caldo TSB mantido em crescimento durante 7 dias e novamente observadas pelo

mesmo periodo para a verificagdo de crescimento de colonias.

Das colonias de Brucella spp. isoladas, foi realizada cultura em meio TSB e parte
desta cultura foi armazenadas em meio de congelamento em criotubos e estocadas em freezer
-80 °C. A outra parte foi transferida para tubos do tipo eppendorf contendo 1mL de PBS 1X.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 xg por 5 minutos. Apo6s o sobrenadante
foi descartado, o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de TE e posteriormente as amostras

foram inativadas em banho maria a 85 °C por 2 horas para posterior extragdo de DNA.

Extracdo de DNA gendomico - Culturas das coldnias isoladas, com morfologia
sugestiva de Brucella spp., do caldo e das cepas padrdo de Brucella spp., todas inativadas,

foram submetidas a extracdo de DNA conforme descrito por Picher et al. (1989).
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Para a extracdo de DNA de sangue, foram utilizados 300uL da amostras e
acrescentados 500uL de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 20% homogeneizado por inversdo e
incubado a 65 °C por 60 minutos. Foi adicionado 800uL de cloroférmio e agitado
vigorosamente em vortex, em seguida foi adicionado 400uL da solucdo de precipitacdo
protéica (3M C,H3KO,, 2M CH3COOH) e homogeneizados novamente. As amostras foram
centrifugadas a 14000 xg por 15 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi coletado e
tratado com 1mL de etanol absoluto gelado e homogeneizado por inversdo até formar um
precipitado. As amostras permaneceram a temperatura de -20°C por 12 horas. Apos esse
periodo as amostras refrigeradas foram centrifugadas a 14000 xg por 5 minutos, s6 o
sobrenadante foi descartado e ao sedimento formado foi adicionado 1mL de etanol 70%. Logo
apos, as amostras foram centrifugada a 14000 xg/5 min. e o sobrenadante descartado. Os
sedimentos foram secos em temperatura ambiente e ressuspendidos em 50uL de TE e
estocado a —-20°C. A concentracdo e a qualidade do DNA foram avaliadas em
espectrofotdbmetro Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific) e por eletroforese em gel de

agarose, corado com Syber Gold (Invitrogen) e visualizado em transiluminador ultravioleta.

PCR convencional — Para as reaces de PCR com o DNA extraido do caldo, da cultura
das colbnias isoladas e do sangue total foram realizadas utilizando os oligonucleotideos
descritos na Tabela 1. Para a identificacdo de Brucella spp. utilizou-se o par de
oligonuceotideos bcps31 referente ao gene BCPS da bactéria do género Brucella, conforme
Baily et al. (1992).

Foi realizada a PCR do DNA de caldo e sangue com os oligonuceotideos
BruAb_0168, referente ao gene especifico a Brucella abortus (BruAb_0168) amplificando um

fragmento de 81pb descrito por Hinic et al. (2008).

A técnica PCR-AMOS foi realizada com o DNA extraido das culturas das coldnias
isoladas em meio TSA positivas para a PCR com os oligonucleotideos bcps31. A reacédo e

termociclagem foram realizadas seguindo os mesmos padrdes de Bricker & Halling (1995).

As analises dos produtos amplificados foram realizadas por eletroforese em gel de
agarose 1% (bcps3l e AMOS) e 3% (BruAb_0168), corados com brometo de etideo e

visualizados em transluminador ultravioleta.

PCR em tempo real — Esta técnica foi utilizada para as amostras de DNA de sangue.

As reagdes foram realizadas em duplicata em volume final de 12,5 pL, contendo 6,25 pL de
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Platinum® SYBR® Green/Rox 2x (Invitrogen, EUA), 5pmoL de cada oligonucleotideo
iniciador e aproximadamente 50 ng de DNA gendmico extraido de sangue. A termociclagem
foi realizada em termociclador StepOne Plus (Applied Biosistmes) de acordo com Hinic et al.,
(2009).

Para a avaliacdo e quantificacdo das amostras foi construida uma curva padréo a partir
de DNA extraido de cultura em meio TSA da cepa de referéncia selvagem 2308 de B.
abortus. A amostra de DNA foi extraida e quantificada por espectrofotometria em Nanodrop
(NDZ1000 Thermo Scienific) e 0 nimero de cépias de DNA por pL foi determinado conforme

descrito por Ke et al. 2006, utilizando a férmula:

6x10 (copias/mol) x concentragdo(g/ul) = (copias/ ul)
Massa molar (g/mol)

A partir da cepa de referéncia foram realizadas dilui¢cdes seriadas em concentragoes
variando de 1x10° & 1x10' copias de DNA/uL. Todas as reacdes foram realizadas em

duplicata.

Como controle positivo nas reagdes, utilizou-se DNA extraido da cepa de referéncia
selvagem 2308 de B. abortus. Como controle interno da reacdo, utilizou-se agua livre de

nucleases.

Para a confirmacdo da especificidade da reacdo, quatro animais negativos de
brucelose provenientes de uma propriedade certificada pelo MAPA/Brasil como livre de
Brucelose e Tuberculose, foram utilizados como controle negativo e avaliados por qPCR.

Analises estatisticas — As PCR convencionais realizadas com os oligonucleotideos
iniciadores bcps31 e BruAb_ 0168, utilizados tanto com o DNA extraido de sangue como o
DNA do caldo em meio TSB, foram comparados pelo teste de Qui-Quadrado. Além da
comparacao entre as PCR convencionais, este teste também foi aplicado a fim de comparar as

PCR convencionais com gPCR utilizando o DNA extraido de sangue.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Das 20 amostras cultivadas em meio TSB, foi possivel observar crescimento
bacteriano em 100% das amostras, porém quando cultivadas em TSA este crescimento
bacteriano foi de 60% (Tabela 3). Segundo Waltman (2000), a utilizacdo de meio liquido
enriquecido, por fornecer nutrientes necessarios e suficientes para o restabelecimento das
celulas bacterianas danificadas, pode facilitar o isolamento de microorganismos como
Brucella abortus, podendo assim justificar a alta eficiéncia do meio TSB, em comparagéo ao
meio TSA.

A execucdo da técnica de isolamento possui certa dificuldade em funcéo das espécies
de Brucella serem fastidiosas e exigirem meios ricos em nutrientes para o seu crescimento e
isolamento priméario. A sensibilidade desta técnica também pode estar correlacionada
diretamente com a natureza da amostra e com o numero de bactérias viaveis na mesma (Alton
et al. 1988), outro fator importante que pode interferir no isolamento da bactéria € o processo
de congelamento das amostras que pode contribuir para uma situacdo de estresse da bactéria
permitindo assim a diminuicdo da sua viabilidade (Waltman 2000).

No Brasil, poucos sdo 0s estudos que visam identificar as espécies e biovares de
Brucella que acometem os bovideos, entretanto ja foram identificadas B. abortus biovares 1, 2

e 3 e B. suis biovar 1 acometendo estes hospedeiros (BRASIL 2006).

Bovinos e bubalinos sdo susceptiveis as espécies B. suis e B. melitensis, embora a
espécie mais prevalente é B. abortus, que apresenta oito biovares (1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 e a estirpe
vacinal B19) que sdo diferentes quanto a viruléncia, patogenicidade e importante para 0s

estudos epidemioldgicos moleculares (Acha; Szyfres 1986; Paulin; Ferreira Neto 2003).

O isolamento é o método de considerado como “padrdo ouro”, para a identificacdo das
espécies de Brucella por apresentar uma alta especificidade (Lage et al. 2008) e classicamente
a deteccdo e identificacdo de Brucella spp. e biovares sdo baseadas na analise da morfologia
colonial e identificacdo bioquimica das col6nias isoladas. Embora as informagdes sejam
altamente validadas, este método exige tempo, mado de obra experiente e laboratério
especializado de seguranca nivel 3 (HERMAN & DERIDDER, 1992).
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Neste estudo foi realizada a identificacdo das espécies de Brucella pela técnica
AMOS-PCR das amostras obtidas por isolamento da bactéria em meio TSA a partir de lesdes
sugestivas para brucelose. As amostras foram identificadas como positivas para Brucella
abortus biovar (1, 2 ou 4) e para cepa vacinal B19 sem nenhuma utilizacdo de testes

bioquimicos.

Em 1992, Baily e colaboradores realizaram um estudo baseado no gene bcps,
utilizando o teste de PCR convencional com um unico par de oligonucleotidios apresentando
uma boa especificidade, ao permitir a diferenciacdo de Brucella spp. de outros patégenos

gram-negativos.

Neste estudo quando analisado o DNA extraido de col6nias isoladas em meio TSA,
pela técnica de PCR convencional, utilizando os oligonucleotideos bcps31, foi possivel
constatar que 75% (9/12) apresentaram uma amplificacdo de 232 pb, confirmando que as

mesmas sao pertencentes ao género Brucella.

Dessas coldnias positivas para os oligonucleotidios bcps31, foi realizada a técnica
AMOS-PCR desenvolvida por Bricker e Halling (1994). Este ensaio multiplex é capaz de
diferenciar Brucella em nivel de espécies. Este teste € espécie-especifico correspondendo a
identificacdo de Brucella abortus, Brucella melitesis, Brucella ovis e Brucella suis (AMOS) e
baseia-se no local de inser¢do do elemento IS711. Esses mesmos autores aprimoraram esta
técnica adicionando oligonucleotidios capazes de diferenciar animais naturalmente infectados

com as cepas vacinais B19 e RB51 Bricker e Halling (1995).

Foi possivel constatar que 66,66% (6/9) apresentaram-se positivas para B. abortus
(biovares 1, 2 ou 4), quando amplificaram dois fragmentos (498 pb referente a B. abortus e
178 pb que corresponde ao gene ery); 22,22% (2/9) apresentaram-se positivas para a cepa
vacinal B19, amplificando apenas um fragmento de 498 pb e 11,11% (1/9) foram negativos

para Brucella (figura 2).

Com este estudo foi possivel identificar em dois animais com lesdo sugestiva para
Brucelose, por meio da PCR-AMOS, a cepa vacinal B19, sendo que um desses animais
também foi possivel isolar e identificar a cepa selvagem B. abortus. Uma das hipdteses para o
isolamento da amostra vacinal pode ser devido ao erro na aplicagdo da vacina, como:
vacinagdo apos 8 meses de idade, doses elevadas, animais com baixo estado imunoldgico,
entre outras (Shurig et al. 2002).
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Para analisar as amostras de caldo obtidas dos 20 animais, 0 DNA extraido destas foi
analisado pela técnica de PCR convencional utilizando os oligonucleotidios bcps31 e
BruAb_0168. Das
PCRs com o oligonucleotideo bcps31 foi possivel constatar que 95% das amostras (19/20)
apresentaram uma amplificacdo de 223 pb, confirmando que as mesmas sdo pertencentes ao
género Brucella. Quando utilizado o oligonucleotideo BruAb_0168 foi possivel constatar que
100% (20/20) amplificaram o fragmento de 81pb, mostrando-se positivas para a presenca de

B. abortus.

Quando analisado o DNA extraido de sangue dos 20 animais, pela técnica de PCR
convencional utilizando o oligonucleotideo bcps31 foi possivel observar que 30% (6/20) dos
animais foram positivos, amplificando o fragmento de 223pb (Figura 3). Porém, quando
utilizando os oligonucleotidios BruAb_ 0168, 90% (18/20) dos animais apresentaram-se
positivos para B. abortus, amplificando um fragmento de 81pb (Figura 4) apresentando uma

diferenca significativa (p<0,0001) entre estes testes.

Uma possivel explicagdo para a diferenga significativa dos oligonucleotidios utilizados
na PCR convencional para as amostras de sangue € o tamanho do produto amplificado por
eles e da bacteremia de cada animal. O oligonucleotideo bcps31 amplifica um produto de
223pb, j& o BruAb_0168 amplifica um produto de apenas 81pb. Essa diferenca pode ser
responsavel pelo aumento da sensibilidade do oligonucleotideo BruAb_0168. Embora um
estudo realizado no Egito, em 2009, por El Kholy e colaboradores, utilizando a PCR com o
oligonucleotideo bcps31 para DNA extraido de sangue de humanos, com suspeita de

brucelose, mostrou que a técnica apresentou alta sensibilidade e especificidade.

Neste estudo o oligonucleotideo bcps31 ndo se mostrou tdo eficaz na detecgdo do
patdgeno pela PCR utilizando DNA extraido de sangue em comparacdo ao oligonucleotideo
BruAb_0168, descrito por Hinic et al (2008), que desenhou este oligonucleotideo baseado na
insercdo do elemento 1S711, estavel em numero e posicdo, sendo ele utilizado para uma

deteccdo rapida, sensivel e precisa para B. abortus.

As reacbes de gPCR foram realizadas neste estudo com o oligonucleotideo
BruAb_0168, utilizando-se 0 DNA extraido do sangue total dos animais. As amplificagdes

resultaram em fragmentos de DNA com temperatura média de dissociagdo (Tm) de 84,42°C
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e mostrou-se sensivel detectando 95% (19/20) dos animais positivos, e apenas um animal

negativo (Figura 5).

Para a confirmacdo da especificidade da reagdo, foram utilizados na gPCR quatro
animais provenientes de uma propriedade certificada pelo MAPA como livre de Brucelose e
Tuberculose. Todos 0s animais apresentaram negativos (Figura 6) confirmando assim a

especificidade da técnica e do oligonucleotideo BruAb_0168.

Sednadh et al. (2006) realizaram um estudo avaliando o método convencional e gPCR
para deteccdo de B. abortus em amostras de sangue, leite e linfonodo de vacas naturalmente
infectadas. O sangue ndo se mostrou uma amostra ideal para a deteccdo deste patdgeno. N&o
foi encontrada nenhuma vantagem no uso da qPCR sobre os métodos convencionais

sorologicos e bacterioldgicos.

Ja neste estudo a utilizacdo da amostra de sangue para a realizacdo da qPCR mostrou-
se eficaz, embora esta técnica ndo apresentou uma diferenca significativa (p=0,5483) em
relagdo a utilizacdo desta mesma amostra na técnica de PCR convencional. No entanto a
gPCR é mais vantajosa, com relacdo a PCR convencional, devido ao menor tempo utilizado
para realizar sua reacdo e principalmente por gerar resultados quantitativos possibilitando
assim a estimativa da bacteremia do animal e por ser uma técnica menos laboriosa (Queipo-
Ortufio et al. 2009).

Ao identificar as 20 amostras provenientes de diferentes frigorificos, foi possivel
constatar uma varia¢do nos resultados encontrados pelos diferentes testes (Tabela 3) porém,
embora houvesse essa variacdo, foi possivel observar que a espécie Brucella abortus foi a que
apresentou a maior prevaléncia amostral, validando, desta forma, os achados descritos
anteriormente no pais e no mundo (Godfroid et al. 2011; Poester et al. 2002).

Os resultados tém sido sempre varidveis quando comparado com sorologia e
bacteriologia. Pode haver um numero de razdes pelas quais o ensaio de PCR para B. abortus
ainda ndo superou os métodos soroldgicos e bacterioldgicos. O estagio da infeccdo pode
influenciar o nimero e localizacdo de bactérias e a presenca de grandes quantidades de DNA

gendmico bovino pode ter inibi¢do que afeta no ensaio de PCR (Sednadh et al. 2005).
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O método de extracdo de DNA bacteriano em amostras de sangue de bovinos, pode ser
crucial para a capacidade de detectar Brucella pela técnica de PCR, devido a baixa quantidade
UFC/mL contido neste material (AL-AJLAN et al. 2011).

Com a realizacdo da curva padrdao (Figura 7) foi possivel a quantificacdo da
bacteremia por qPCR utilizando SYBR GREEN de 9 animais avaliados (Tabela 3) por meio
da amplificacdo do produto especifico (Figura 7). Provavelmente, devido a erros de
manipulacéo, ndo foi possivel a quantificacdo de 10 animais (Figura 8).

Conclui-se que, técnicas de biologia molecular como PCR convencional e gPCR
utilizando amostras de sangue total de bovinos abatidos em frigorifico com lesdes sugestiva,
mostrou-se eficiente na detec¢do de animais positivos para Brucelose, podendo assim ser
disponibilizado ao MAPA como um método mais rapido, sensivel e especifico que os atuais

utilizados.
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Fonte: Renata Cunha Madureira — Fiscal Federal - MAPA

FIGURAL: Fotografia de uma lesdo sugestiva de brucelose bovina no ligamento cervical de animal
abatido em frigorifico sob inspecdo federal em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

(=>]

=

5 ” 2 o - 2

g 8 g F = 2 g

o
o o 2 « o3 = -~ B o g 2 3

3 : : r : 2
= = 2 g8 B 5 = 2 S 25 2 3 5
© i < <g§wwgg =
2 o @ E s 5 e
=} chr—l—‘ w828 ok e E 5
= z = M O g o &§ AW S=

3 4 ©5

*9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21

FIGURA 2: Amplificacdo da PCR-AMOS com DNA extraido de col6nias cultivadas em meio
TSA, positivas para Brucella spp, identificadas por PCR convencional utilizando os
oligonucleotidios bcps31, de animais de frigorificos com lesdes sugestivas para brucelose.
Canaletas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 16 e 17 = apresentando amplificacdo de um
produto de 498pb e uma de 178pb referente animais positivos para B. abortus biovar (1, 2 e
4); 5 e 17= amplificacdo de um produto de 498pb referente a cepa vacinal B19; 11 e 12=
animais negativo;18= controle positivo B. abortus 544; 19=, controle positivo B. melitesis
M16; 20= controle positivo B. ovis Reo 198; 21= controle positivo B. suis; 22= controle
positivo B. abortus vacinal RB51; 23= controle positivo B. abortus controle vacinal B19 e

24= controle negativo.
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FIGURA 3: PCR convencional de DNA extraido de sangue de bovinos de frigorifico com
lesbes sugestivas para brucelose utilizando o oligonucleotideos bcps31. Canaletas: 1=
marcador molecular 1 Kb Plus; 2 e 3 = animais positivos; 4 e 5= animais negativos;

6=controle negativo e 7= controle positivo utilizando cepa a campo 2308.

81 Animal positivo
C+
C

I Viarcador

75pb ——

FIGURA 4: PCR convencional de DNA extraido de sangue de bovinos de frigorifico com
lesbes sugestivas para brucelose utilizando o oligonucleotideos BruAb_0168. Canaletas: 1=
marcador molecular low molecular weight DNA ladder (25pb-766pb); 2= animal positivo; 3=

controle positivo utilizando cepa a campo 2308 e 4= controle negativo da PCR.
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FIGURA 5: Padrdo da curva de dissociacdo (Melt curve) especifica para o oligonucleotideo

iniciadores BruAb_0168. Como controle negativo foi utilizando material livre de DNA;

como controle positivo o DNA de Brucella abortus cepa selvagem 2308; amplificacdo de um

produto referente a B. abortus utilizando o DNA de um animal abatido em frigorifico com

lesdo sugestiva e animal negativo. O eixo Y corresponde ao reporter derivado (-Rn) e o eixo

X corresponde & temperatura de dissociagdo (Tm).
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FIGURA 6: Padrdo da curva de dissociacdao (Melt curve) especifica para os oligonucleotideos

iniciadores BruAb 0168 com DNA de Brucella abortus cepa padrdo 2308 como controle

positivo, animal certificado pelo MAPA como negativo para brucelose e controle negativo. O

eixo Y corresponde ao reporter derivado (-Rn) e o eixo X corresponde a temperatura de

dissociacéo (Tm).
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FIGURA 7: Curva padréo do teste de sensibilidade dos iniciadores BruAb_0168 com DNA da

cepa padrédo Brucella abortus 2308. O eixo Y (Cq - Ciclo de Threshold) corresponde ao ciclo

limiar de amplificacéo, e o eixo X a concentragcdo de DNA na amostra.
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FIGURA 8: Padrdo da curva de dissociacdo (Melt curve) especifica para os oligonucleotidios
iniciadores BruAb_0168 com DNA de Brucella abortus cepa padrdo 2308 como controle
positivo, animal quantificado, animais ndo quantificados e controle negativo. O eixo Y

corresponde ao reporter derivado (-Rn) e o eixo X corresponde a temperatura de dissociacao.
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TABELA I: Descricdo dos oligonucleotidios iniciadores utilizados para a identificacdo de

Brucella spp na PCR convencional e qPCR.

Oligonucleotideo Patégeno Sequéncia 5°-3’ Pares Referéncia
de
Bases

BHBa*® B. abortus GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC 498
BHBmM?¢ B. melitensis AAATCGCGTCCTTGCTGGTCTGA 731
BHBo*® B. ovis CGGGTTCTGGCACCATCGTCG 976

Bricker; Halling 1994
BHBs*¢ B. suis GCGCGGTTTTCTGAAGGTTCAGG 285
BHIS7112Pd Brucella spp. TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT -
ery ad B . abortus GCGCCGCGAAGAACTTATCAA 178

B19 CGCCATGTTAGCGCGGGTGA

Bricker; Halling 1995
RB51/2308%¢ RB51/2308 CCCCGCAAGATATGCTTCGATCC 364
BruAb_0168° B. abortus GCACACTCACCTTCCACAACAA 81 Hinic et al. 2008

CCCCGTTCTGCACCAGACT

bcsp31d Brucella TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 223

CGCGCTTGCCTTTCAAGGTCTG

Baily et al. 1992

“Oligonucleotideos utilizados na PCR-AMOS; °Oligonucleotideo utilizado como reverso para 0s outros
oligonucleotideos na PCR-AMOS;

%Oligonucleotideo utilizado na PCR convencional.

“Oligonucleotideos utilizado na PCR

convencional e QPCR;
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TABELA 11I: Resultado das técnicas de isolamento, PCR convencional e gPCR utilizando
os oligonucleotidios bcps31, Bru_Ab0168 e AMOS-PCR com amostras de DNA extraido de
sangue, meio liquido TSB e meio sélido TSA dos animais de frigorificos com lesdo

sugestiva para brucelose.

PCR Convencional PCR-TR
Isolamento TSA TSB Sangue Sangue
Amostra TSA  TSB bcps31 AMOS bcps31 BruAb 0168 bcps31 BruAb 0168 BruAb 0168

1 + + + B. abortus + + + + +
2 + + + B. abortus + + + + +
3 + - + + - +
4 + + + 519 + + - + +
5 + - + + + + +
b + + + - + +
7 - + + + + +
8 + + - - - + + +
9 + + + B. abortus + + + +
10 + + - + + + +
11 + + - - + + + +
12 + + + B. abortus + + - + +
13 - + - + + + + +
14 + + + + + +
15 + + - - + + + + +
16 + + B. abortus + + - + +
17 + + + + + - +
18 + - - + + + -
19 + + B. abortus + + + +
20 + + + B.ab/519 + + + +

TABELA 1V: Tabela da quantificagdo dos animais positivos na gPCR para Brucella abortus

utilizando os oligonucleotideos BruAb_0168 por meio da curva de amplificacdo na gPCR

com SYBR GREEN.

Amostras Quantificacao® Erro
1 895.43 -
2 1, 386.216 -
3 8.851 ;
47,11 - Multiplos picos de (TD)?
5; 8; 12; 14;15;16;19 - Alto desvio na replicacéo
6 19, 922.232 -
9 19, 682.480 -
10 3.338 -
13 329.836 -
17 7.433 -
18 - -
20 442.843 -

alTemperatura de Dissociac&o,”Quantificacio referente ao niimero de cépias do DNA da bactéria/pL
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