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Resumo

RECUERO, Ana Lucia Coelho. Brucelose bovina: avaliagdo de testes
sorologicos apols aplicacdo de levamisole 2014. 114f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pés-Graduagdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, RS, Brasil.

O objetivo deste trabalho foi descrever reacfes soroldgicas falso-positivas (FPSR)
em um estudo com 989 bovinos sorologicamente negativos, provenientes de
propriedades com e sem histéria de aborto por brucella spp, bem como avaliar as
ligagbes entre alguns fatores individuais ou de rebanho e a ocorréncia destes FPSR.
Usou-se o teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) em todos os animais e
os bovinos reagentes ao AAT na primeira coleta de sangue, se confirmados pelos
testes 2 Mercaptoetanol (2ME) e Fluorescéncia da Luz Polarizada (FPA) foram
encaminhados ao abate sanitario. Os ndo reagentes no dia zero foram inoculados
com Levamisole (782) e dois grupos controles (207) com solucéo fisiologica (100) e
com Ivermectina (107). Os dois grupos controles foram negativos em todos os
testes. O grupo Levamisole apresentou uma incidéncia global (It) de 1,41% de
FPSR. O risco relativo (RR) de FPSR na primavera foi 23,42 vezes mais provavel do
gue nas outras estacdes. A Fracdo Etiologica do Risco (FER) mostrou que 95,73%
das FPSR ocorreram pela exposicdo ao levamisole mais o efeito primavera. A
incidéncia de animais FPSR com Condicdo Corporal ruim (CCr) foi 10,34% e nos
com CC boa (CCb) foi 1.06%. O RR de FPSR com CC: foi 9,74 vezes mais provavel
do que nos CCp. A FER mostrou que 89,73% dos FPSR ocorreram pela exposicéo
ao levamisole mais a CC;. A utilizacdo do Levamisole como imunoestimulante e anti-
helmintico permanece recomendada, entretanto, deve ser observado um periodo de
caréncia de no minimo 15 dias entre aplicacdo do medicamento e realizacdo do
diagnéstico para brucelose bovina

Palavras-chave: Brucella. Diagnéstico. Falso-positivo. FPSR. Bovinos.



Abstract

RECUERO, Ana Lucia Coelho. Brucelose bovina: avaliagdo de testes
sorologicos apols aplicacdo de levamisole 2014. 114f. Tese (Doutorado) —
Programa de Pdés-Graduagdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, RS, Brasil.

The aim of this study was to describe false-positive serological reactions (FPSR) in a
study of 989 serologically negative cattle from farms with and without a history of
abortion Brucella spp, as well as evaluating the links between some individual or
herd factors and the occurrence these FPSR. We use the test Buffered Acidified
Antigen (AAT) in all animals and reagents in the AAT first blood sample, if confirmed
by tests 2 Mercaptoethanol (2ME) and Fluorescence Polarization Assay (FPA) were
referred to stamping. Non reagents were inoculated on day zero with Levamisole
(782) and two control groups (207) with saline (100) and Ivermectin (107). The two
control groups were negative in all tests. The levamisole group had an overall
incidence (I1) of 1.41 % of FPSR. The Relative Risk (RR) of FPSR spring was 23.42
times more likely than in other seasons. Fraction Etiologically Risk (FER) showed
that 95.73 % of FPSR occurred by exposure to levamisole plus the spring effect. The
incidence of animals with FPSR with Body Condition (CCr) poor was 10.34 % and
with good CC (CCyp) was 6.1 %. The RR of FPSR with CCr was 9.74 times more likely
than in CCp. The FER showed that 89.73 % of FPSR occurred by exposure to
levamisole more CC:. The use of levamisole as an immunostimulant and anthelmintic
remains recommended, however, a grace period of at least 15 days must be
observed between application of the product and make the diagnosis for bovine
brucellosis

Key words: Brucella. False-positive. FPSR. Cattle.



Lista de Tabelas

pagina
TABELA 1 Anadlise soroldgica para Brucelose de 782 fémeas bovinas com mais

de 24 meses, apds tratamento com levamisole..............cc.ccoenee. 29



Lista de Abreviaturas
2ME — Dois Mercaptoetanol
AAT — Antigeno Acidificado Tamponado
CC - Condicao corporal dos animais
CCyp — Condigéao corporal boa
CC: — Condicéo corporal ruim
DRy — Diferenca de risco na populagéao
FAe — Fracéo atribuivel nos expostos
FAp — Fracao atribuivel populacional
FER — Fracéo Etiolégica de Risco
FPA — Ensaio de Polarizacdo da Fluorescéncia
FPSR — Reacdes soroldgicas falso-positivas
GLEV1- Grupo levamisole 7,5%
GLEV2 - Grupo levamisole 18,8%
HB — Histdrico de brucelose na propriedade
IgG — Imunoglobulina G
IgM — Imunoglobulina M
It — Risco Absoluto
MAPA — Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
p-Fisher — valor de p no teste de Fisher
PMN — Polimorfos Nucleares
p-Yates — valor de p no teste de Yates
Rne — Risco Absoluto nos ndo expostos

RR — Risco Relativo



N

Sumario

Introducao 14
Objetivos 16
Artigos 17
3.1. Artigo 1. Brucelose bovina: avaliacdo de testes sorologicos
apos aplicacéao de Levamisole 17
Abstract 18
Resumo 19
Introducao 20
Materiais e Métodos 23
Resultados 27
Discussao 30
Concluséo 33
Agradecimentos 34
Bibliografia 35
3.2. Artigo 2. Da Brucella melitensis a Brucella inopinata 38
Resumo 38
Summary 39
Historico 40
Importancia 45
Etiologia 47
Sobrevivéncia do Agente no Hospedeiro 59
Sobrevivéncia do Agente no Ambiente 63
Epidemiologia 65
Sinais Clinicos 70
Patogenia 72
Diagnostico 76
Tratamento Humano 81
Tratamento Animal 83
Vacinacao 84
Prevencéo e Controle 88
Concluséo 90
Bibliografia 93
Concluséo Geral 108

Anexos 112



1 INTRODUCAO

O género Brucella sobreviveu 107 anos, desde a descoberta do micrococus
melitensis N0 homem por David Bruce em 1887 até a descoberta da B. canis em
caninos por Carmichael em 1968 nos Estados Unidos, com apenas seis espécies
conhecidas. A partir de 1994 até o ano de 2010, se passaram apenas 16 anos e
foram descobertas oficialmente mais quatro novas espécies. Todas essas dez
espécies com nomes validos sdo altamente relacionadas umas com as outras. Uma
vasta gama de espécies animais esté ultimamente sendo implicada como portadores
de uma série de novas, ainda ndo descritas, espécies de Brucella e, apesar dos
avancos recentes, os determinantes moleculares e 0s mecanismos de viruléncia da
Brucella s6 estdo apenas comecando a ser compreendidos, sendo premente uma

revisdo mais atualizada.

E sabido que dentro da margem de sensibilidade e especificidade dos testes
de diagnostico para a brucelose, podem ocorrer reacdes falso-positivas e/ou falso-

negativas.

A sensibilidade de um teste de diagnéstico é a capacidade do mesmo
apresentar um resultado positivo quando o individuo testado possui a doenca em
estudo. Se novas espécies de Brucella estdo recentemente sendo descobertas, é
possivel que os testes que utilizam antigenos velhos, ndo apresentem sensibilidade
suficiente para a sua deteccédo, permanecendo entdo na populacéo individuos falso-

negativos.

A especificidade de um teste de diagnéstico € a capacidade do mesmo
apresentar um resultado negativo quando o individuo testado ndo possui a doenca
em estudo. Se o teste acusar uma reacao positiva para individuos sem a doenca,
ocorrera 0 que chamamos de falso-positivo. Dois fatores sao citados como
importantes causas de reacgles falso-positivas, frequentemente denominadas pela
sigla inglesa de “FPSR” (false positive serological reaction), sendo eles a presenca
de anticorpos inespecificos presentes nas infeccdes por outras bactérias, ou ainda,

decorrentes do resultado de vacinacdo com B19 apds a idade recomendada.
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A rotina de diagnéstico de Brucelose Bovina levanta suspeita de animais
FPSR pela aplicacdo de antiparasitarios, cujos dados cientificos ndo estédo
comprovados ou disponiveis. A comprovacdo da interferéncia de medicamentos
antiparasitarios ou imunoestimulantes em imunodiagnostico para Brucelose é
fundamental na distingdo de animais verdadeiros positivos de verdadeiros negativos
nos testes diagndsticos. Portanto faz-se necessario, 0 acompanhamento de animais
sorologicamente negativos a Brucelose, seguidos em uma coorte e avaliados por
pelo menos 21 dias apés aplicacéo de antiparasitario imunoestimulante para verificar
uma terceira provavel causa de animais FPSR.

Parafraseando Epictetus, século Il dC, as aparéncias para a mente humana
sdo de quatro tipos: As coisas ou sdo 0 que parecem ser (verdadeiro positivo), ou
nao sao, mas mesmo assim parecem ser (falso positivo), ou sdo e ndo parecem ser
(falso negativo), ou ndo sao e nem parecem ser (verdadeiro negativo). Decidir

corretamente sobre cada uma destas alternativas é a tarefa do homem sabio.

Portanto, uma revisdo atualizada, principalmente no tocante a etiologia,
patogenia e epidemiologia da Brucelose, bem como da interferéncia ou ndo de
medicamentos antiparasitarios no imunodiagnostico de Brucelose é fundamental na
deteccdo de animais verdadeiros positivos e verdadeiros negativos nos testes
diagnosticos.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Avaliar o aparecimento de reacfes sorolégicas falso-positivas (FPSR) em
testes de diagnéstico para Brucelose, decorrente de aplicacdo do antiparasitario

imunomodulador levamisole.

2.2 Objetivos Especificos
1. Avaliar a concentracdo do levamisole como responsavel por FPSR nos

testes de triagem e confirmatorios referenciados pelo MAPA para Brucelose Bovina.
2. Evitar perdas econdmicas pelo abate de animais falso-positivos.
3. Avaliar caracteristicas individuais, de rebanho e a sazonalidade, quanto ao
aparecimento de FPSR ap06s administracdo de levamisole.



3 ARTIGOS
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Bovine brucellosis: evaluation of serological tests after application of
Levamisole

Ana LC Recuero!*, Helenice L Gonzales?*, Karine M Foster3*, Claudia P Hartleben3*,
Denise G Dias**, Juliana C Hernandes**, Lourdes C Hirshman**, Renata O Faria?*,
Claudiomar S Brod?4*8, Mario CA Meireles?*.

- Doctoral Postgraduate Course in Veterinary Medicine, College of Veterinary Medicine,
Federal University of Pelotas, University Campus Capéo do Ledo, Building N° 42, Pelotas, RS,

Brazil.

2 Department of Veterinary Preventive Medicine, College of Veterinary Medicine, Federal

University of Pelotas, University Campus Capéo do Leéo, Building N° 1, Pelotas, RS, Brazil

% Technology Development Center (CDTEC), University Campus Cap&o do Le#o, Federal

University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil.

4 Zoonosis Control Center (CCZ), Department of Preventive Veterinary, College of
Veterinary Medicine, Federal University of Pelotas, Campus Capéo do Ledo, Building N° 42,

Pelotas, RS, Brazil.

Submetido a revista Brazilian Journal of Microbiology



http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1517-8382&lng=pt&nrm=iso

18

Abstract

Background
Since 2005, possibly false-positive serological reactions (FPSR) due to the use of antiparasitic

drugs in the screening of bovine brucellosis were reported by some field veterinary in our
laboratory. The aim of this work was to describe this phenomenon in a study of 989
serologically negative cattle from farms with and without a history of abortion Brucella, as
well as evaluating the links between some individual or herd factors and the occurrence of
these FPSR.

Results

We use the screening with acidified buffered antigen (AAT) in the sera of all animals. Those
reagents to the AAT in the first blood collection (day zero) if confirmed by tests 2
Mercaptoethanol (2ME) and the Fluorescence Polarization Assay (FPA) were sent to sanitary
slaughter according to the legislation of the National Program for Control and Eradication of
Brucellosis and Bovine Tuberculosis (PNCEBT). The non-reacting animals were inoculated
on day zero with Levamisole (782) and two control groups (207) with saline (100) and
Ivermectin (107). The blood was collected again on days 7, 14 and 21 post inoculations and
analyzed according to the standards PNCEBT. The two control groups were negative in all
tests. Levamisole group had an overall incidence of 1.41% of FPSR, all only react on day
seven. The incidence, risk in exposed (Re), of animals with FPSR in spring was 4.27% and in
the other seasons was 0.18%. The relative risk (RR) of finding animals FPSR in spring was
23.42 times more likely than in other seasons. The Risk Etiological Fraction (FER) showed
that 95.73 % of FPSR occurred by exposure to levamisole plus the modifier variable spring
effect. The incidence of animals with FPSR with poor body condition (CCr) was 10.34% and
with good (CCyp) was 1.06%. The RR of finding FPSR animals with CCr was 9.74 times
more likely than in animals with CCp. The FER showed that 89.73 % of FPSR occurred by

exposure to levamisole more CCr.
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Conclusions
The use of levamisole as an immunostimulant and anthelmintic remains recommended,

however, a grace period of at least 15 days must be observed between application of the

product and make the diagnosis for bovine brucellosis

Key words: Brucella. Diagnosis. False-positive. FPSR. Cattle. levamisole

RESUMO

Pano de fundo
Desde 2005, eventualmente, reacdes soroldgicas falso-positivas (FPSR), devido ao uso de

antiparasitarios, na triagem de brucelose bovina, eram relatadas por alguns veterinarios de
campo em nosso laboratério de diagndstico. O objetivo deste trabalho foi descrever esse
fendmeno em um estudo com 989 bovinos sorologicamente negativos, provenientes de
propriedades com e sem histdria de aborto por brucella, bem como avaliar as ligagdes entre

alguns fatores individuais ou de rebanho e a ocorréncia destes FPSR.

Resultados
Usou-se o teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) em todos 0s animais e 0S ndo

reagentes no dia zero foram inoculados com levamisole (782) e dois grupos controles (207)
com solucdo fisioldgica (100) e com ivermectina (107). Os dois grupos controles foram
negativos em todos os testes. O grupo levamisole apresentou uma incidéncia global (It) de
1,41% de FPSR. O risco relativo (RR) de FPSR na primavera foi 23,42 vezes mais provavel
do que nas outras estacbes. A Fracdo Etioldgica do Risco (FER) mostrou que 95,73% das
FPSR ocorreram pela exposicdo ao levamisole mais o efeito primavera. A incidéncia de
animais FPSR com Condi¢do Corporal ruim (CCy) foi 10,34% e nos com CC boa (CCy) foi
1.06%. O RR de FPSR com CC: foi 9,74 vezes mais provavel do que nos CCph. A FER

mostrou que 89,73% dos FPSR ocorreram pela exposicao ao levamisole mais a CCy.

Conclusao
A utilizacdo do levamisole como imunoestimulante e anti-helmintico permanece

recomendada, entretanto, deve ser observado um periodo de caréncia de no minimo 15 dias
entre aplicacdo do medicamento e realizacdo do diagndstico para brucelose bovina

Palavras chave: Brucella. Diagndstico. Falso-positivo. FPSR. Bovinos. levamisole



INTRODUCAO

A Brucelose é uma zoonose de importancia em salde publica e animal, tendo varios
efeitos negativos na reprodugdo e producdo de bovinos, afetando moral e fisicamente os
humanos. A transmissao da brucella spp se da através de liquidos corporais, onde ocorre a
liberacdo de um grande numero de bactérias, sendo assim os produtos de origem animal, séo
passiveis de transmitir o agente da doenca aos homens se ndo forem corretamente
processados. Nos animais, a enfermidade, pode perdurar toda a vida se ndo detectada,
tornando-os fonte de infeccdo permanente da doenca (XAVIER, 2009; OIE, 2013).

A enfermidade da Febre Ondulante é conhecida desde 450 aC, ja descrita por
Hipécrates em seu “Corpus Médico”, como doenga de remissdo e recorréncia periddica
(CURATE, 2004). Apontada como uma doenca comprovadamente tdo antiga, conseguiu
perpetuar-se entre os homens e animais até a atualidade (PAPAS et al, 2006), em detrimento
da comunicacao global, dos avancos culturais e cientificos, como o advento da Pasteurizacéo,
que foi um importante avango na qualidade dos alimentos (OIE, 2013).

Tratando-se de Brucelose, por apresentar carater zoondtico, a identificacdo e a
eliminacdo das fontes de infeccdo sdo de primordial importancia, pois desta forma o bloqueio
da transmissdo aos homens e animais susceptiveis pode ser realizado de forma efetiva
(NIELSEN, 1990).

No Brasil o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
Animal (PNCEBT) apresentado em 2001, e em andamento desde 2003, tem direcionado o
diagnostico, padronizando as técnicas e atividades para garantir o efetivo sucesso do
programa, priorizando a salde humana e animal e o crescimento da pecuéria nacional.
(BRASIL, 2001).

Os testes sorologicos indicados para rotina de diagnéstico pelo PNCEBT sdo o Teste
do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), utilizado como teste de triagem, e o teste da
Prova Lenta em Tubos conjuntamente com o Teste do 2 Mercaptoetanol (2ME), utilizado
como teste confirmatorio. O abate sanitario dos animais confirmados reagentes e a notificacdo
ao PNCEBT sdo obrigatorios e integram os requisitos do programa (BRASIL, 2006). A
inclusdo da sorologia em aprovacdo como confirmatoria para diagnosticar Brucelose,
nominada Ensaio de Polarizagdo Fluorescente (FPA) em breve em utilizagdo pelo programa,

torna-se imprescindivel para enriquecer o presente estudo.
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Um programa de erradicacdo da brucelose bovina é fortemente prejudicado pela
presenca de reacBes soroldgicas falso positiva (FPSR) que poder&o ocorrer com Vibrio cholerae
01, Escherichia coli 0:157, algumas cepas de Escherichia hermanni € Stenotrophomonas maltophila,
Salmonella grupo N (0:30), e Yersinia enterocolitica 0:9, mas somente Yersinia enterocolitica O:9 €
uma significante causa de reagGes soroldgicas falso-positivas (FPSR) no diagnostico da
brucelose bovina, como afirmaram Gerbier et al., em 1997,

A imunidade ativa ou antigeno-especifica, e a imunidade passiva antigeno-
independente atuam no controle das infeccdes animais, e fazem parte do sistema imune
especifico e resultam na imunidade celular e humoral. Opostamente a imunidade, a protecao
inespecifica contra agentes invasores, ou seja, 0 mecanismo de defesa ndo-imune é chamado
paraimunidade (CASTRUCCI, 1994), ndo mediado por células de memoria, mas, podendo
ocorrer sob condi¢des naturais, ou artificiais utilizando-se imunoestimuladores (TIZARD,
2002). As celulas envolvidas na paraimunidade sdo os macréfagos, neutrofilos
polimorfonucleares, células Natural Killer, e fatores humorais como, interleucinas, interferon
e o fator de necrose tumoral, que agem principalmente em fases precoces das infeccbes
(CASTRUCCI, 2000).

A caréncia nutricional aliada ao manejo inadequado e condicdes climaticas adversas,
tem contribuido para o aumento da taxa de mortalidade de animais adultos e diminuicéo da
taxa de natalidade. Tais fatores, geralmente induzem a situagdes estressantes, que podem
evoluir para disturbios de natureza enddégena (WAGHORN, 2003). Assim sendo, 0 sistema
imunoldgico se mostra vulneravel a essa situacdo, podendo resultar numa condicdo de
imunodepressao. O interesse, pela restauracdo e pelo fortalecimento da resposta imunitaria,
em diferentes momentos, estimulou varios estudos com diversas substancias de origem
animal, vegetal ou sintética (RAMON, 1925; DREWS, 1984; VANSELOW, 1987).

O Levamisole é um farmaco imunoestimulante sintético derivado do
“phenylimidotiasole”, que é usado como um anti-helmintico contra nematodeos (KAYAALP,
1998). O efeito do Levamisole sobre as células do sistema imune, principalmente linfocitos T,
mondcitos e neutrofilos, parece ser mais evidente em pacientes em condicOes de
imunodepressdo (ROITH, 1984). Apesar das contradi¢gdes quanto as informagdes técnicas no
uso clinico do Levamisole como suporte terapéutico, algumas aplicacfes tém sido relatadas,
incluindo tratamento contra diversas afeccdes em humanos, inclusive em acometidos por
Brucella spp (THORNES, 1977, MOLIFE & HANCOCK, 2002). O wuso de

imunoestimuladores em medicina humana para o tratamento de neoplasias, asma, artrite,
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enfermidades inflamatorias e imunossupressdo, &€ amplamente realizado com sucesso
atualmente (TIZARD, 2002, CASTRUCCI, 1994).

O Levamisole é um produto confeccionado a base de Cloridrato de Levamisol 7,5% ou
Fosfato de Levamisol 18,8% e tem garantia do fornecedor Zoetis Brasil, uma unidade de
negdcios de Saude Animal da Pfizer®, como farmaco de acdo anti-helmintica e também
conhecido e anunciado em sua bula como imunoestimulante inespecifico, sendo utilizado em
medicina veterindria e humana com este fim, obtendo sucesso em diversos tratamentos
médicos (RODRIGUES et al., 2005). A dupla aptiddo do medicamento é reconhecida no meio
profissional e cientifico, porém o seu efeito imunoestimulante estd condicionado ao estado de
imunodepressdo do paciente, mais facilmente detectavel em humanos que em rotina animal
(ROITH, 1984, RODRIGUES et al., 2005).

A rotina de diagndstico de Brucelose Bovina levanta suspeita de animais FPSR, cujos
dados cientificos ndo estdo comprovados ou disponiveis. A comprovacdo da interferéncia de
medicamentos antiparasitarios ou imunoestimulantes em imunodiagndstico de triagem e
confirmatorio para Brucelose é fundamental na distincdo de animais verdadeiros positivos de
verdadeiros negativos nos testes diagnosticos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
possibilidade de FPSR em testes de diagnostico para Brucelose, decorrente da aplicacdo do
antiparasitario imunoestimulante, Levamisole, em duas apresentagdes comerciais injetaveis,

7,5% e 18,8%, em bovinos de corte e de leite no Extremo Sul do Brasil.



MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Realizou-se um estudo epidemioldgico de coorte onde se avaliou 782 animais, dos
quais 164 provenientes de propriedades sem histérico de aborto brucélico e 618 de
propriedades com histérico de aborto brucélico, através de sorologia para brucelose segundo
PNCEBT.

As propriedades consideradas Sem Historico de Brucelose (SHB) enquadravam-se no
padrdo de ndo ocorréncia de casos da doenca, em avaliacOes periodicas a partir do ano de
2010 e as propriedades Com Histoérico de Brucelose (CHB), enquadravam-se no padrdo de
ocorréncia de no minimo um caso de brucelose em avaliagdes periddicas a partir do ano de
2010.

A realizacdo dos testes preconizava a idade de 24 meses ou mais para fémeas adultas,
vacinadas entre trés a oito meses de idade, comprovadamente ndo reagentes ao AAT no
primeiro teste realizado como triagem. Tanto animais de corte como leiteiros foram testados e
avaliados. No presente estudo, foram utilizados 2 grupos controle e 2 grupos para analise de
animais tratados com levamisole 7,5% e 18,8%.

A aplicacdo do antiparasitario foi vinculada ao periodo de no minimo 45 dias, apos a
aplicacdo de outros antiparasitarios, previamente acordado com os produtores. No dia inicial
do estudo em cada propriedade, primeiramente foi coletado o sangue dos animais e na
sequéncia aplicado o anti-helmintico, conforme recomendacdo do fabricante.

Grupos Estudados

O primeiro dia de coleta de sangue dos animais foi denominado dia zero. Na
sequéncia, em todos 0s grupos, precederam-se novas coletas nos dias 7, 14 e 21 para as
andlises.

Grupo Controle 1 (GC1): No dia zero do estudo, os animais do GC1 foram tratados

com Soro Fisiologico (1 mL/40 Kg de peso vivo), apds a coleta de sangue para sorologia de
triagem com AAT. Foram coletados e tratados 100 animais.

Grupo Controle 2 (GC2) No dia zero do estudo os animais do GC2 foram tratados com

Ivermectina (1 mL/50 Kg) de peso vivo, apos a coleta de sangue para sorologia de triagem

com AAT. Foram coletados e tratados 107 animais.
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Grupo Levamisole 1 (GLEV1): Os animais foram tratados ap6s coleta de sangue no

dia zero, com Levamisole 7,5% (1 mL para cada 40 kg de peso vivo) e recoletados nos dias 7,
14, e 21 para acompanhamento sorologico. Foram coletados e tratados 305 animais.

Grupo Levamisole 2 (GLEV?2): Os animais foram tratados ap0s coleta de sangue no

dia zero, com Levamisole 18,8% (1 mL para cada 40 kg de peso vivo) e recoletados nos dias
7,14, e 21 para acompanhamento sorol6gico. Foram coletados e tratados 477 animais.

O numero de animais estimados pelo programa Epilnfo 6.04 contempla os 207
animais divididos em dois grupos um de 100 outro de 107 animais como controles distintos e
782 animais analisados utilizando-se o imunoestimulador Levamisole com formulacéo a base
de Cloridrato de Levamisole. Segundo Epilnfo 6.04 (DEAN et al. 1994), para detectar uma
prevaléncia de 1,5%, com um erro absoluto de 0.5% em uma populacdo de tamanho
indeterminado, com 95% de confianca deveriamos coletar amostras sanguineas de pelo menos
567 animais e com 99% de confianga, 979 animais.

Coleta das Amostras

As amostras de sangue foram coletadas utilizando-se material estéril, em tubos de
hemolise com vacuo e agulhas de calibre 27:8, e transportadas em caixas isotérmicas ao
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da Universidade Federal de Pelotas, RS. A separacédo
do soro sanguineo foi realizada por centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos, sendo 0 soro
identificado e armazenado em microtubos para congelamento de 2 mL a -20°C até seu
processamento subsequlente. Quatro amostras de todos os grupos foram coletadas e analisadas
no dia zero, dia 7, dia 14, e dia 21 para avaliacdo de aparecimento de FPSR.

Sorologia Realizada

A sorologia utilizada no presente estudo foi baseada nas normas do PNCEBT
(BRASIL, 2006) e sua execucao foi realizada conforme o Manual Técnico do programa.

O teste de triagem AAT foi realizado nos soros dos animais de todos os grupos. Os
animais reagentes ao AAT nesta primeira coleta de sangue (dia zero) se confirmados pelo
2ME e pelo FPA foram encaminhados ao abate sanitario, conforme legislacdo do PNCEBT.

Os animais reagentes ao AAT nos dias 7, ou 14 ou 21 e negativos no dia zero, foram

avaliados com 2ME e FPA, se ndo reagentes foram classificados como FPSR.
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Andlise Estatistica
A aplicacdo do questionario epidemioldgico realizada no dia zero reuniu os dados
epidemioldgicos que somado aos resultados, foram analisados pelo programa Epilnfo versao

6.04 (DEAM et al., 1994). As medidas de efeito foram avaliadas conforme desenho abaixo:

Variavel de Resultado FPSR

A 4

Exposicdo:Levamisole

Variavel Modificadora do Efeito

As medidas de efeito foram avaliadas atraves da tabela de contingéncia:

Variavel modificadora do efeito FPSR Total
Presente Ausente
Presente a b a+b
Ausente c d c+d
Total atc b+d N

1. Risco absoluto nos Expostos (Re): E a probabilidade de um evento ocorrer em uma
populacdo exposta a um determinado fator de risco. E a incidéncia do fator de risco (FR) em

um grupo exposto, inicialmente livre dele.

a
R, = 100
eTu+p”

2. Risco absoluto nos ndo Expostos (Rne): E a probabilidade de um evento ocorrer

em uma populacio ndo exposta a um determinado fator de risco. E a incidéncia do fator de

risco (FR) em um grupo nédo exposto, inicialmente livre dele.

C
Rne = —— x 100

3. Risco Absoluto (I7): E a probabilidade de um evento ocorrer em uma populagio
sob estudo. E a incidéncia total do fator de risco (FR) em um grupo inicialmente livre dele.

I (a+c)
T= Tx 100
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4. Risco Relativo (RR): E a razdo entre a incidéncia em individuos expostos a
determinado fator de risco e a incidéncia em individuos ndo expostos. Quantas vezes mais

provavel dos individuos expostos apresentarem a doenca do que os individuos ndo expostos.

a

a+
C

c+d
5. Risco Atribuivel (RA — diferenca de risco): E a diferenca de risco entre os expostos

[ay

RR =

e 0s ndo expostos. E a incidéncia adicional do evento ap6s a exposicdo além daquela

experimentada pelos individuos que ndo foram expostos.
a c
a+b c+d
6. Fracao Atribuivel nos expostos (FAe) ou Fracdo Etioldgica de Risco (FER): é a

RA =

proporcdo do RA pelo Re, expressa como uma percentagem. Ela representa a proporgéo de

falso-positivos entre 0s expostos que € atribuivel a exposicao.

a C

G+p e d
a+bac+d x 100

@+p
7. Diferenca de Risco na populacéo (DRp): é 0 risco no grupo exposto menos o risco

FA, =

na populacdo total, incluindo os individuos ndo expostos bem como aqueles expostos a um
determinado fator de risco. Ela representa o excesso de falso-positivos no total da populacédo

de expostos e ndo expostos que é atribuivel a exposicao.

8. Fracdo Atribuivel na populacio (FAp): E a propor¢do da diferenca de risco na
populagéo sobre a proporcdo de falso-positivos na populacdo. Ela representa a propor¢éo de
falso-positivos na populacdo que é atribuivel a exposicdo. Esta medida ajuda a determinar
qual exposi¢do tem mais relevancia para a saude da populagéo.

A fracdo atribuivel populacional (FAp) é uma medida capaz de mensurar o efeito da
eliminacdo do fator de risco para determinado desfecho, ou seja, mede o quanto a ocorréncia
do desfecho pode ser diminuida se o fator de risco fosse eliminado. A FAp, portanto, facilita a

formulacdo de diversas estratégias preventivas na area da satde publica.

DRp
FAp: (1—+C x100

N




RESULTADOS

Ao término do estudo, dos 989 animais coletados, 100 animais testados para
imunomodulacdo aparente no Teste AAT, tratados com soro fisiolégico no dia zero,
obtiveram resultados negativos nos testes. Os 107 animais testados para imunomodulagéo
aparente no Teste AAT, tratados com Ivermectina no dia zero, obtiveram resultados negativos
nos testes. Estes dois grupos controle foram caracterizados como GCl e GC2
respectivamente. No grupo levamisole (GLEV1 e GLEV?2) ocorreram reacfes positivas no
AAT somente na coleta do dia sete.

Conforme pode ser observado na Tabela 1, o risco absoluto (IT) do aparecimento de
FPSR pela administracdo de levamisole foi de 1,41% (11/782), entretanto, como as causas do
aparecimento de um evento quase nunca sao Unicas, quando se avaliou provaveis variaveis
modificadoras do evento se encontrou diferengas significativas.

Em relacéo as estacGes do ano (EA) em que os animais foram coletados e inoculados
com levamisole, ocorreram 10 animais FPRS na primavera e 1 animal FPSR no inverno. A
incidéncia de animais com FPSR na primavera (Re) foi de 4,27% e nas outras estacdes do ano
(Rne) foi de 0,18%. O RR de encontrar animais FPSR na primavera foi 23,42 vezes mais
provavel do que em outras estacdes do ano, com um valor de p<0.0001 e um valor de Fisher
bi-caudal com p = 0.000041. O RA de encontrar animais FPSR na primavera € de 4,09%. A
FAe ou FER é de 95,73%, ou seja, 95,73% dos FPSR ocorreram pela exposi¢cdo ao levamisole
mais a varidvel modificadora do efeito primavera. A DRp foi de 1,22, ou seja, 0 excesso de
FPSR na populacdo total atribuivel a primavera. A FAp de 87,03% mostra o efeito da
eliminacdo do fator de risco para FPSR, ou seja, mede o quanto a ocorréncia de FPSR pode
ser diminuida se ndo fosse realizada avaliacdo soroldgica para brucelose na primavera, até
uma semana apos aplicacéo de levamisole.

Em relacdo a condicdo corporal (CC) dos animais coletados e inoculados com
levamisole, ocorreram 03/29 animais FPSR com CC ruim e 8/753 animais FPSR com CC boa.
A incidéncia de animais com FPSR com CC ruim (Re) foi de 10,34% e com CC boa (Rne)
foi de 1.06%. O RR de encontrar animais FPSR com CC ruim foi 9,74 vezes mais provavel
do que em animais com CC boa, com um valor de p<0.001 pelo teste de Yates e um valor de
Fisher bi-caudal com p = 0.006. O RA de encontrar animais FPSR com CC ruim é de 9,28%.



28

A FAe ou FER ¢é de 89,73%, ou seja, 89,73% dos FPSR ocorreram pelo exposi¢cdo ao
levamisole mais a variavel modificadora do efeito CC ruim. A DRp foi de 0,34, ou seja, 0
excesso de FPSR na populacéo total atribuivel a CC ruim. A FAp de 24,47% mostra o efeito
da eliminacdo do fator de risco para FPSR, ou seja, mede 0 quanto a ocorréncia de FPSR pode
ser diminuida se ndo fosse realizada avaliacdo soroldgica para brucelose em animais com CC
ruim, até uma semana apos aplicacao de levamisole.

Quando da comparacdo da concentracdo do levamisole, a incidéncia de FPSR no
grupo GLEV?2 (18,8%) foi de 1,89%, enquanto que no GLEV1 (7,5%) foi de 0,66%; o RR de
GLEV2 em relacdo a GLEV1 foi de 2,88, entretanto o valor de p = 0,22 pelo teste de Yates e
o valor de Fisher bi-caudal com p = 0,27 ndo mostrou diferenca estatistica significativa, ou
seja, a concentracdo diferente do imunomodulador ndo influenciou no maior ou menor

aparecimento de FPSR.

Os resultados ocorridos em propriedades SHB foram em namero de 2 FPSR. Em
contrapartida o nimero de animais FPSR encontrados nas propriedades CHB foi de 9 animais.
A incidéncia de FPSR em propriedades CHB foi de 1,46% enquanto que nas SHB foi de
1,22%; o RR de CHB em relacdo a SHB foi de 1,19, entretanto o valor de p = 0,81 pelo teste
de Yates e o valor de Fisher bi-caudal com p = 1 ndo mostrou diferenca estatistica
significativa, ou seja, o historico de brucelose na propriedade nédo influenciou no maior ou

menor aparecimento de FPSR.
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Tabela 01. Andlise soroldgica para Brucelose de 782 fémeas bovinas com mais de 24 meses,

apos tratamento com Levamisole.

Item FPSR-AAT  Total Re Rne It RR RA FA. DR, FA, p Yates p Fisher
EA Pos Neg

Primavera 10 224 234 4.27 141 234 409 9573 12 87.03 <0.001 <0.001
Outras 1 547 548 0.18

CL FPSR-AAT

GLEV2 9 468 477 1.89 141 288 123 6225 0.75 53.8 0.27 0.22
GLEV1 2 303 305 0.66

CC FPSR-AAT

Ruim 3 26 29 10.34 1.41 9.74 9.28 89.73 0.34 24.47 <0.001 0.006
Boa 8 745 753 1.06

HB FPSR-AAT

Sim 9 609 618 1.46 141 119 024 1626 019 13.3 0.81 1.0
Néo 2 162 164 1.22

FPSR-AAT 2 ME

Positivos 0 11 11

Negativos 0 0 0

FPSR-AAT FPA

Positivos 0 11 11

Negativos 0 0 0

FPSR-AAT - Reagdes soroldgicas falso positivas no teste do Antigeno Acidificado Tamponado; EA — Estagdo do Ano; CL —
Concentragdo Levamisole; GLEV1 — Grupo Levamisole 7.5%; GLEV2 — Grupo Levamisole 18.8%; CC — Condicdo
Corporal dos Animais; HB — Histdrico de brucelose na propriedade; 2ME — teste do 2 Mercaptoetanol; FPA — Ensaio de
Polarizacdo Fluorescente; Re- Risco absoluto nos expostos; Rne — Risco absoluto nos ndo expostos; It - Risco absoluto; RR —
Risco Relativo; FAe — Fracdo atribuivel nos expostos; DRy — Diferenca de risco na popula¢do; FAp — Fragdo atribuivel
populacional; p-Yates — valor de p no teste de Yates; p-Fisher — valor de p no teste de Fisher.



DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi o de atender as necessidades de veterinarios de campo que
alegavam existirem FPSR para brucelose em animais tratados com antiparasitarios. Este
trabalho é o primeiro estudo epidemioldgico prospectivo sobre FPSR para brucelose devido a
administracdo de Levamisole lidando com rebanhos bovinos e alguns fatores ambientais e
individuais.

A baixa incidéncia (1.41%) de animais com FPSR apo0s aplicacdo de levamisole no
diagndstico para brucelose, testados segundo o PNCEBT, é um resultado positivo pelo
pequeno numero de perdas que pode ocasionar 0 seu aparecimento em um grande ndmero de
animais, e negativo ao causar perdas aos pequenos produtores.

Dentre os imunomoduladores, destacam-se os produtos de origem vegetal, microbiana,
os farmacos de origem natural e sintética, além das proteinas derivadas da ativacéo do proprio
sistema imune (MASIHI, 2000).

A imunomodula¢do pode alterar o funcionamento do sistema imune de um individuo
(MAKARE et al., 2001). Os imunomoduladores sdo capazes de simultaneamente estimular
algumas células do sistema imune e suprimir outras. Por exemplo, alguns compostos podem
estimular a producdo de anticorpos IgG2 e simultaneamente inibir a producdo de IgM, ou
ainda estimular linfécitos T e inibir linfocitos B (NUNES-PINHEIRO et al, 2003)

Os imunomoduladores podem aumentar os mecanismos de defesa do hospedeiro
(imunoestimulantes) ou  diminui-los  (imunossupressores)  (MASIHI, 2000). Os
imunoestimulantes estimulam os mecanismos que envolvem tanto a imunidade inata quanto a
imunidade adquirida, através da ativacdo de células e mediadores, enquanto o0s
imunossupressores agem seletivamente sobre os mecanismos envolvidos na imunidade
adquirida (STITES & TERR, 1995).

O efeito primario do levamisole sobre o sistema imunitario é geralmente considerado
como atuando na restauracdo da deficiéncia ou depressdo da funcdo das células envolvidas na
resposta imune, normalmente estimulando a producédo de linfocinas e aumentando a sintese
protéica na atividade receptora da membrana para IgG e C3, a blastogénese e a fagocitose, por
meio de células polimorfonucleares (PMN), essenciais para 0 mecanismo de defesa (AMERY,
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1978, CUESTA, et al 2002).Também foi relatado o aumento na atividade de leucdcitos em
seres humanos (BRUNNER, 1980).

O efeito do Levamisole sobre as células do sistema imune, principalmente linfocitos T,
monocitos e neutrofilos, parece ser mais evidente quando em pacientes em condic¢des de
imunodepressao tratados com o farmaco (ROITH, 1984).

O conceito de imunoestimulante em imunodeprimidos parece ser a explicagdo para o
aparecimento dos FPSR no diagnostico da brucelose apds o uso de Levamisole. A rotina de
exames laboratoriais e diagnostico animal para a maioria das doencas infecciosas nao é
largamente disponivel, além de ter custo elevado para um grande nimero de animais. Por este
motivo o levantamento do estado imune destes animais ndo é realizado em animais FPSR na
rotina atual de diagndstico para brucelose.

Em uma pecuaria de pasto como a brasileira, a sazonalidade de producdo das
pastagens e a "falta de costume™ de tratar o pasto como uma lavoura, limita a produtividade.
O cio das vacas também se torna sazonal, pois a maioria delas cicia apenas quando as
condicdes de pasto sdo Otimas. Faltam volumosos na seca, sejam eles capim seco ou outra
reserva, Como cana, capineira, silagem ou feno. Muitos procuram, sem sucesso, solucbes
milagrosas como gramineas que produzam sem adubo, ndo sequem ou suportem geadas no
inverno. Sao necessarios 60 a 80 kg de pasto verde para suprir as necessidades diarias de uma
vaca adulta. A producdo de pasto encontra-se muito dependente das estagdes do ano e das
condicdes climaticas (precipitacdo, luminosidade e temperatura). A producdo € maxima na
Primavera, ndo ocorre no Verdo, apresenta um pico varidvel no Outono (dependente da
pluviosidade) e ndo ocorre no Inverno onde a pastagem apresenta-se com boa qualidade, mas
com crescimento reduzido, pelo que é deficiente em energia, sendo incapaz de responder as
necessidades de ingestdo das vacas, que se encontram depauperadas, depois do Verdo e da
lactacdo. (FRAUSTO SILVA & LEMOS, 2005; CANCELA de ABREU, 2010).

A incidéncia de animais com FPSR na primavera foi de 4,27% e nas outras estacdes
do ano foi de 0,18%. O risco relativo de encontrar animais FPSR na primavera foi 23,42 vezes
mais provavel do que em outras estacfes do ano. A fracdo etioldgica do risco de 95,73%
significa dizer que, 95,73% dos FPSR ocorreram pela exposi¢do ao levamisole mais a variavel
modificadora do efeito primavera. A fracdo atribuivel a populacéo de 87,03% mostra o efeito
da eliminacdo do fator de risco para FPSR, ou seja, mede 0 quanto a ocorréncia de FPSR pode
ser diminuida se ndo fosse realizada avaliacdo sorologica para brucelose na primavera, até

uma semana apoés aplicacdo de levamisole.



32

A incidéncia de animais com FPSR com CC ruim foi de 10,34% e com CC boa foi de
1.06%. O risco relativo de encontrar animais FPSR com CC ruim foi 9,74 vezes mais
provavel do que em animais com CC boa. A fracdo etiologica de risco de 89,73% significa
dizer que 89,73% dos FPSR ocorreram pela exposicdo ao levamisole mais a variavel
modificadora do efeito CC ruim. A fracdo atribuivel a populacdo de 24,47% mostra o efeito
da eliminacéo do fator de risco para FPSR, ou seja, mede 0 quanto a ocorréncia de FPSR pode
ser diminuida se ndo fosse realizada avaliacdo soroldgica para brucelose em animais com CC
ruim, até uma semana apos aplicacao de levamisole.

Segundo Brunner e Muscoplat (1980), o levamisole é claramente um agente
imunopotenciador. No entanto, a eficacia de levamisole em bovinos e suinos é altamente
dependente da condicdo do animal (com mais eficacia nos imunocomprometidos ou nos
hospedeiros estressados), do que da dose utilizada e do tempo de administracdo. Isto também
concorda quando da comparacdo da concentracdo do levamisole, a incidéncia de FPSR no
grupo GLEV2 (18,8%) foi de 1,89% enquanto que no GLEV1 (7,5%) foi de 0,66% né&o
mostrando diferenca estatistica significativa, ou seja, a concentracdo diferente do
imunomodulador ndo influenciou no maior ou menor aparecimento de FPSR.

Também em outros experimentos, levamisole administrado (6 mg/kg) a terneiros ndo
estressados no momento da vacinacdo provocou diminuigdo de anticorpos e respostas imunes
celulares a herpes virus bovino (BABIUK e MISRA, 1981). No entanto, em um estudo
semelhante, usando a mesma dose de levamisole em terneiros que foram transportados antes
do tratamento, observou-se um aumento na resposta de anticorpos (BABIUK e MISRA,
1982).



CONCLUSAO

A utilizacdo do levamisole como imunoestimulante e anti-helmintico é amplamente
utilizada com sucesso em medicina animal, e permanece recomendada no presente estudo.
Entretanto, para a utilizacdo segura do medicamento evitando a perda de animais FPSR, frente
ao diagnostico da brucelose, recomenda-se um periodo de caréncia de no minimo 15 dias

entre a aplicacdo do medicamento e a realizacdo do diagnoéstico para brucelose bovina.
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RESUMO

Brucelose tem sido uma doenca re-emergente desde a época da Brucella
melitensis de David Bruce (1887) na ilha de Malta, até a Brucella inopinata de Scholz et
al. (2010) isolada a partir de uma infec¢cdo enddgena de um implante da mama numa
mulher de 71 anos de idade, sendo que o ciclo de transmissdo e o reservatorio
animal ainda sdo desconhecidos. O género Brucella € um membro da familia
Brucellaceae incluindo até agora, dez espécies que sdo cocobacilos intracelulares
facultativos, gram-negativos, aerébicos, ndo esporulados e sem motilidade. Nesta
revisdo sdo abordados os aspectos histéricos, de sua importancia econdmica e
social, etiolégicos, imunitarios, de resisténcia e sobrevivéncia, epidemioldgicos,
sinais clinicos, patogenia, diagndstico tratamento, vacinacao, prevencao e controle,
bem como do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT). Do aspecto zoondético e do potencial de bioterrorismo em
que a Brucella spp é classificada pelo CDC como agente da categoria “B". As
Brucella spp sdo consideradas como 0s mais comuns agentes bacterianos de
infeccdo adquirida em laboratério. A Brucelose tem uma distribuicdo mundial tanto

no homem como nos animais, s6 ndo ocorrendo nos paises onde ela foi erradicada.

Palavras Chave: Brucella. Etiologia. Epidemiologia. Controle. Reviséo



SUMMARY

Brucellosis has been a re-emerging disease since the time of Brucella melitensis
David Bruce (1887) on the island of Malta, to the Brucella inopinata Scholz et al. (2010 )
isolated from an endogenous infection of a breast implant in a woman of 71 years
old, with the transmission cycle, and animal reservoir still unknown . The Brucella
genus is a member of the family including Brucellaceae far, ten species that are
facultative intracellular gram-negative coccobacilli, aerobic, non-spore-forming and
non-motile. In this review the historical aspects of their economic and social
importance, etiology, immune, resistance and survival, epidemiology, clinical signs,
pathogenesis, diagnosis, treatment, vaccination, prevention and control are
presented, as well as the National Programme for Control and Eradication brucellosis
and Tuberculosis (PNCEBT). The zoonotic aspect and the potential for bioterrorism
in the Brucella are classified by the CDC as an agent of category "B". Brucella are
considered the most common agents of infection acquired in the laboratory.
Brucellosis has a worldwide distribution in both men as in animals, occurring not only

in countries where it has been eradicated

Key words: Brucella. Etiology. Epidemiology. Control. Review.



HISTORICO

O historico da Brucelose data de 1600 aC, sendo qualificada como a possivel
quinta praga, relatada na histéria do Antigo Egito, suspeita de dizimar o rebanho
bovino existente na época na regido. Analises de medula éssea de mumias egipcias,
revelam comprometimentos como osteoartrites provavelmente derivados de
Brucelose datados de 750 aC (PAPAS et al, 2007).

Na Grécia Antiga entre 460 aC a 377 aC, Hipdcrates, ja distinguia outros tipos
de febres, da “Febre Ondulante. "Esta enfermidade estava descrita em seu “Corpus
Médico”, como doenga de remissdo e recorréncia periodica, que se apresentava
como uma febre irregular, prolongada, com suores profusos. A sazonalidade
principal dos sintomas tipicos era no outono e verao, e os enfermos ndo evoluiam na
gravidade da doenca, porém, apresentavam recaidas caracteristicas (NARCISO,
1991; CURATE, 2004).

A erupcéo do vulcdo Vesuvio na Itélia, na cidade de Herculano, no ano 79 da
era crista, foi uma catéstrofe que soterrou os habitantes. Recentemente, estudos dos
esqueletos encontrados no local, revelaram lesGes 6sseas compativeis com aquelas
causadas pela Brucelose e os alimentos como queijos de leite de cabras
carbonizados, que revelaram a presenca de cocobacilos compativeis com Brucella
spp. (CAPASSO, 2002).

O nome Brucelose originou-se do médico David Bruce, que foi o primeiro a
visualizar microscopicamente a bactéria Micrococus melitensis em 1886, dando esse
nome derivado de Melita (mel), o nome romano para a llha de Malta. Um ano depois,
chefiando uma comissdo médica na ilha, David Bruce conseguiu isolar Brucella
melitensis do baco de militares mortos pela doenca. Dez anos apos, 0 médico
veterinario, Bernard Bang, de origem holandesa, conseguiu isolar a Brucella abortus de
um feto bovino abortado (GOMES, 2006; NICOLETTI, 2002).

A pesquisadora Alice Evans foi quem estabeleceu em 1918, a analogia entre

a bactéria que infectava os caprinos, com a que infectava bovinos, abrindo uma
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nova era de estudos sobre a Brucelose. Evans identificou pela primeira vez a
bactéria em humanos nos EUA. Foram bem importantes ainda os estudos de Evans,
gue mostraram formas inusitadas de ocorréncia da Brucelose. Também orientou a
comunidade cientifica, para que a doenca passasse a chamar-se Brucelose, em
homenagem a David Bruce. (SRIRANGANATHAN et al 2009).

O género Brucella (Classe Alphaproteobacteria, Ordem Rhizobiales, Familia
Brucellaceae) foi criado por Meyer e Shaw em 1920, com B. melitensis infectando os
seres humanos e caprinos, e B. abortus infectando bovinos (MEYER & SHAW, 1920).
Em seus estudos com 21 cepas de B. melitensis € 32 de B. abortus Meyer e Shaw
chegaram a seguinte conclusdo: "O organismo causador da febre ondulante do
homem e da febre de Malta das cabras ndo pode ser distinguido morfologicamente
ou bioquimicamente do organismo responséavel pelo aborto infeccioso em animais

domésticos”.

As outras espécies de Brucella encontradas cronologicamente foram: B. suis,
isolada de suinos nos Estados Unidos (TRAUM, 1914), B. ovis, isolada de ovinos na
Nova Zelandia (BUDDLE 1956); B. neotomae isolada de ratos do deserto nos Estados
Unidos (STOENNER & LACKMAN 1957), e B. canis isolada de cées da raca Beagle
nos Estados Unidos (CARMICHAEL & BRUNER 1968). Todas elas sendo
adicionadas ao género como novas espécies, juntamente com as duas primeiras,
que foram exclusivamente classificadas e caracterizadas com base nas suas

preferéncias fenotipicas e de hospedeiro.

A Brucelose foi descrita pela primeira vez na América do Sul em 1913 no Rio
Grande do Sul, Brasil, pelo Dr. Manuel Goncalves Carneiro, professor de
Microbiologia e Pediatria da Faculdade de Porto Alegre que realizou diagnostico
clinico e bacteriologico do primeiro caso de febre ondulante causada pela Brucella
melitensis. A infeccdo foi adquirida em Cidreira, praia balnearia do Rio Grande do Sul,
no municipio de Osoério, onde havia um rebanho de cabras (GOMES, 2006). Um ano
depois a Brucelose bovina foi diagnosticada clinicamente em Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, pelo primeiro brasileiro formado em medicina veterinaria, Dr. Danton
Jacques de Seixas (BOLETIM..., 1988), que por curiosidade, nasceu no Municipio
de Santa Maria, RS, Brasil, em 30 de novembro de 1888 (CRMV-RS, 2003), ou seja,

no mesmo ano em que David Bruce descobriu a Brucella melitensis.
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O primeiro estudo com base em resultados de pesquisas epidemioldgicas e
exames microscopicos de culturas obtidas de fetos abortados foi feito por Tineciro
Icibaci em 1922, que descreveu um foco de brucelose bovina em Sao Carlos — SP
(BRASIL,1988, PAULIN & FERREIRA NETO, 2002).

Mello e Neiva, em 1928, isolaram B. abortus do sangue de uma vaca que havia
abortado. Em 1931, Silvio Torres verificou a existéncia de oito animais soropositivos
para brucelose e 19 suspeitos em um lote de 51 bovinos importados. Como
consequéncia, em 1933 Cézar Pinto propbs a implementacdo de protocolo de testes
em animais importados como forma de impedir a disseminac¢do da doenca no pais
(BOLETIM..., 1988).

O Rio Grande do Sul foi pioneiro no que se refere ao combate a brucelose
bovina quando em 1936, Desidério Finamor detectou pela primeira vez bovinos
soropositivos para brucelose e propés um plano para seu controle (MARVULHO et
al., 2009). Diversos estudos sorolégicos para diagnostico da brucelose foram
realizados no Estado (ALMEIDA et al., 1988, BOLETIM..., 1998-2000, PAULIN e
FERREIRA NETO, 2003).

No Rio Grande do Sul, em 1941, foram promulgados os decretos-leis
estaduais numeros 276 e 276a, que regulamentavam a entrada de reprodutores
importados e a admissdo de animais em exposi¢cdes e feiras com resultados
negativos para brucelose. Em 1948, o Centro de Pesquisas Desidério Finamor foi
encarregado da produgcdo da vacina B19, que era aplicada nos animais pelas
Inspetorias Veterinarias dos municipios (RIO GRANDE do SUL, 1961).

Thiago de Mello, em 1950, relatou a disseminagao da brucelose bovina por
todo o pais apontando para uma prevaléncia de 10 a 20%, sendo que os indices
mais altos estavam nas regides leiteiras do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais (GARCIA-CARRILLO, 1987).

No Rio Grande do Sul, em 1953, criou-se o Servico de Erradicacdo da
Brucelose Bovina e foram organizados planos de controle baseados no programa
americano. O resultado néo foi satisfatério devido a produgéo insuficiente de vacina
pelo Estado. Em 1961, outro programa foi iniciado, baseado na vacinacdo de
bezerras entre quatro e oito meses de idade, na realizacdo de sorodiagnéstico em

todos os plantéis e na marcacdo dos vacinados e dos reagentes. Em 1964, a Lei
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Estadual niumero 4890 instituiu a obrigatoriedade do combate a brucelose animal. O
Decreto Lei n°17217, publicado em 1965, aprovou o regulamento do servico de
combate a brucelose animal e tornou obrigatdria a vacinacdo das bezerras entre
quatro e oito meses de idade (MARVULO et al, 2009).

A historia relata que a transmissdo da enfermidade ocorria em funcdo da
utilizacdo de leite cru na alimentacdo dos homens, e estas praticas eram comuns
muitos séculos antes de Cristo. Apontada como uma doen¢ca comprovadamente tdo
antiga perpetuou-se entre 0os homens e animais até a atualidade (PAPAS et al,
2006). A doenca esta presente ainda hoje, em detrimento dos avancgos culturais e
cientificos, da comunicacdo global, e do advento da Pasteurizacdo, que foi um
grande salto na qualidade alimentar, para os homens principalmente. Atualmente, a
OMS (Organizacao Mundial da Saude) lista a Brucelose como doenca de seguranca
nivel 3, sendo usada até para bioterrorismo (BOSCHIROLLI, 2001; YAGUPSKI &
BARONT, 2005).

Themistocles Zammit, médico maltes, em 1904, estudando as cabras de
Malta através do Teste de aglutinacdo de Zammit em soro sanguineo e culturas de
leite, verificou que quase metade do rebanho era positivo para a Febre de Malta e
gue cerca de 10% das cabras secretavam as bactérias da doenca no leite (WYATT,
2000, 2005, 2009, 2011).

Apos a descoberta de Zammit, em 1906, o uso de leite de cabra para os
servicos da Armada britanica foi proibido, sendo recomendado uso de leite
condensado ou leite em po esterilizado fazendo com que o nimero de casos fosse
reduzido drasticamente. Entre 1900 e 1906 houve um total de 3.631 casos da
doenca, passando em 1907 para apenas 21. Em 1909, a grande ala hospitalar do

exercito estava vazia e ela foi usada para uma enorme recepcéo (WYATT, 2013).

A Brucella spp. foi reconhecida precocemente como agente de bioterrorismo
internacional, e tem sido tradicionalmente considerada como arma biologica. Seu
nome consta como patdégeno, na lista de biodefesa de centros de referéncia
internacionais, como no Centro de Controle e Prevengcdo de Doencas (CDC) de
Atlanta, e do Instituto Nacional de Alergia e Doencas Infecciosas (NIAID). Na
segunda guerra mundial, antes e durante seu curso, o Japdo experimentou em

humanos, este agente, na unidade 731 de Manchdria, assim como na antiga Uniao
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Soviética a bactéria foi utilizada, no seu extenso programa de armas biolégicas
pesquisados durante a guerra fria (PAPAS et al, 2006).



IMPORTANCIA

A importancia da Brucelose em saude publica € baseada no fato desta
doenca apresentar cerca de 500 mil casos novos humanos a cada ano (KATO,
2007; CUTLER, 2006), nos efeitos morais, econdmicos, e clinicos que advém da
infeccdo, que causa graves danos nos individuos enfermos. As significantes perdas
reprodutivas nos animais representam o grande impacto econdémico causado pela
doenca em saude animal (SRIRANGANATHAN et al 2009, XAVIER, et al 2009).

Os prejuizos econbmicos sdo observados na reducdo das taxas de
fertilidade, natalidade e perdas na producdo de leite e carne. Tratando-se de
Brucelose, por apresentar carater zoonético, a identificacdo e a eliminacdo das
fontes de infeccdo sdo de primordial importancia, pois desta forma o bloqueio da
transmissao aos homens e animais susceptiveis pode ser realizado de forma efetiva
(NIELSEN, 1990, JUNIOR, et al 2012).

Segundo Santos et al. (2013), cada vaca infectada representa uma perda
estimada de R$ 420,12 ou R$ 226,47 no caso de gado leiteiro ou de corte, acima de
24 meses de idade respectivamente. Total de perdas estimadas no Brasil foram em
cerca de R$ 892 milhdes (correspondente a 448 milhdes ddlares americanos), o que
corresponde a 0,3201% do PIB de 2011 do Brasil referente a produg¢do animal ou
0,0215% do PIB Nacional de 2011.

A andlise de Santos et al. (2013) indica que um aumento de um por cento na
prevaléncia da Brucelose Bovina brasileira, resulta em uma perda adicional de R$
0,73 (setenta e trés centavos de reais ou 0,37 centavos de ddélares americanos) por
cabeca de bovino no Brasil. Considerando a atual populacdo bovina estimada,
resultaria em uma perda adicional de R$ 154.938.095,65 para cada aumento de 1%
na prevaléncia, e ganho econdmico obviamente proporcional associado a uma

diminuicdo da prevaléncia.

A Brucelose tem forte impacto na saide humana, pois causa emagrecimento

progressivo, prostracdo fisica com incapacidade total ou parcial para o trabalho;
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depressao psicoldgica, problemas na reproducéo, que podem levar a incapacidade
sexual. O Ministério da saude inclui a Brucelose (Brucelose A23), através da Portaria
n°® 1339/1999, como doenca predominantemente relacionada ao trabalho (LAWINSK,
2010).

A Brucelose € um sério problema em diversas partes do mundo, na atualidade
Brucella spp séo cogitadas para o uso em ataques de bioterrorismo (CORBEL, 2006;
LAWINSK, 2010). Considerada como doenca de categoria B na listagem de
pesquisa de biodefesa do Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), é
conhecida por seu significante potencial como arma biolégica (SELEEM, et al.,
2010).

Em estudos hipotéticos de cenéario de guerra biolégica, no caso de 100 mil
pessoas expostas, a aspersdo de Brucella melitensis em forma de aerossois, em
circunstancias ideais de dispersao, causaria 82.500 casos da doenca e 413 mortes,
com um impacto econdmico de U$ 477.7 milhbes de dolares (KAUFMANN et al,
1997). Entretanto as pesquisas da contaminacao alimentar da bactéria como arma
biolégica, somente teria efeito se utilizada apdés a pasteurizacdo dos alimentos
(PAPPAS, et al, 2006). Estes exemplos refletem o despreparo da humanidade para

armas biolégicas e sua importancia mundial.

Falenski et al. (2011) mostraram que Brucella spp. sobrevive por 87 dias em
leite UHT, por 60 dias na agua e menos de uma semana no yogurte. Este estudo é
um bom exemplo para a contaminacgao intencional de alimentos com Brucella spp.
(DOGANAY, and DOGANAY, 2013)



ETIOLOGIA

A Brucelose € uma doenca infecciosa que se caracteriza por ser uma
zoonose, e uma antropozoonose (PAPAS et al, 2006; CAPASSO, 2002). Do ponto
de vista epidemiolégico, as zoonoses sdo doencgas que se transmitem mutuamente
entre homens e animais; e as antropozoonoses sado doencas que se propagam dos
animais em direcdo aos homens. A Brucelose se caracteriza, pelo fato de que,
geralmente se transmite dos animais para os humanos acidentalmente (NICOLETTI,
1990, ALMEIDA, 2006).

A listagem de nomes dados a Brucelose em diversas localidades distribuidas
em todo o mundo € bem caracteristica. Febre de Malta, Febre Ondulante, Febre do
Mediterraneo sdo denominacgfes dirigidas aos homens, ja os nomes de: Aborto
Infeccioso, Aborto Contagioso, Aborto Epizodtico sdo usados para animais, e
Doenca de Bang e Brucelose principalmente para bovinos. Nos estudos realizados
entre 2000 e 2010 é quase unanime a nomenclatura Brucelose para esta
enfermidade (NIELSEN, 2001; GALL, 2002; PAPPAS, 2006; EL-RAZIK, 2007,
CHACHRA, 2009).

As bactérias do género Brucella spp sdo bastonetes, cocos ou cocobacilos
gram negativos, aerébios, imdveis, que em sua maioria requer suprimento de CO;
para seu cultivo priméario. As caracteristicas de suas colbnias sdo transparentes,
convexas com bordos inteiros, elevadas, lisas e com superficie brilhante, com
incidéncia de luz artificial apresentam cor de Mel. A temperatura étima para 0 micro
organismo € de 37°C, porém o crescimento pode ser feito de 20°C até 40°C, e o pH
ideal varia de 6,6 a 7,4 (NIELSEN et al, 2004, GOMES, 2006).

Verger et al. (1985), com a utilizagdo da moderna tecnologia de hibridizag&o
DNA-DNA, confirmaram a proximidade genética entre as varias espécies. Uma vez
que todas as espécies testadas e biovares tinham uma proporcéo de ligacdo ao
DNA (relagéo genética) de mais de 80%. Os autores chegaram a concluséo de que
uma unica espécie, B. melitensis, deveria ser reconhecida no género Brucella. Dois

anos depois, De Ley et al. (1987), chegaram a mesma conclusao.
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Antes do desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, a diferenciagédo
das varias espécies de Brucella e seus biovares era baseada apenas em
informacdes fenotipicas, ou seja, exigéncia de COz2, producdo de HzS, sensibilidade
a corantes, perfis metabdlicos, lise por Bacteriofagos especificos de Brucella e
aglutinacdo com anti-soros monoespecificos (SCHOLZ et al., 2013). Outro critério
importante para a diferenciacdo das varias espécies de Brucella foi a preferéncia
pelo hospedeiro natural, razdo pela qual os nomes das espécies foram dados de
acordo com o seu hospedeiro preferido. Hoje € conhecido que todas as espécies de
Brucella sdo altamente relacionadas no nivel genético, exibindo 16S rRNA idénticos
(GEE et al., 2004) e sequéncias do gene recA (SCHOLZ et al., 2008b), bem como
genomas altamente similares em termos de identidade de sequéncia e sintenia
genética (DEL VECCHIO et al, 2002; PAULSEN et al, 2002; HALLING et al., 2005)

Brucella spp é uma bactéria intracelular facultativa, e suas espécies poderiam
ser identificadas neste momento por: Velhas espécies (espécies classicas), Novas

Espécies e Futuras Espécies.
Velhas Espécies (espécies classicas)

1. Brucella melitensis (BRUCE, 1887) - encontrada principalmente infectando
cabras, ovelhas e bovinos e possui 3 biovares correspondentes (CUTLER, 2006)
sendo a espécie mais patogénica para o homem, porém ndo sendo encontrada no
Brasil (GOMES, 2006; GAMAZO, 2006). Sua infectividade para o homem é téo alta
gue apenas alguns organismos (10 a 100) sao suficientes para causar uma infeccao
cronica debilitante (FUGLER et al., 2007). Gomes (2006) comenta o primeiro caso
ocorrido no Brasil no ano de 1913 como sendo causado por B. melitensis. ESte caso
levanta a suspeita da provavel existéncia desta espécie no Brasil, deixando em

aberto a possibilidade de estudos prospectivos.

2. Brucella abortus — (BANG, 1897) possui 7 biovares e o reservatdrio mais
comum é o bovino, mas também pode infectar cées, cavalos, cabras ovinos,
camelos, veados, bufalos e 0 homem (CUTLER, 2006; KUDI et al, 1997). Estudos
realizados na Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) revelaram trés casos de
Brucelose humana, em médicos veterinarios acidentalmente vacinados com a B19,
no Municipio de Rio Grande, RS, Brasil, enfatizando o carater ocupacional da

doencga, e sugerindo que o uso de Equipamentos de Protecéo Individual (EPI), sao
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essenciais no manuseio da vacina (TRINDADE, et al.,, 2008). Suinos podem se
infectar por B. abortus, € a convivéncia com outras espécies animais propicia a
transmissédo da doenca (APARICIO, 2013).

3. Brucella suis (TRAUM, 1914) — Apresenta cinco biovares e o reservatorio
preferencial € o suino (CUTLER, 2006). Os homens podem se infectar por esta
espécie (KUPLULU, 2004), além de roedores silvestres, lebres, e renas (HER,
2010). No Brasil, somente o biovar 1 foi isolado, e ha poucos relatos de B. suis no
pais, com uma soroprevaléncia de 0,34% (BRASIL, 2000).

4. Brucella ovis (Budle, 1956) - B. ovis € uma espécie rugosa estavel, nao
zoonodtica que produz uma enfermidade clinica ou subclinica crénica, caracterizada
por alteracbes testiculares e subsequiente baixa fertiidade em carneiros e
ocasionalmente aborto em ovelhas (FICAPAL et al, 1998). Embora alguns
pesquisadores sugiram o contagio do homem, ndo ha relatos do isolamento da B.
ovis no homem. Tem sido relatada na Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul e
muitos paises da Europa. Ela ocorre na maioria das regides de criacdo de ovelhas
no mundo (BURGUESS, 1982). No Brasil, segundo Magalhdes Neto & Gil-Turnes
(1996), inquérito sorolégico no estado do Rio Grande do Sul demonstrou uma
soroprevaléncia média em rebanhos de ovelhas positivas de 13,4% (variando 6,9-
50%).

5. Brucella canis (CARMICHAEL & BRUNER, 1968) — Infecta cdes domésticos,
carnivoros silvestres e raramente outros animais domésticos. A infeccdo de caes
com B. canis € generalizada no Brasil, com prevaléncia variando entre 0,84 - 58,3 % e
estd concentrada principalmente nas regiées Sudeste e Sul do pais (AZEVEDO et
al, 2003; KEID et al, 2004; MIRANDA et al., 2005)

Brucella ovis € B. canis apresentam antigenos na superficie de seu
lipopolissacarideo (LPS), os quais podem ser usados para o diagnostico tanto de
brucelose canina quanto de ovina. O teste de Agar Gel Imunodifusédo (AGID)
utilizando antigenos LPS de B. ovis tem sido extensivamente usado no diagndstico de
brucelose canina, bem como o (SAT) teste de aglutinagdo em lamina (CARMICHEL,
& SHIN, 1996; MEGID, et al., 1999; MELO, et al., 1997; MOLNAR, et al., 2001;
MORAES et al., 2002). Entretanto, estes testes frequentemente podem apresentar

reagOes soroldgicas falso-positivas (FPSR) devido a antigenos de superficie comuns
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a outras bactérias tais como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp. € Bordetella
bronchiseptica (CARMICHEL, & SHIN, 1996; HUBBERT, BECH-NIELSEN, BARTA,
1980; MATEU-de-ANTONIO, MARTIN, CASAL, 1994; NIELSEN, & DUNCAN, 1990).
Tanto AGID quanto SAT séo testes de baixa sensibilidade, podendo falhar na
deteccdo tanto de infeccdes precoces como de infec¢des cronicas (CARMICHEL,
1976; NIELSEN, & DUNCAN, 1990). Como consequéncia da inacuracia dos testes
sorologicos, métodos bacteriologicos (cultura) devem ser utilizados para confirmar o
diagnostico (KEID et al. 2004).

6. Brucella neotomae (STOENNER & LACKMAN, 1957) — Conhecida por
infectar apenas os ratos do deserto, sob condi¢cdes naturais, nos EUA, e ndo ha

outros casos em adicdo ao isolamento original.
Novas Espécies

Os Cetaceos, do latim cetus (grande animal marinho) e do grego ketos
(monstro marinho), sdo animais com formas e tamanhos variados, desde o0s
pequenos golfinhos, que mal ultrapassam um metro de comprimento, até a baleia
azul, que mede cerca de 25 metros de comprimento e que é o maior animal vivo da
Terra. Além de baleias e golfinhos, outros animais pertencem a este grupo, como a
orca, o boto, o narval e o cachalote. Os Cetaceos distribuem-se por todos os
oceanos e pela maioria dos grandes rios de todo o mundo, desde as aguas quentes
do equador até as aguas frias dos pdlos, abrangendo atualmente 92 espécies
(PERRIN, 2009)

Durante muitos anos pensou-se que as baleias e os golfinhos fossem peixes,
com a particularidade de esguicharem agua. A primeira vista, os golfinhos e os botos
podem parecer peixes, em particular tubardes, pela forma do corpo. Se olharmos
com atencdo podemos verificar que apesar de viverem na agua, possuirem
barbatanas dorsais, laterais e caudais, ha algumas diferencas. A cauda de um
cetaceo é horizontal e move-se de baixo para cima, enquanto que a cauda de um
peixe é vertical e move-se lateralmente. Pelo fato de serem mamiferos, apresentam
ainda diferencas fisioldgicas, tém sangue quente, respiram ar e reproduzem-se mais

cedo (Cetaceos, Fauna e Flora, 2013).

Os pinipedes (latim cientifico: Pinnipedia) constituem uma superfamilia de

mamiferos aquaticos, que inclui focas, ledes marinhos e morsas, embora em
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algumas classificagfes sejam super-familias. A origem do nome Pinipede deriva do
termo em latim pina e podos que significa pé em forma de pena, que se refere aos
membros posteriores e anteriores dos animais que possuem extensas membranas
interdigitais, que servem para a locomocéo no ambiente aquatico. Os pinipedes sdo
animais que sao adaptados para o ambiente aquético, sendo membros da Ordem
Carnivora, dividindo-se em trés familias: Otariidae (lobos e lebes marinhos),
Odobenidae (morsas) e Phocidae (focas). Estas trés familias mencionadas sao
pertencentes a sub-ordem Pinnipedia (PINEDO. et al. 1992).

Desde a descoberta de uma distinta espécie de Brucella encontrada em fetos
de golfinhos abortados (EWALT et al. 1994), um crescente niumero de isolados de
diferentes cetdceos tem sido relatado. Estes isolados pertencem a diferentes
conglomerados de bactérias com afinidade por golfinhos, focas e baleias.
Excepcionalmente alguns destes isolados de cetaceos pertencem a um diferente
grupo de Brucella spp., que preferencialmente infecta focas e baleias (MAQUART et
al.,, 2009a). Seguindo a convencdo para a nomenclatura de Brucella, que
tradicionalmente nomeia a espécie depois de seu hospedeiro preferencial, os
isolados de cetaceos foram primeiramente designados como Brucella maris (JAHANS
et al., 1997), depois como Brucella cetacea (CLOECKAERT et al., 2001) e finalmente
corrigido para Brucella ceti (FOSTER et al., 2007). Os isolados de pinnipedes eram
diferentes dos de B. ceti, portanto foram nominados Brucella pinnipedialis (FOSTER et
al.,2007).

7. Brucella ceti (FOSTER et al, 2007) — Em 1994, Ewalt e colaboradores, nos
Estados Unidos, isolaram de um cetaceo (golfinho) capturado. Mais tarde, esses
isolados foram incluidos no género Brucella com o nome de B. ceti (FOSTER et al.
2007).

Os cetaceos sao 0s reservatorios preferenciais da B. ceti. Baleias, golfinhos e
focas sdo importantes atracOes turisticas em aquarios e litorais (ORAMS, 1997,
HOYT & INIGUEZ, 2008) e golfinhos s&o usados em terapias médicas (ANTONIOLI
& REVELEY, 2005). Um fenbmeno que faz com que as pessoas entrem em contato
com estes atrativos animais € a chegada aos litorais de golfinhos focas e baleias
desorientadas, iniciando a partir dai um problema para banhistas. Durante os ultimos

anos, estas agfes e contatos entre cetdceos e humanos tém aumentado no mundo
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(MALAKOFF, 2001; BRENSING, 2004; HERNANDEZ-MORA et al., 2008),
aumentando o risco de transmissao de Brucellas spp. patogénicas destes mamiferos

marinhos para as pessoas e animais domeésticos.

Embora cepas de Brucella spp. de animais terrestres ndao tenham sido
encontradas em cetaceos, o oposto ndo € verdadeiro, e B. ceti ja foi isolada de
humanos, comprovando o potencial impacto zoonético desta Brucella (McDONALD
et al.,2006; WHATMORE et al., 2008).

Em fevereiro de 2002, um paciente do sexo masculino de 43 anos de idade,
do Sul de Auckland na Ilha Norte da Nova Zelandia, apresentando com 2 semanas
de sintomas, osteomielite espinhal, febre, calafrios e sensibilidade da coluna
vertebral lombar. As amostras de sangue foram testadas em dois laboratorios
médicos da Nova Zelandia (M e L) por um teste de triagem de aglutinacéo utilizando
como antigeno B. abortus (Immunostics, Inc.; Remel), um teste de aglutinacdo (SAT),
utiizando como antigeno B. abortus (Murex) com ou sem a adicdo de 2-
mercaptoetanol, e um teste de Coombs anti-Brucella usando anti-globulina humana
(CSL Epiclone). O paciente apresentou resultados positivos com todos os trés testes
sorolégicos no prazo de 36 dias de inicio da doenca, apresentando resultados
negativos no SAT e com um titulo em declinio no teste de Coombs 153 dias a partir
do inicio da doenca. A aspiracdo da lesdo iliaca direita ndo resultou em isolamento
do agente, mas 3 dias depois conseguiu-se hemocultivos positivos com um bacilo
gram-negativo. O isolado foi identificado como estando estreitamente relacionado
com a Brucella sp. oriunda de um golfinho dos Estados Unidos (Tursiops truncatus)
e de focas comuns (Phoca vitulina). (McDONALD et al, 2006).

O paciente havia trabalhado embarcado por 10 anos anteriores a doenca.
N&o havia antecedentes de uma doenca similar. O paciente ndo tinha nenhuma
exposicdo a leite ndo pasteurizado ou queijo e nao tinha nenhuma exposicéo
ocupacional a carne ou subprodutos. O paciente tinha carneado dois porcos em
dezembro de 2001, o que levou a crenca de que o paciente adquiriu a infec¢do ao
carnear 0s porcos. Pesquisas clinicas e sorolégicas da populacdo de suinos
associados e produtores de suinos foram realizadas, ndo sendo confirmados outros
casos. Apds a caracterizacdo molecular do organismo (02/611), o paciente foi

entrevistado novamente para determinar uma possivel fonte de mamifero marinho
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como a fonte da Brucella sp. O doente ndo tinha sido exposto a mamiferos
marinhos, entretanto havia sido exposto a isca de peixe cru, incluindo sardinhas
(Sardina e Sardinops Spp.), bonito (Sarda spp.), Lula (Nototodarus sp.). tainhas (Mugilidae) e
regularmente capturava anchova (Chrysophrys auratus), truta ( Arripis trutta), encharéu
bicudo (Pseudocaranx dentex) € ruivos (Chelidonichthys kumu). O paciente havia
consumido anchova crua, recentemente capturada, com suco de liméo e creme de
coco (McDONALD et al, 2006).

8. Brucella pinipedialis (FOSTER et al, 2007) — focas como reservatorios
preferenciais. Em 1994, Ross e colaboradores, na Escécia, isolaram e identificaram
de penipedes (focas) uma nova espécie do género Brucella. Em 2007, 0os novos
isolados foram incluidos no género Brucella como o nome de B. pinnipedialis (FOSTER
et al. 2007).

Um grande estudo incluindo 102 isolados de B. ceti e B. pinnipedialis sugeriu que
h&a uma variacdo substancial nas caracteristicas de biotipagem para essas cepas,
com a exigéncia de CO:2 sendo especialmente Uutil, pois os isolados de focas
necessitam de CO:2 para crescer, e os isolados de cetaceos ndo (DAWSON, et al.
2008). Estas caracteristicas estdo em linha com os resultados anteriores de Brucella
de um grupo de mamiferos marinhos consistindo de isolados de pinnipedes (incluindo
uma lontra), e um grupo de cetaceos, com base em sua dependéncia de CO:
(FOSTER et al. 1996, JAHANS et al. 1997) e a capacidade de crescer em meio de
Farrell no cultivo primario (FOSTER et al. 1996).

O padrao metabdlico oxidativo em diferentes substratos apoiou esta
subdivisdo, com o grupo um formado por isolados de focas e lontras, e o grupo dois
e trés consistindo de isolados de cetaceos. Cepas do grupo um nao oxidaram L-
arabinose e D-galactose, em contraste com o0s outros dois grupos. (Jacques et al.
2007). Um sistema de biotipagem comercial (Taxa Profile™, Merlin Diagnostika,
Bornheim-Hersel, Alemanha) testou a metabolizacdo de varios substratos também
facilmente diferenciados entre as cepas de foca comum e de boto com uma
especificidade de 100% (Al DAHOUK et al. 2010).

9. Brucella microti (SCHOLZ et al. 2008a) — Duas bactérias cocoides Gram-
negativas, ndo-moveis, nao-formadoras de esporos, (estirpes CCM 4915T e CCM

4916), foram isoladas a partir de amostras clinicas de ratazanas comuns (Microtus
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arvalis) selvagens, durante uma epizootia que ocorreu no distrito de Breclav na
Morévia do Sul, Republica Checa em 2001. Em um estudo taxondmico polifasico, foi
observado, com base nas semelhancas de sequéncia de genes por 16S rRNA
(RRS) e recA, ambos isolados foram alocados no género Brucella. Por ser
claramente distinta de todas as espécies de Brucella conhecidas e seus biovares por
meio das propriedades moleculares e fenotipicas, foram caracterizadas como
pertencentes a uma nova espécie dentro do género Brucella, sendo proposto o
nome de Brucella sp microti. nov. com 0 4915T cepa CCM (5BCCN 07-01T5CAPM
6434T). (SCHOLZ et al. 2008a).

B. microti desenvolveu adaptacdes resistentes ao acido, tais como a do sistema
descarboxilase &cido glutamico (GAD), que funciona para facilitar a ultrapassagem
do baixo pH do trato gastrointestinal do seu hospedeiro (AUDIC et al, 2009). B. microti
também foi isolada de ganglios linfaticos mandibulares de raposas selvagens (Vulpes
vulpes) na Austria. (SCHOLZ et al., 2009). Em 2007, B. microti foi isolada com sucesso
a partir do solo no mesmo local que o primeiro isolamento das ratazanas comuns em
2000 (SCHOLZ et al. 2008c). Devido a que sete anos se passaram e as células
vivas ainda foram isoladas com sucesso, esta espécie tem demonstrado a sua
capacidade de sobrevivéncia a longo prazo no solo. A espécie também pode ser
isolada a partir de amostras de solo ap0s ter sido mantida em armazenamento a 4 °C
durante 6 meses (SCHOLZ et al. 2008c). A capacidade de sobreviver por longos
periodos de tempo fora de um hospedeiro mamifero no solo poderia ser um
reservatorio primario potencial de infeccdo, o que poderia facilitar o ressurgimento
da brucelose (Al DAHOUK et al., 2012, SCHOLZ et al. 2008c).

10. Brucella inopinata (BO1l) (SCHOLZ et al. 2010). Isolada a partir de um
implante de mama contaminado, de uma mulher do Oregon (USA) com sinais
clinicos de brucelose. Estudos de hibridizagdo DNA-DNA para examinar o nivel de
relacdo gendmica de BO1 com duas cepas de referéncia, B. melitensis € 16M e B suis
1330. A relacdo observada foi de 78 a 80% a 60°C e 81 a 83% a 75°C. Estes valores
de hibridizagc&o indicam que a BO1 é membro do género Brucella (DE, BK, et al.,
2008).

A partir da analise fenotipica e molecular tornou-se evidente que a cepa BO1'

era claramente diferente de todas as outras espécies de Brucella, e, portanto,



56

representava uma nova espécie dentro do género Brucella. Por causa do seu
isolamento inesperado, o nome Brucella inopinata foi proposto para a cepa BO1T
(SCHOLZ et al. 2010).

Uma perereca de olhos grandes, 4 anos de idade (Leptopelis vermiculatus), foi
apresentada com duas (4 mm de diametro) massas firmes e dolorosas do lado
direito de suas costas do tamanho de ervilha. As duas massas semelhantes a um
abcesso foram abertas cirurgicamente, e um contetdo pastoso branco-amarelo foi
removido. Foi obtida em cultura pura, uma bactéria semelhante a Brucella inopinata,
que foi resistente contra ampicilina e tilosina, mas sensivel aos oito outros
antibioticos testados. O organismo foi identificado pela reacdo em cadeia da
polimerase e sequenciamento do acido ribonucléico ribossomal 16S (de acordo com
n. HE608873) e recA (de acordo com n. HE608874) genes apoés erro de identificacdo
preliminar com Ochrobactrum anthropi quando se utiliza um sistema de identificacao
comercial. Para conhecimento dos autores, uma bactéria semelhante a B. inopinata
nao foi relatada previamente em anfibios. O organismo € um potencial patdégeno
humano e pode representar um risco para pessoas que manipulam os anfibios
(FISCHER et al, 2012).

Duas estirpes invulgares (Brucella inopinata BO1T e Brucella BO2 semelhante a
inopinata) foram isoladas a partir de pacientes humanos, e a sua similaridade com
algumas brucelas atipicas isoladas a partir de espécies de roedores nativos
australianos foram notadas. As analises filogenémicas das seqiéncias dos genomas
de BO1"™ e BO2 e das linhagens de roedores australianos 83-13 e NF2653
mostraram que eles formam dois grupos bem separados do seqlenciado de
brucelas classicas. A analise dos projetos genomas das quatro novas cepas
demonstra claramente que elas sdo verdadeiras espécies de Brucella e mostra que
o0 género é muito mais diversificado do que se imaginava, sugerindo que muitas
cepas de Brucella ndo se encaixam nas definicdes fenotipicas elaboradas na década

de 1970 com base nas cepas de brucelas classicas (WATTAM, et al. 2012).

Recentemente, Bagués et al. (2014) investigaram B. inopinata cepa BO1
(isolado humano) e Brucella spp. cepa 83-210 de roedores australianos. Foi usado
como referéncia de infeccéo classica a B. suis cepa 1330. O modelo de infeccao de

camundongos usado foi o de BALB/c, C57BL/6, e CD1 e também macrofagos
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derivados de medula 6ssea de camundongos (BMDM). As Cepas BO1 e 83-210
apresentaram comportamento semelhante das estirpes de referéncia 1330, em
todos os modelos de infeccdo de camundongos, ou seja, as curvas de crescimento
similares em baco e figado, assim como as taxas de replicacdo intracelular
semelhantes em BMDM. No entanto, ao contrério da cepa 1330 tanto BO1 como 83-
210 mostraram letalidade nos trés modelos de camundongos. As novas cepas
atipicas de Brucella deste estudo se comportam como patdgenos intracelulares
iguais aos da Brucella classica e, além disso causaram a morte em modelos murinos
de infeccdo, conforme publicado anteriormente para B. microti, outra espécie

recentemente descrita no ambiente e em animais selvagens.
Futuras Espécies

Na Austrélia, uma estirpe de Brucella incomum (BO2) foi isolada a partir da
biopsia de pulm&o de um paciente humano de 52 anos de idade, que teve
pneumonia crénica destrutiva (TILLER et al., 2010). As andlises fenotipicas e
moleculares da cepa colocaram a BO2 em estreita proximidade com B. inopinata.
Assim, a estirpe BO2 provavelmente representa uma nova linhagem de B. inopinata.
No entanto, extensas analises moleculares serdo necessarias para confirmar esta

proposicao.

Brucella (BO2) foi isolada da bidpsia pulmonar de um paciente de 52 anos de
idade que viveu no Oregon, em duas ocasides (1981 e 1985-1987), e sofreu uma
“insuficiéncia hepatica” inexplicavel e, em seguida, pneumonia grave (com pleurisia)
a partir da qual se recuperou com Varios cursos de terapia antimicrobiana conforme
relatado pelo paciente aos seus médicos na Australia. Este paciente foi inicialmente
diagnosticado por causa do erro de identificacdo da estirpe BO2 como infectado por
Ochrobactrum anthropi, em um sistema APl 20NE. E uma pratica comum dos
laboratorios clinicos para tentar a identificacdo rapida de organismos cocobacilos
gram-negativos, como Brucella spp., a partir de cultura de sangue, utilizando
sistemas automatizados. No entanto, Brucella spp. € muitas vezes erroneamente
identificada devido as suas caracteristicas fenotipicas semelhantes a organismos
Ccomo Ochrobactrum spp intimamente relacionado. (BATCHELOR et al. 1992,
ELSAGHIR and JAMES, 2003). Embora o paciente tenha sido tratado inicialmente

tanto para Ochrobactrum como para infeccdes por Brucella spp., devido as dificuldades
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de diagnéstico, ele se recuperou com um curso prolongado de terapia

antimicrobiana orais combinadas (TILLER et al., 2010).

Outra cepa com caracteristicas tipicas de Brucella, mas distinta das espécies
atualmente descritas, foi recentemente isolada a partir de dois babuinos,
apresentados como natimortos (SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al., 2009).

Duas fémeas babuinas, uma selvagem capturada, multipara de 13 anos de
idade, e outra de 8 anos de idade, nulipara, nascida em uma colbnia, tiveram
natimortos no segundo trimestre da gravidez. As culturas de ambos os Uteros poés-
parto revelaram isolados que foram caracterizados por andalise bioquimica
tradicional, PCR e sequenciamento multilocus. Os isolados morfologicamente
assemelharam-se a Brucella, embora suas caracteristicas fenotipicas ndo fossem
consistentes com quaisquer espécies atualmente descritas. Os casos descritos sdo
a primeira apresentacdo de uma infeccdo por Brucella naturalmente adquirida em
primatas nao-humanos associados com natimortos da mesma colbnia onde a
soropositividade para Brucella nos babuinos, foi descrita ha 45 anos. O organismo
parece representar uma espécie de Brucella ainda ndo descrita (SCHLABRITZ-
LOUTSEVITCH et al., 2009).

Finalmente, um relatério alarmante veio do Egito. L&, B. melitensis foi isolada de
Clarias gariepinus, um peixe de agua doce do Nilo. Estes peixes foram supostamente
infectados pela ingestdo de residuos de carne de animais infectados jogados no rio
(legalmente) (EI-TRAS, et al., 2010). Estes peixes poderiam servir como porta de re-

entrada do patdgeno para a cadeia alimentar humana.

A brucelose € endémica entre os ruminantes na regiao do Delta do Nilo do
Egito, onde os relatorios sugerem que a incidéncia de infeccdo humana esta
aumentando. Nesta regido a pratica de lancar residuos animais em canais do Nilo é
comum. Como resultado, a agua pode estar contaminada com agentes patogénicos,
potenciais zoondéticos, tais como B. melitensis que poderia infectar peixes. Com
objetivo isolar e caracterizar B. melitensis de bagre do Nilo (peixe gato) foram
coletadas amostras de soro de 120 bagres capturados de canais do Nilo e 120
bagres de fazendas viveiros para avaliar a presenca de anticorpos contra Brucella
spp. usando o teste de Rosa de Bengala (RBT) e o teste do Rivanol (RivT). Swabs

de pele de todos os peixes e amostras de 6rgaos internos (figado, rim e baco) de
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todos o0s peixes sorologicamente positivos, foram cultivados para identificar B.
melitensis biovar 3. A Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para
confirmar os resultados. Um percentual de 9,2% e 8,3% das amostras de soro de
bagre do Nilo foram positivas pelo RBT e RivT, respectivamente. Nenhuma das
amostras de peixe-gato de viveiros foi soropositiva. B. melitensis biovar 3 foi isolada a
partir de 5,8 %, 4,2 %, 5,8 % e 13,3 % de amostras de figado, rim e bacgo e
compressas de pele, respectivamente. Até o que se sabe, este é o primeiro relato de
isolamento de B. melitensis biovar 3 de peixes de agua doce. Os resultados sugerem
que o peixe-gato do Nilo € naturalmente infectado com B. melitensis biovar 3 e pode
desempenhar um papel importante na epidemiologia de brucelose (EL-TRAS, et al.,
2010).



SOBREVIVENCIA DO AGENTE NO HOSPEDEIRO

Nos animais a brucelose é uma infeccao crénica que persiste por toda a vida.
A sobrevivéncia de Brucella spp dentro do hospedeiro se baseia no fato deste
agente ser uma bactéria intracelular facultativa, o que possibilita a permanéncia do
microorganismo tanto dentro de células de defesa, ou circulantes no organismo, com
a capacidade de iniciar e causar infec¢cdes, com minimas perturbacées no sistema
imune inato do hospedeiro, podendo entdo se instalar em seus nichos privilegiados
de multiplicacdo (GUERRA, 2007).

O LPS-S da brucella tem papel fundamental na sobrevivéncia intracelular.
Comparado com o LPS das enterobacteriaceas o LPS-S da brucella tem baixa
toxicidade para os macrofagos, baixa pirogenicidade e baixa atividade ferropénica. E
também um fraco indutor do interferon e do fator de necrose tumoral, mas,

paradoxalmente, € um indutor da interleucina 12 e dos linfécitos Thl (ZHAN &,
CHEERS, 1995; CARON et al., 1994).

O sistema imune é um complexo de células e 6rgdos que tem a funcédo de
defender os individuos de invasores externos. A imunidade passiva € aquela
recebida de forma natural, quando a mée passa imunoglobulinas a sua prole,
protegendo-a de infec¢cBes. Ja a artificial € utilizada na forma de soros hiperimunes,
que protegem os individuos de antigenos externos. A imunidade ativa € aquela que
€ desenvolvida pelo individuo a partir da presenca de um antigeno ou patdgeno que
invade um organismo. A imunidade ativa natural se adquire através da exposi¢do a
microorganismos patogénicos, e a artificial € adquirida pela vacinacdo (TIZARD,
2002).

A exposicdo natural dos individuos ao género Brucella spp, induz tanto
resposta celular, na qual os macrofagos tém o objetivo de destruir as bactérias,
como resposta humoral, na qual as imunoglobulinas IgM estdo presentes nas
primeiras semanas de infeccéo, e IgG que se estabelecem, e persistem em animais
cronicamente infectados (SUTHERLAND, 1980).
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Depois de romper as barreiras das mucosas, Brucella spp. infecta a
submucosa ou as células fagocitarias intra-epiteliais evitando as vias de transporte
intracelular. Isto permite a Brucella spp. evadir dos mecanismos de protecdo dos
fagécitos do hospedeiro para estabelecer um nicho intracelular favoravel a
sobrevivéncia e replicagcdo e para fornecer um meio de disseminagcdo. A
disseminagdo para érgaos distantes, especialmente aqueles dos sistemas reticulo
endotelial e reprodutivos mediados por células, ocorre por meio do sistema
circulatorio (PIZARRO-CERDA et al, 1998; ADAMS, 2002; PAPPAS et al , 2005;
FRANCO et al , 2007).

A natureza intracelular da Brucella spp. favorece a sobrevivéncia e
persisténcia por evasdo da vigilancia imune do hospedeiro. Em até 30% dos casos,
a brucelose humana se desenvolve em uma doencga cronica, muitas vezes
acompanhada por uma combinacdo de febre ondulante e uma série de sintomas
inespecificos (ATLURI et al, 2011; SKENDROS et al 2011).

Brucella foi encontrada com sucesso colonizando e causando alteracdes
patolégicas em uma variedade de 6rgédos, incluindo os do sistema nervoso central,
hemolinfatico, digestivo, respiratério, reprodutor, masculo-esquelético, e os sistemas
cardiovasculares, um aspecto que complica o diagnéstico e pode resultar em atraso
de tratamento (FRANCO et al, 2007; MANTUR et al, 2007; GLYNN e LYNN, 2008;
SELEEM et al, 2010; SKENDROS et al 2011).

O hospedeiro infectado, ao tentar defender-se através da ativacédo do sistema
imune, comanda a primeira linha de defesa para tentar impedir a infeccdo de
progredir dentro do organismo. Os macréfagos entdo fagocitam o agente na
tentativa de defesa, porém a bactéria provoca desorganizagdo na membrana e no
metabolismo do macréfago, inviabilizando o ato de destruicdo bacteriana, através da
nao ligacdo do fagossoma com lisossoma, tornando o fagolisossoma impotente
(ROY, 2005; CELLI, 2006; GORVEL & MORENO, 2002).

Uma vez internalizada, a Brucella localiza-se em um vacuolo que amadurece
a partir de um endossomo primario até um endossomo tardio e, ao ndo ser
destruida, continua a multiplicar-se no reticulo endoplasmatico dos macréfagos. No
entanto, nem todas Brucella spp sobrevivem: quando as bactérias ndo sédo

suficientemente numerosas e 0 animal tem um sistema imunitario competente, elas
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sdo dirigidas para os lisossomas onde sdo destruidas e o complexo de
histocompatibilidade principal apresenta a superficie da célula, os peptideos a
linfocitos Thl e Th2 que vé&o induzir uma resposta imune (ARELLANO-REYNOSO et
al. 2005, KUSUMAWATI et al., 2000).

Ao evitar a degradacdo efetuada pelo macréfago, a bactéria se aloja no
reticulo endoplasmatico desta célula de defesa, onde se multiplica e posteriormente
se difunde no organismo, em busca dos sitios de sua predilecdo (GUERRA, 2007,
CELLI, 2006). O seu substrato principal € um horménio chamado Eritritol, envolvido
principalmente na reproducdo de mamiferos. Nas Fémeas este hormoénio €
secretado em maior quantidade na gestacdo dentro do Utero, jA nos machos este
horménio € presente permanentemente nos testiculos funcionais dos adultos
(CARTER, 1991; SAMARTINO e ENRIGHT, 1996).

Os macréfagos sédo os responsaveis pela multiplicacdo e disseminacao da
bactéria até os 6rgdos corporais, como linfonodos, figado, baco, medula 6éssea,
glandula mamaria, e orgdos sexuais (KO, et al, 2003). A resisténcia da bactéria
dentro de compartimentos acidos dos macréfagos, e sua multiplicacao utilizando o
citoesqueleto da célula, ndo interrompem a funcéo e o ciclo celular. Ao contrario do
gue se esperaria, 0 agente inibe a apoptose celular, propiciando a sobrevivéncia
eterna e sua permanente replicacdo, causando infec¢des crénicas nos hospedeiros
(PAPAS, et al, 2006).

Quando a bactéria se instala no atero, na presenca de eritritol sua
multiplicacdo aumenta e a sobrevivéncia € garantida. Colonizando os tecidos, o
agente causa necrose, vasculite e inflamacéo nas células epiteliais do coérion, origina
entdo, placentite e endometrite comprometendo as trocas metabdlicas entre mae e
feto, podendo levar ao aborto, (GOMES, 2006) ou ao nascimento de terneiros
fracos, e dentre estes neonatos alguns podem morrer ap0s 0 nascimento. A
brucelose € uma enfermidade de carater cronico, se ndo houver intervencao
terapéutica (OIE, 2007).

O aborto no terco final da gestacdo ocorre na maioria dos mamiferos,
primoinfectados, sendo que nas espécies humana e equina ndo ocorre o aborto, por

estas espécies ndo produzirem o eritritol no final da gestacdo, como 0s outros
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mamiferos (NIELSEN e DUNCAN, 1990). Entretanto, Khan, Mah & Memish (2001)
em uma revisdo de 92 gestantes que se apresentaram com brucelose aguda em um
hospital da Arabia Saudita, no periodo de 1983 a 1995, verificaram que a incidéncia
cumulativa de gravidez com infeccdo brucélica foi de 1,3 casos por 1000 partos. A
incidéncia de aborto espontaneo no primeiro e segundo trimestres foi de 43%, e a
incidéncia de morte intra-uterina do feto no terceiro trimestre foi de 2%. Também
Lord, Laserna & Meléndez (1986) na Venezuela examinando um total de 1.490 soros
de equinos provenientes de fazendas onde estes animais compartilhavam os
potreiros com bovinos e de haras com antecedentes de infertilidade, abortos e
bursites, encontraram mais equinos (46%) reagentes positivos no grupo de animais
procedentes de fazendas em comparacdo com os de haras (43%). Brucella abortus
(biotipo 1) foi isolada a partir de baco, figado, conteddo estomacal de fetos
abortados, exudatos de lesdes com bursite e de swabes uterinos. Outros autores
(DENNY, 1973; McCAUGHEY and KERR, 1967; SHOTRIDGE, 1967) também

relatam aborto em éguas.

Segundo Samartino e Enright (1996), na segunda gestacdo apés a infeccéo
0s animais produzem imunidade contra a bactéria, levando a gestacdo a termo com
nascimentos de animais aparentemente sadios, que podem ser imunotolerantes e
portadores silenciosos da bactéria por toda a vida. Estes animais nao respondem
aos testes de diagndstico, por serem imunotolerantes a Brucella spp, o que dificulta

o diagndstico e a erradicacdo da doenca.



SOBREVIVENCIA DO AGENTE NO AMBIENTE

A pasteurizacdo e a fervura dos alimentos sdo medidas eficazes na
destruicdo da bactéria, que néo resiste a estas a¢bes. Existem alguns desinfetantes
comuns, que destroem as Brucellas spp rapidamente: o alcool a 70% (PAULIN,
2003), os compostos de creosol a 3%, os desinfetantes clorados a 2,5%, os
compostos de ortofenol a 2,5%, e solucbes de formaldeido a 2%, destroem o
microorganismo apos 15 minutos de exposi¢cao. A multiplicacdo desta bactéria ndo é
possivel fora de um hospedeiro, portanto sua resisténcia no ambiente é influenciada
por condi¢cBes ambientais favoraveis ou ndo (CASTRO, et al, 2005). Entretanto, sete
anos apoés o isolamento primario da B. microti de ratazanas comuns, conseguiu-se
isolar do solo do mesmo local onde residiam as ratazanas, novamente a B. microti.
Também foi isolada B. microti, @ partir das mesmas amostras de solo, armazenadas a
4°C apoés seis meses. Esta descoberta indica sobrevivéncia a longo prazo de B.
microti N0 solo, assim, o0 solo pode funcionar como um reservatério de infeccdo. Se o
solo é o habitat primario da B. microti Ou outros vetores, como nematdéides, continua a
ser investigado (SCHOLZ et al. 2008c). A identificacdo da B. microti cOmo uma
potencial bactéria do solo é consistente com a seqiiéncia do genoma de B. suis, que
apresenta semelhancas fundamentais com patdgenos de plantas, tais como
Agrobacterium spp. e Rhizobium spp. (PAULSEN et al. 2002).

A Brucella spp pode persistir por longos periodos na agua, esterco, poeira,
lama, fetos abortados, solo, carne e produtos lacteos, e sua duracéo exata, depende
de varidveis como natureza do substrato, temperatura, pH, numero de
microorganismos, luz solar e presengca de outros microorganismos contaminantes
(CORBEL, 2006).

Em ambiente com condi¢des favoraveis, a bactéria € capaz de sobreviver, em
diversas superficies e meios de veiculo. Em superficies sdlidas, na temperatura
média de 31°C o microorganismo permanece viavel durante 4 a 5 horas com

incidéncia solar. Na agua veiculada nas torneiras a bactéria é capaz de permanecer



65

viva por 114 dias na temperatura média de 4°C. Em cole¢des de aguas tipo lago, em
temperatura média de 8°C, pode permanecer viavel por mais de 57 dias, se o pH 6,5
se mantiver constante. O solo seco em temperatura de aproximadamente 20°C limita
a sobrevivéncia da bactéria para menos de 4 dias. Em contrapartida em solo
molhado a menos de 10°C a duracéo do agente é de 66 dias (CORBEL, 2006).

A capacidade de permanéncia de Brucella abortus Nnos restos fetais e no feto
abortado em pastagens € de seis meses ou mais, sendo possivel o aumento deste
tempo se este material estiver em condi¢des favoraveis como sombra, umidade e
baixas temperaturas (BRASIL, 2006).

Nos dejetos dos animais, como o esterco, na estacdo do veréo a bactéria tem
duracdo de somente um dia, porém no inverno no mesmo meio permanece 53 dias
vidvel. Pesquisando o chorume de animais de fazenda, foi possivel encontrar o
microorganismo em temperatura ambiente ap0s 7 semanas de depdésito, que

aumentou para 8 meses na temperatura média de 12°C (CORBEL, 2006).

A permanéncia da bactéria em leite acido pode ser de varios dias, por
semanas em sorvetes e meses na manteiga. A carne ingerida de forma mal cozida
também porta a bactéria viavel. O habito de comer fetos abortados foi relatado no
Equador, sendo caracterizado como promotor de Brucelose humana (GODFROID, et
al , 2005).

Os produtos lacteos e o leite podem conter bactérias viaveis por varios dias,
conforme a temperatura, atividade de agua e pH destes liquidos, como ja
comprovado em queijos moles com alta atividade de agua (NASCIMENTO et al,
2002).



EPIDEMIOLOGIA

A Brucelose é uma doenca de distribuicdo mundial e tem grande ocorréncia
nos paises mediterraneos da Europa e Africa. Na Asia central e no Oriente médio,
assim como no restante do continente Africano a enfermidade também esta
distribuida. Na América do Sul a doenca se expressa do México ao Extremo Sul do
Continente (LAWINSKY, 2010).

Paises onde n&do ocorrem casos de Brucelose durante cinco anos
consecutivos, sdo considerados locais onde a doenca esta erradicada. Alguns
exemplos de paises sdo: Reino Unido, Suécia, Australia, Canada, Chipre, Holanda,
Finlandia, Dinamarca, Noruega e Nova Zelandia (ROBINSOM, 2003).

No Brasil a Brucelose é uma enfermidade de carater endémico, e apesar de
apresentar prevaléncias diferentes nos estados, ocorre em todo o Territério
Nacional. Em 1975 o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
realizou um levantamento estimando as prevaléncias regionais para a enfermidade,
os percentuais encontrados foram de 4,1% no Norte do pais, 2% no Nordeste, 6,8%
na regido Centro-Oeste, 7,5% na regidao Sudeste e 4% na regidao Sul (POESTER et
al, 2002). Estudos realizados entre as décadas de 80 e 90 nas mesmas regides

revelaram prevaléncias semelhantes as encontradas em 1975 (BRASIL, 2006).

Quase todas as espécies domeésticas podem ser afetadas com brucelose
exceto gatos que sao resistentes a infeccdo por Brucella. Também é um grande
impedimento para o comércio. A morte pode ocorrer como resultado de metrite

aguda, seguida de retencdo das membranas fetais (RADOSTITS et al., 2000).

O carater ocupacional da Brucelose é comprovadamente predominante,
sendo que profissionais como veterinarios, magarefes, trabalhadores agricolas,
rurais e profissionais de laboratério sdo os principais acometidos, entretanto os

humanos séo considerados portadores acidentais (LOUISIANA, 2008).

Hospedeiros Susceptiveis



67

Os principais hospedeiros da Brucelose s&o animais produtores de alimento
para 0s homens, por este motivo a sua importancia como zoonose. Entre estes
estdo incluidos os bovinos, ovinos, suinos e caprinos. Outros animais também
podem ser citados, como 0s equinos, cédes, bufalos, camelos, renas e diversos
mamiferos silvestres, de maior ou menor importancia dependendo da regido onde se
localizam. Alguns mamiferos marinhos ja foram diagnosticados portando a bactéria,
entre eles, as focas, golfinhos, baleias e lebes marinhos, que representam um risco

real para 0s expostos ao contagio estreito com estes animais (CORBEL, 2006).

O homem € um hospedeiro susceptivel, que contrai a Brucelose de forma
natural e/ou acidentalmente. Muitos casos da doenca adquiridos em manipulacéo
laboratorial séo relatados na atualidade e revelam o despreparo geral que existe na
manipulacdo correta do microorganismo. A Brucella spp € uma bactéria que
pertence a classe 3, ao nivel de biosseguranca, e a infeccdo adquirida em
laboratério comprova a verdadeira ameaca biolégica que envolve este
microorganismo, inclusive como potencial agente de bioterrorismo (YAGUPSKY &
BARON, 2005).

A ocorréncia ocupacional desta doencga indica o homem novamente como
hospedeiro susceptivel. Os veterinarios, magarefes, trabalhadores rurais, produtores
de leite, incluindo diversas pessoas que possam ter contato direto com animais,

fazem parte dos possiveis hospedeiros da Brucella sp (SEIMENIS, et al., 2006).
Incubacéo da doenca

O periodo de incubacéo da doenca é bastante variado, ocorrendo em menos
de uma semana, e estendendo-se por varios meses. Entretanto apés trés ou quatro
semanas de exposicdo € comum o aparecimento dos sintomas da enfermidade
(OIE, 2007). A transmissdo ao homem se da através de contato com secrec¢fes
vaginais e teciduais, fetos abortados, urina, sangue, placenta e inclusive produtos
lacteos ndo pasteurizados provenientes de animais infectados (Louisiana, 2008).
Segundo Bossi, et al. (2004), a incubacgéo da Brucelose é altamente variavel, que se

estende na faixa de um a 60 dias, ou estendendo-se por varios meses.

Nos bovinos a incubacéo da Brucelose, ocorrida a partir de infec¢ao natural, é

dificil de ser mensurada, porém observa-se que quanto mais adiantada a prenhes
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em fémeas infectadas, mais curto serd o periodo de incubagédo, com consequente

aborto ou nascimento prematuro (OIE, 2008).

Segundo a Organizacgao Internacional de Epizootias, no desenvolvimento da
Brucelose, pode ocorrer um periodo extremamente longo de incubacéo da doenca,
ou também os individuos infectados podem permanecer sorologicamente negativos,
apos a infecgdo, por periodos consideravelmente longos. Os portadores falsamente
negativos, neste caso, permanecem um grande risco de tornarem-se fonte de

infeccédo silenciosa, para o grupo de risco em contato (CORBEL, 2006).
Fonte de infeccéo

Os reservatorios naturais da Brucelose sdo os mamiferos em geral, como o0s
bovinos, os caprinos, suinos, ovinos, caes e equinos (PAULIN & FERREIRA NETO,
2003). Os animais silvestres também podem abrigar esta bactéria e sdo importantes

reservatorios da doenca além dos animais domésticos (POESTER et al, 2002).

A estimativa de dose infectante de Brucella spp em forma de aerossois
infecciosos para seres humanos € de 10 a 100 microorganismos inalados
(CHARISSIS et al, 2009).

Os equinos tém seu papel de reservatorio da Brucelose bem amplificado na
zona rural, pelo fato destes animais servirem o homem ajudando no manejo das
propriedades. O acesso dos equinos abrange praticamente todos os potreiros da
propriedade, propiciando a possivel disseminacdo da doencga caso o animal esteja
infectado. A Brucelose pode se apresentar de forma assintomatica na sua fase
inicial, silenciosamente em muitos casos. Nos equinos em fase crénica € comum o
aparecimento de inflamag&o supurativa na cernelha dos animais, sendo conhecido
como sinal patognomoénico de Brucelose equina, e denominado “Mal das Cruzes”
(STARK, et al., 2008)

Os caninos positivos para Brucelose sdo fonte de infeccdo permanente,
sendo que seu tratamento ndo € indicado, devem ser removidos do contato com
outros animais, ndo utilizados em reproducéo e castrados. O contagio para humanos
nao é freqientemente relatado, porém pode ocorrer, sendo a urina dos animais, um

potente disseminador da bactéria ap0s quatro a oito semanas de infeccdo, tanto
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para animais como humanos em contato estreito com os soropositivos.(WANKE,
2004).

Fontes de contaminacao

Alimentos provenientes de leite ndo tratado com fervura ou pasteurizacao,
legumes e verduras contaminados com excretas de animais doentes, dguas de
pocos e cisternas contaminadas por excrementos de animais enfermos, carnes e
visceras de animais portadores do agente, que pode permanecer viavel nestes
produtos por semanas, sao fontes de contaminacdo para homes e animais
(NIELSEN,1997).

As principais fontes de contaminagao para bovinos sédo os fetos abortados,
envoltorios fetais e descargas vaginais ap0s o aborto, que permanecem nos
campos, assim como as fezes de animais infectados. Como os bovinos costumam
lamber estes despojos fetais, este habito bovino se torna uma importante fonte de
contaminagao (SAMARTINO & ENRIGHT, 1993).

Embora os machos n&o apresentem importancia relevante na transmissao da
Brucelose por monta natural, em decorréncia da eficacia das protecdes naturais da
vagina da fémea, a inseminacédo artificial com sémen de touros infectados é uma

pratica que pode também ocorrer e propagar a Brucelose (CAMPERO, 1993).

A contaminacao de instalagdes, pastos, copos de ordenha, “pool” de colostro
administrado a recém nascidos, sdo carreadores da bactéria e fontes de
contaminagao. Uma forma moderna de ter contato com fontes de contaminacgdo da
doenca € a utilizagdo de produtos organicos, “alimentos saudaveis”, onde a ingestao
de vegetais crus, por exemplo, pode ser potencialmente perigosa, perpetuando a

transmissdo da doenca nos tempos modernos (CORBEL, 2006).
Vias de Transmisséo

A transmissdo da Brucelose animal pode ocorrer tanto de forma horizontal,
como de forma vertical, cursando com aborto e infertilidade nos hospedeiros
naturais, como bovinos, suinos, caprinos, e também em animais domeésticos e
silvestres que podem servir de reservatorio da doencga para 0s humanos e outros
animais (APARICIO, 2013).
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As possiveis vias de transmissdo da doenca podem originar-se do contato
sexual entre parceiros, aquisicdo da infeccdo em ambiente contaminado com
fémites, exposicdo ocupacional no contato com animais e transmissao de origem
alimentar (CORBEL, 2006).

O consumo de produtos ndo pasteurizados é apontado como 0 maior
causador da Brucelose humana. Existem constatagdes que a transmisséo sexual da
enfermidade entre parceiros, seja possivel de ocorrer, e a transmissdo por
aleitamento ja foi comprovada entre lactantes e sua prole. (KATO, 2007). A
Brucelose pode ser transmitida ainda por transfusdo de sangue, transplante de rins,
transplante de medula éssea e através do sémen contaminado (MANTUR, et al
1996).

Os aerossois inalados pelos homens e animais podem propagar a Brucelose.
A utilizacao de centrifugacdo de sangue, nao hermeticamente fechado, pode originar
infeccdo por inalacdo da bactéria acidentalmente, assim como 0s aerossois

circulantes em matadouros de bovinos (NIELSEN, 1997).

Os trabalhadores de laboratérios que manipulam a bactéria estdo
potencialmente em risco de transmisséo da Brucelose. A exposi¢ao natural a poeira
e esterco contaminados, superficies contaminadas com dejetos de animais, aguas
de pocos onde ocorreram recentemente aborto, assim como agua da chuva
contaminada e espalhada em jardins, ruas e estabelecimentos, sdo importantes

veiculos de transmissédo da Brucelose humana e animal (CORBEL, 2006).



SINAIS CLINICOS

A Brucelose cursa com dor de cabeca, febre, prostracdo, dores articulares,
suores profusos com odor caracteristico, anorexia, dores musculares, emaciacao,

artrite, esplenomegalia e hepatomegalia (YOUNG, 2000).

Outros sintomas séo vulgarmente conhecidos, por fazerem parte dos sinais
de Brucelose e compreendem: suores noturnos, astenia, tremores musculares,
irritabilidade, artralgias, mialgias e lombalgias, somados ao descritos anteriormente
(NARCISO et al, 1991). Raramente podem ocorrer sintomas, como problemas
renais, hepaticos e manifestagfes cardiacas. Quando o sistema nervoso central
envolvido na infeccdo pode ocorrer sindrome de desmielinizagdo nervosa. (OIE,
2008).

A febre que ocorre na Brucelose é expressa de forma intermitente e
recorrente, e acompanha a conhecida “Sindrome da Fadiga Crbnica”, que na
auséncia de diagndstico e tratamento pode persistir semanas ou meses (CORBEL,
2006).

A sintomatologia da Brucelose humana pode também ser inexpressiva, ou
seja, assintomatica, n&o obstante ocorra bacteremia, sendo possivel
independentemente deste fato, a transmissdo do agente para individuos préximos

ou familiares do mesmo grupo de risco (CELEBI, 2007).

Na Brucelose bovina a principal manifestacao clinica € o aborto no terco final
da gestacdo para as fémeas, com nascimentos prematuros, retencédo de placenta,
podendo gerar infertiidade permanente, e nos machos apresenta-se em geral
assintomatica, cursando com inflamacdo aguda, que se torna crbnica
desapercebidamente (OIE, 2008).

As fémeas adultas bovinas sdo as principais acometidas pela enfermidade,
porém os animais jovens e fémeas ndo gestantes sado afetados em menor grau. A

brucelose pode difundir-se rapidamente nos rebanhos e causar desta forma grandes



72

perdas econOmicas com suas consequéncias, como abortos, nascimentos
prematuros e esterilidade nas vacas enfermas (SAMARTINO e ENRIGHT, 1993)

Os machos acometidos de Brucelose apresentam sintomas principalmente
nos O0rgaos genitais, que se manifestam como orquite, epididimite, alteracdes nas
glandulas genitais (JUNIOR, et al 2012), diminui¢&o de libido e infertilidade, podendo
apresentar ainda artrites e higromas, que sdo cole¢cbes de liquido inflamado nas

articulagdes dos enfermos (OIE, 2008).



PATOGENIA

O potencial patogénico de Brucella spp. é altamente dependente da sua
capacidade de entrar e sobreviver no interior das células hospedeiras. Brucella ndo
tem fatores de viruléncia classicos como exotoxinas, capsula ou lipopolissacarideo
endotoxico (LPS) (MORENO and, MORIYON, 2001). Os principais mecanismos de
viruléncia da Brucella ja identificados sdo 0s necessarios para a invasdo da célula
hospedeira e sobrevivéncia intracelular ou replicacdo (BOSCHIROLI et al. 2002,
LOPEZ-GONI et al, 2002, LAPAQUE et al. 2005).

Os genes que codificam a urease sao necessarios para o estabelecimento da
infeccdo por B. suis, B. abortus, € B. melitensis (PAIXAO et al. 2009, BANDARA et al.
2007, SANGARI et al. 2007). A urease é uma enzima de subunidades mudltiplas,
envolvida no metabolismo do azoto, o que provoca um aumento do pH devido a
producdo de amoniaco, como resultado da hidrélise da uréia (COLLINS and
D'ORAZIO 1993). O papel da urease brucélica na inibicdo da acidificagdo do
fagossoma por amoniaco ndo tem sido demonstrado (SANGARI et al, 2007).
Aparentemente, o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS) e LPS também séo
necessarios para o estabelecimento da infec¢do gastrointestinal, embora cepas
mutantes ainda tenham capacidade de atravessar a mucosa intestinal através das
células M, semelhantes as cepas virulentas (PAIXAO et al. 2009). A hidrolase de sal
biliar pode ser outra enzima bacteriana essencial para Brucella infectar
camundongos por via oral. A delecdo do gene da hidrolase choloylglycine em B.
abortus, provoca perturbagcbes do crescimento bacteriano em meio contendo sais
biliares e atenuacdo em camundongos apés 10 dias de infecgdo intragastrico
(DELPINO et al. 2007).

Durante a internalizacéao, Brucella depende de um sistema regulador de dois
componentes, BvrR/BvrS que regulam a expressado de proteinas da membrana
externa (OMPs) envolvidas na invasdo das células hospedeiras. Os dois
componentes deste sistema sdo BvrR, uma proteina reguladora, e BvrS, uma

proteina com atividade de sensor de histidinoquinase. Este sistema regulador é
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necessario para o recrutamento de GTPases e filamentos de actina, e para manter a
integridade da membrana externa bacteriana (LOPEZ-GONI et al. 2002, GUZMAN-
VERRI et al. 2002). Estirpes mutantes onde faltam BvrR/BvrS ndo séo capazes de
invadir células fagociticas e néo fagociticas porque nao recrutam GTPases,
particularmente Cdc42. Este sistema regulador também ¢é importante para a
sobrevivéncia intracelular, ja que cepas mutantes sdo incapazes de inibir a fusdo
fagossoma-lisossoma (LOPEZ-GONI et al. 2002, SOLA-LANDA et al. 1998).

Um mecanismo adicional empregado pela Brucella para evitar a fusdo das
bactérias contendo o vacuolo com lisossomos em macrofagos séo as ciclicas  1,2-
glucanas (ARELLANO-REYNOSO et al. 2005). As glucanas sdo constituintes do
periplasma bacteriano com atividade osmorregulatéria e sequestrante do colesterol e
s80 necessarias para a sobrevivéncia de Brucella em células n&o fagociticas e in
vivo em camundongos. As Ciclicas [ 1,2-glucanas de Brucella impedem a
maturacdo do fagossoma, interferindo com as jangadas lipidicas, alterando, assim, a
expressao da proteina na membrana vacuolar e excluindo as proteinas lisossémicas
do Vacuolo Contendo Brucella “BCV” (STARR et al. 2008, ARELLANO-REYNOSO et
al. 2005, BRIONES et al. 2001).

O LPS é outro fator de viruléncia da Brucella que contribui para a
sobrevivéncia inicial das bactérias nos macréfagos (LAPAQUE et al. 2005). O LPS é
essencial para a integridade estrutural e funcional da membrana externa de
bactérias gram-negativas. A caracterizacdo do fenétipo LPS de Brucella spp. como
liso ou rugoso depende da presenca ou auséncia da cadeia O do polissacarideo
exposto a superficie, respectivamente. O polissacarideo-O desempenha um papel
importante na viruléncia associado com o LPS de estirpes lisas uma vez que as
cepas mutantes rugosas ndo conseguem sobreviver em culturas de macréfagos,
bem como in vivo em camundongos (LAPAQUE et al. 2005, ALLEN et al 1998,
JIMENEZ de BAGUES et al 2004). Embora mutantes rugosas derivadas de estirpes
virulentas de Brucella lisas geralmente invadam células hospedeiras de forma mais
eficiente do que as estirpes lisas, elas sdo menos capazes de sobreviver dentro da
célula. No entanto, algumas cepas rugosas podem ser naturalmente virulentas
(DETILLEUX et al. 1990a, DETILLEUX et al. 1990b). A replicacéo intracelular de
cepas de Brucella lisas pode refletr o papel do LPS liso no inicio do
desenvolvimento do fagossoma contendo Brucella. Brucella pode bloquear
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maturacdo do fagossoma através da interagdo de LPS liso com balsas lipidicas, o
qgue contribui para a inibicdo da fusdo fagossoma-lisossoma (PORTE et al. 2003).
Além disso, o LPS liso oferece resisténcia ao complemento e peptideos
antimicrobianos, como «o-defensinas e lactoferrinas (LAPAQUE et al. 2005, de
TEJADA et al 1995, FERNANDEZ-PRADA et al 2001, TUMURKHUU et al 2006). O
LPS liso também confere resisténcia ao 6Oxido nitrico, radicais livres, e lisozima,
importantes mecanismos antibacterianos de macrofagos e neutrofilos (LAPAQUE et
al. 2005, ALLEN et al. 1998, RILEY et al. 1984, RASOOL et al. 1992, FERNANDEZ-
PRADA et al 2001). Portanto, o LPS de Brucella lisa pode ser considerado um fator
de viruléncia necessario para a resisténcia contra ambos 0s mecanismos

antimicrobianos extra e intracelulares do hospedeiro.

A principal via de entrada da bactéria no organismo é a via oral, porém o
microorganismo pode penetrar no organismo através de portas de entrada como
ferimentos na pele, ou através das mucosas expostas as maos contaminadas, assim
como 0s aerossoOis podem também portar a bactéria para o trato respiratério do
susceptivel (NIELSEN & DUNCAN, 1990).

Para alcancar suas células-alvo, a Brucella precisa atravessar as barreiras
das mucosas do trato respiratério, trato geniturinario ou digestivo, onde se submete
a fagocitose por macrofagos residentes e células dendriticas, resultando na
disseminacao do organismo para 6rgaos linféides e reprodutivos (ANDERSON et al.,
1986; ACKERMANN et al. 1988). A invasdo através do trato digestivo esta
associada a transmigracdo epitelial de bactérias preferencialmente através de
células M. Fagécitos intra-epiteliais também podem transportar a Brucella do [imen
intestinal para a lamina propria (ACKERMANN et al. 1988; PAIXAO et al. 2009).

Apoés a entrada em células de mamiferos, o patégeno intracelular Brucella
abortus reside dentro de um compartimento ligado a membrana, o vacuolo que
contém a Brucella (BCV), cuja maturacdo é controlada pela bactéria gerando uma
organela replicativa derivada do reticulo endoplasmético (RE). Antes de atingir o RE,
acredita-se que a Brucella garanta a sua sobrevivéncia intracelular através da
inibicdo de fusdo do BCV intermediario com endossomas e lisossomas tardios,
embora tais BCVs sejam acidos e acumulem a proteina associada a membrana

lisossomal (LAMP-1). Os BCVs adquirem rapidamente varios marcadores
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endociticos tardios, incluindo a Rab7 guanosina trifosfatase e seu efetor a proteina
lisossomal interagindo com Rab (RILP), estando acessiveis para os marcadores de
fase fluida tanto os liberados na totalidade da via endocitica como os pré-carregados
pelos lisossomas, indicando que BCVs interagem com endossomos e lisossomos
tardios. Consistentemente, BCVs intermediarios sdo &cidos e exibem atividade
proteolitica até 12 h apds a infecgdo. A expressdo da dominante negativa Rab7 ou a
superexpressao da RILP significativamente prejudicam a capacidade das bactérias
para converter seu vacuolo em uma organela replicativa derivada do RE, indicando
que a maturacdo do BCV exige interacbes com o0s compartimentos funcionais
endossomal/lisossomal tardios. Tomados em conjunto, estes resultados demonstram
gue o trafego dos BCVs ao longo da via endocitica se funde com os lisossomas e 0s
eventos de tal fusdo sdo necessarios para a posterior maturacdo dos BCVs em

organelas replicativas derivadas de RE (STARR et al. 2008).

Ao penetrar no organismo dos individuos a bactéria vai infectar os ganglios
regionais para multiplicar-se em maior escala, sendo levada pela linfa e sangue para
outros 6rgdos. A bacteremia sanguinea pode ocorrer quinze dias apos a infecgéo
inicial (OIE, 2008). A localizagdo preferencial da Brucella spp sdo os ganglios
linfaticos, utero e Ubere, figado e baco, e 6rgdos genitais dos touros (KO &
SPLITTER, 2003).

Também é citado que a Brucella spp ao passar por diferentes hospedeiros,
conquistou uma evolugcdo Unica em sua sobrevida dentro destes hospedeiros, e a
infeccdo causada pela bactéria possui pelo menos duas etapas distintas. No estagio
infeccioso inicial da enfermidade ocorre o aumento do numero de bactérias,
passando ap0s para uma fase de laténcia bacteriana que assegura sua
sobrevivéncia e infeccdo generalizada. Efetua-se assim a garantia de seu
ressurgimento em momento oportuno e perpetuacdo da transmissdo da doenca
(HALLING & BOYLE, 2002).



DIAGNOSTICO

O "padréao ouro" no diagnostico da brucelose € o teste bacteriolégico direto:
cultivo de Brucella, isolado a partir de fluidos corporais (sangue, liquor, urina e
outros) ou tecidos (YAGUPSKY, 1999). A identificacdo das bactérias é baseada em
sua morfologia, coloracdo e do perfil metabdlico (testes para as atividades de
catalase, oxidase e urease) (GODFROID et al, 2010). Recomenda-se para sangue e
outros fluidos corporais a cultura pelo método Bifasico de Castafieda (POESTER et
al. 2010). O diagndstico bacterioldgico de brucelose é severamente limitado pelo fato
de que Brucella € uma bactéria perigosa, e seu isolamento tem de ser feito
especialmente em laboratérios equipados com nivel de biosseguranca 3. Além
disso, é um procedimento demorado e muito trabalhoso. No entanto, o isolamento e
cultivo de bactérias também sdo passos preliminares necessarios para a coloragao e
biotipagem de espécies de Brucella (SMIRNOVA et al. 2013).

O Isolamento da bactéria do sangue, ganglios linfaticos, medula 6ssea e
fluido cérebro espinhal é considerado como de alta especificidade, porém com
desvantagens como baixa sensibilidade e crescimento lento no cultivo laboratorial
(GLYNN & LYNN, 2008). O isolamento primério além de ser dificil e demorado,
requer meios de cultura especiais, e nivel 3 de seguranca bioldgica, representando
risco para 0 manipulador das amostras em laboratério, por este motivo, a

confirmacéo da brucelose é baseada principalmente em sorologia (YOUNG, 1991).

A bacteriologia da Brucelose animal pode ser realizada utilizando-se amostras
de feto abortado, exsudatos de abcessos e uterino, envoltorios e liquidos fetais, e
leite (CORBEL, 2006). A incubacgéo destas amostras maceradas e inoculadas em
cobaias por trés a seis semanas preconiza o0 imediato abate e reisolamento do
agente do baco, testiculos, linfonodos regionais e figado. O soro retirado dos
cobaios € submetido a sorologia pertinente, para final confirmacédo do diagnadstico.
(OCHOLI, et al., 2004)

O exame direto no diagnoéstico da Brucelose pode ser realizado utilizando-se

a técnica de Imunofluorescéncia Indireta. As amostras podem ser retiradas de fetos,
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secrecOes vaginais e membranas fetais (OIE, 2007) O teste envolve a fixagao (por
acetona) de uma suspensdo pré-determinada do conjunto B. abortus ou células B.
melitensis obtidos a partir de diferentes fontes comerciais ou laboratérios de

referéncia.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular, que
permite a identificacdo de um microorganismo através do seu DNA. Os indicadores
utilizados chamam-se “Primers” e através da amplificacdo desta sequéncia de DNA,
é possivel identificar o microorganismo presente na amostra. A evolucdo da biologia
molecular permitiu este avanco em diagndstico humano e animal e popularizacao de
técnicas moleculares. Estes testes sdo extremamente sensiveis e especificos e
permitem a identificacdo da Brucella spp em diversas amostras, desde os restos de
aborto até alimentos como o queijo. A necessidade de técnicos especializados, e
laboratorios equipados sdo essenciais para a realizacdo do PCR, o que dificulta a

sua popularizagdo mais efetiva (POESTER, et al, 2005).

A sorologia para Brucelose é baseada na utilizacdo de antigenos formulados
com suspenséao de bactérias totais, desenvolvidos para detectar anticorpos contra a
cadeia O do LPS-S, que faz parte da membrana externa da bactéria juntamente com
fosfolipideos e proteinas. Os testes soroldgicos mais utilizados sdo o Teste do
Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), o Teste de Soro-aglutinacdo Lenta (SAL)
que é utilizado em conjunto com o Teste do 2 Mercaptoetanol (2ME), o Teste do
Anel no Leite (TAL),0 Teste de Fixacdo de Complemento (FC), e testes de ELISA
(CORBEL, 2006).

O Teste de Polarizacdo da Fluorescéncia (FPA) é a técnica mais moderna na
realizagdo do diagnoéstico da Brucelose bovina, e ja estd sendo implantada em varios
paises (POESTER, et al 2005), inclusive no Brasil. Este teste de diagndstico da
doenca, é recomendado pela OIE como teste alternativo, para o mercado
internacional de bovinos (NIELSEN, et al, 2002). O antigeno (AG) utilizado no teste é
um fragmento do polissacarideo O LPS-S da Brucella abortus, marcado com
fluorocromo de baixo peso molecular. Quando o AG é adicionado, a soros ou fluidos
a serem testados, se liga aos anticorpos se estiverem presentes. O FPA é baseado
na rotacao aleatdria de moléculas em solucéo, sendo que na presenca do complexo

antigeno-anticorpo, ocorre a diminuicdo da rotagcdo das moléculas, que pode ser
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medida através da fluorescéncia destas em plano de luz polarizada (NIELSEN e
GALL, 2001).

No ano de 2001 foi instituido no Brasil, pelo Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento, o PNCEBT, que € um programa que visa erradicar duas doencas
tdo importantes em saude publica e animal, como a Brucelose e Tuberculose. Até
dezembro de 2003 foi estabelecido o prazo, para que todos os Estados do pais
realizassem a vacinag&o obrigatdria contra Brucelose. As fémeas dos rebanhos na
idade de trés a oito meses de vida, obrigatoriamente devem ser vacinadas,
implantando assim uma das metas do programa. O objetivo do programa visa
diminuir o impacto negativo dessas zoonoses em salude humana e animal, além de
promover a competitividade da pecuaria nacional. A vacinacdo das fémeas e o
diagnostico em idade adulta compb8em as estratégias de certificacdo de
propriedades livres ou monitoradas, na luta contra Brucelose bovina e bubalina
(BRASIL, 2006).

No Brasil o PNCEBT esta em funcionamento, padronizando e regulando o
diagnostico da doenca em bovinos. Os objetivos especificos do programa séo
baseados na reducdo da prevaléncia e incidéncia de novos focos da doenca. O
programa foca também, na criacdo de propriedades certificadas como livres ou
monitoradas para Brucelose, que possam oferecer aos consumidores, produtos

alimenticios de baixo risco sanitario (BRASIL, 2006).

Os testes de diagndstico preconizados pelo PNCEBT sao divididos em
categorias segundo sua funcéo epidemiolégica. O teste de vigilancia epidemioldgica,
utilizado na triagem para Brucelose em vacas leiteiras que estejam em lactacao, € o
TAL (POESTER, 2005). As vantagens do teste sao a rapidez de execugao, o grande
namero de animais testados com o mix do leite total da propriedade, e a retirada da
amostra de leite do tanque refrigerado da propriedade, sem contato com as vacas
lactantes, evitando o estresse nos animais. O aparecimento de animais falsos
positivos pode ocorrer se na realizacdo da prova, suas normas forem negligenciadas
(NIELSEN, 2002).

A triagem para Brucelose bovina no Brasil é realizada com o teste AAT, que é
um teste soroldgico individual, com alta sensibilidade, de rapida execucéao e baixo

custo, amplamente utilizado no diagnostico da doenca (CORBEL, 2006). A prova do
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AAT é de caracteristica qualitativa, pois ndo revela quantidades de anticorpos e sim
a sua presencga ou auséncia, levantando com maior precocidade a presenca de

infeccdes recentes sendo neste sentido superior ao 2ME e SAL (PAULIN, 2003).

Os testes confirmatérios para Brucelose sdo a SAL e 2ME, realizados em
conjunto para a mesma amostra segundo o PNCEBT. O levantamento da presenca
de anticorpos € qualitativo, e através deste conjunto séo verificadas a presenca de
IgM decorrente de infecgBes recentes e titulos vacinais, e IgG que indica infeccéo
ativa ou cronica, e revela a positividade para a doenga. A sua comprovagao positiva
determina o Abate Sanitario dos animais positivos em 30 dias, e Notificacdo
Compulsoria aos 6rgaos de Inspecdo Federal responsaveis pela zona sanitéria,
onde ocorreu o diagnostico da doenca (BRASIL, 2006). Esta prova possui alta
especificidade, caracteristica de testes confirmatorios, apesar de ndo necessitar de
alta sofisticacdo para sua realizacdo, € eleita prova confirmatoria para Brucelose
animal (POESTER, et al. 2005).

O teste de FC é recomendado pela OIE como teste de referéncia para transito
internacional de bovinos (OIE, 2008). Este teste é preconizado também pelo
PNCEBT como teste de referéncia para Brucelose para transito internacional, porém
nao é utilizado amplamente na rotina de deteccdo de Brucelose, diferentemente do
2ME e SAL (BRASIL, 2006). A prova revela tanto a presenca de IgM, como IgG,
porém é um teste complexo e trabalhoso, que exige equipes treinadas e laboratério

bem equipado (CORBEL, 2006; NIELSEN, 2002).

No Brasil o PNCEBT determinou como testes oficiais de triagem o AAT e o
TAL e como testes confirmatérios o 2ME e FC, sendo a amostra de Brucella abortus
1119-3 utilizada na preparacdo dos antigenos especificos para realizacdo dos testes
(MEGID et al, 2000).

Varios fatores devem ser levados em consideracao, na escolha dos testes de
diagnoéstico para cada regido do planeta. Na escolha dos métodos de sorologia
deve-se levar em consideracéo, o custo de cada teste, a situacéo epidemioldgica da
doenca, o tamanho da populacdo bovina da regido e suas caracteristicas, se a
vacinacgao é utilizada na regido, e qual tipo de vacina é inoculada no rebanho, como
também a sensibilidade e especificidade dos testes a serem realizados no rebanho

(BRASIL, 2006). A efetivacdo da erradicacdo ou controle da Brucelose bovina é
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fundamental no controle da Brucelose humana, e de grande importancia nacional e
internacional, sendo esta enfermidade uma doenca tdo importante em sadde e
zoonose de periculosidade consideravel, os avancos em busca de sua erradicacao

sdo sempre de suma importancia (NIELSEN, 1990).

Restricbes ao diagnostico de Brucelose surgem em zonas, onde o poder
aquisitivo dos proprietarios é baixo, e ao serem diagnosticados animais positivos
nestes locais, a venda destes para outros produtores pode ocorrer, na tentativa de
evitar perdas econdmicas, inviabilizando a efetivacdo de programas de erradicagcao
da doenca (SILVA et al, 2000).

O aparecimento de reacdes falso positivas no diagnéstico de Brucelose pode
ocorrer. A causa mais provavel € a bactéria Yersinia enterocolitica 0:9 que pPOSSuUI
epitopos semelhantes a Brucella abortus, da qual é feito o antigeno para o diagndstico
em bovinos. Desta forma as imunoglobulinas identificadas pelos testes sao
equivocadas, caso estejam presente anticorpos contra Yersinia spp no momento do
diagnostico (KITTELBERGER et al. 1995). Outras bactérias podem causar reacao
cruzada e resultados falsos positivos para Brucelose, entre elas estdo a Escherichia
coli 0:157, Salmonella urbana 0:30, Vibrio cholerae, € a Francisella tularensis, sendo estas as

mais citadas, segundo a Organizacao Internacional de Epizootias (CORBEL, 2006).

A adesdo ao PNCEBT é voluntaria, ndo sendo este um programa apenas do
governo federal ou estadual, varios setores sdo envolvidos para que o0 programa
seja efetivo. O setor produtivo, o setor industrial, as comunidades e seus
consumidores, como também os médicos veterinarios atuantes no programa que
sdo agentes do setor privado. O objetivo é de que toda cadeia produtiva seja

envolvida neste grande projeto, visando a saude publica e animal nacional, com

erradicacdo da Brucelose e progresso agropecudrio concreto (BRASIL, 2006)



TRATAMENTO HUMANO

A recomendacéo para o tratamento atual da Brucelose em humanos tem dois
pilares importantes, que incluem a terapia medicamentosa, associada a um curso
longo de tratamento continuo. Para que esta combinacao seja efetiva na eliminacéo
da enfermidade, atencéo especial deve ser dada ao controle eficaz da bactéria, que
previne complicacBes e possiveis recaidas caracteristicas da Brucelose. Para tanto,
recomenda-se principalmente os seguintes farmacos: Tetraciclina, Rifampicina,
Trimetoprim-Sulfametoxazol, © 0os  Aminoglicosideos, e as  Quinolonas.
(POURBAGHER et al. 2006)

A capacidade de adaptacdo ambiental da bactéria dentro de seu nicho de
replicacdo, que sdo os macrofagos, nos quais ela resiste intracelularmente, interfere
na eficacia do tratamento e no aumento das recidivas da doenca, sendo indicada
entdo a combinacado de farmacos e efetiva adeséo dos pacientes ao tratamento para

elevar a taxa de recuperacdo humana (SELEEM et al., 2008).

A Brucelose continua a ser a mais comum antropozoonose em todo o mundo,
e seu tratamento é complexo, exigindo administracdo prolongada de mais de um
antibiotico. Em novembro de 2006, um encontro de consenso que visava chegar a
uma declaragdo comum de especialistas no tratamento da brucelose foi realizado
em loannina, Grécia sob os auspicios da International Society of Chemotherapy e do
Instituto de Continuing Medical Education de loannina. O painel sugeriu que o
tratamento ideal da brucelose simples deve basear-se num regime de seis semanas
de doxiciclina combinado tanto com estreptomicina por 2-3 semanas, ou rifampicina
durante seis semanas. Gentamicina pode ser considerada uma alternativa aceitavel
a estreptomicina, enquanto que todos os outros regimes e/ou combinacfes devem
ser considerados de segunda linha. O desenvolvimento de uma comum linguajem
terapéutica global para brucelose humana, e no futuro, ensaios clinicos realizados

corretamente iriam resolver controvérsias em relacao a doenca (ARIZA et al. 2007).

Na ocorréncia da doenca, utilizando-se o tratamento adequado, quase todos

0S pacientes alcancam a recuperacdo, sendo, que 10% dos enfermos sofrem
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recidivas. Os sintomas sistémicos da doenga podem permanecer presentes durante
semanas ou meses e a letalidade em pacientes nédo tratados € de 2%. O 6bito se d&
geralmente por endocardites e meningites, porém alguns pacientes se recuperam

sem tratamento (BOSSI, et al 2004).



TRATAMENTO ANIMAL

O tratamento da Brucelose em animais ndo é recomendado, por ser oneroso
e prolongado, tornando-se impraticavel nas espécies animais (BRASIL, 2006). O
impedimento do tratamento da Brucelose animal se baseia na caracteristica
intracelular da bactéria (PAPAS et al, 2006)

Nos animais de pequeno porte € indicada a eutandsia dos animais
soropositivos. (MIRANDA, 2005). Os cdaes infectados devem ser removidos dos
canis, ndo mais utilizados em reproducdo e castrados (WANKE, 2004). O
tratamento em cdes é utilizado em alguns casos, porém o tratamento € longo,

oneroso e sujeito a recidiva da doencga, por este motivo ndo é indicado (OIE, 2007).

Nos equinos que sédo animais de estimagéo, ndo se recomenda o tratamento
da doenca, estes animais devem ser retirados da reproducdo e devem ser
encaminhados ao abate sanitario, por estarem geralmente em contato direto com o

homem, sdo importantes fontes de infeccdo para humanos (RIBEIRO et al, 2008)

Nos grandes animais também € indicada a eutandsia nos soropositivos,
especialmente para o controle da Brucelose bovina. O PNCEBT, em vigor a partir do
ano de 2003, atua na erradicacado da doenca, e a efetivacdo do programa culmina
com Abate Sanitario dos soropositivos, e Notificacdo Obrigatdria destes casos

encontrados na sorologia dos animais testados (BRASIL, 2006).



VACINACAO

Atualmente ndo existe vacina disponivel contra Brucelose que proteja 0s
humanos. Porém existem vacinas eficientes na protecdo animal, principalmente para
bovinos (SELEEM, 2010).

No ano de 1930 foi utilizado com sucesso por um pesquisador chamado Buck,
uma vacina originada de um isolado virulento, do leite de vaca Jersey. Esta cultura
foi mantida a temperatura ambiente por mais de um ano, e quando testada em
cobaios tinha perdido sua viruléncia. Como a cepa provinha da 19° passagem da
cultura isolada por Buck, recebeu esta identificacdo de B19. As caracteristicas mais
marcantes da cepa B19, sdo imunogenicidade e antigenicidade relativamente altas,
baixa patogenicidade estavel, atenuacdo da cepa e caracteristicas bioldgicas
comprovadamente estaveis, sendo introduzida para o uso a campo em 1941, até os
dias atuais (NICOLLET]I, 1990).

A produgdo da vacina B19 se da a partir de células vivas atenuadas,
conforme normas internacionais. Esta vacina € amplamente utilizada em todo o
mundo e deve ser aplicada na porcdo subcutdnea da pele dos animais jovens
(SCHURIG, 2002).

A vacina mais utilizada contra Brucelose mundialmente é derivada da Cepa
B19, cujos anticorpos formados e persistentes sdo dependentes da idade de
vacinacdo das fémeas jovens. Para que os titulos elevados de anticorpos né&o
interfiram no diagndstico posterior, com intuito de aferir a presenca da doenca nos
rebanhos, um regulamento rigido na idade de vacinacéo, é fundamental no controle
e diagndstico da enfermidade (MORGAN, 1969; BRASIL 2006).

A vacinacdo contra Brucelose s6 pode ser realizada por veterinario
cadastrado no Servigco Oficial de Defesa Sanitaria Animal do estado de atuacao do
profissional ou por vacinadores sob responsabilidade desse profissional. Todas as
fémeas bovinas e bubalinas na faixa de trés a oito meses de idade devem ser

obrigatoriamente vacinadas com a vacina obtida da Cepa B19 aplicada em todo
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rebanho nacional, conforme o PNCEBT, que atua na erradicacdo da doenca
(BRASIL, 2006).

Os machos e fémeas gestantes ndo devem ser vacinados com a Cepa B19,
pois sendo uma vacina viva atenuada, pode causar orquite nos machos e aborto nas
gestantes. Os homens podem se infectar e adquirirem a doenca acidentalmente, por
este motivo, a protecdo individual do vacinador é fundamental, e o descarte correto
dos frascos e seringas de suma importancia na prevencado da doenca (BRASIL,
2006)

A persisténcia de anticorpos séricos seguido da vacinacdo com a cepa B19
interferiu com programas de erradicacdo e estimulou a busca por vacinas que
evitassem este problema. Logicamente, a utilizacdo de uma estirpe viva atenuada e
rugosa poderia evitar este problema, se a estirpe fosse estavel e capaz de conferir
imunidade sélida e protetora. B. abortus lisa cepa 45/0 foi isolada a partir de uma vaca
em 1922 e um derivado bruto foi obtido apds 20 passagens em cobaias. O derivado
chamado cepa 45/20, foi capaz de proteger cobaias e bovinos da infeccdo por
Brucella (McEWEN e PRIESTLEY, 1938; MCEWEN, 1940). Infelizmente , quando
usada como uma vacina viva, a estirpe 45/20 ndo era estavel e tendia a reverter
para a forma lisa, virulenta, derrubando o propdsito de usar cepas rugosas,
geralmente associadas a atenuacdo e incapacidade de induzir sorologia positiva
(EDWARDS et al, 1945; TAYLOR e McDIARMID, 1949). A fim de superar a falta de
estabilidade da estirpe vacina viva 45/20, ela foi utilizada como uma bacterina
incorporada em adjuvantes, normalmente baseados em emulsdes de agua e 6leo.
Muito trabalho foi dedicado a utilizacdo desta vacina com diferentes resultados em
termos de eficacia protetora e inducao de sorologia positiva. A protecao induzida por
uma ou duas vacinacdes foi descrita como sendo superior, igual ou inferior a
protecdo induzida pela cepa B19 a maioria dos investigadores consideraram que
duas vacinacdes eram necessarias (ROERINK, 1967; HALL et al, 1976;. MCKEON,
1976; CUNNINGHAM, 1970a,b; ALTON et al, 1983).

A inconveniéncia de anticorpos vacinais originados da vacina B19 no
diagnoéstico da Brucelose mostrou a necessidade de que fosse fabricada uma vacina
sem interferéncia na sorologia para a doenca. Os estudos foram direcionados na

busca de uma mutante rugosa que ndo possuisse a cadeia O do polissacarideo. A
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RB51 foi a amostra resultante desta busca, sendo sua nomenclatura descrita como:
o0 R relativo a rugosa, B originado de Brucella sp e 51 relativo a identificacdo
laboratorial (SCHURIG et al., 2002).

Estudos de seguranca envolvendo a RB51 em bovinos revelaram que apos a
vacinacao, nao ocorre eliminacédo da bactéria no ambiente e esta ndo permanece no

organismo dos vacinados por mais de 12 meses (ASHFORD et al., 2004).

Até o ano de 1997, mais de 5.000.000 terneiras tinham sido vacinadas por via
subcutanea (SC), com a dose recomendada de 1-3,4X10%° organismos sem efeitos
deletérios. Observacbes em relacdo a eficAcia de protecdo sugerem que a
imunizacdo deve comecar com animais com mais de 4 meses. Vacas prenhas
podem ser vacinadas com seguranca via SC com 10° organismos de RB51, sem a
inducdo de aborto ou placentite (PALMER et al., 1997). Inoculagéo intravenosa de
vacas prenhez com 10%° organismos pode levar a infeccdo da placenta e do feto,
mas nao provoca o aborto (PALMER et al., 1996), sugerindo que a vacinacdo de nao
prenhas e bovinos adultos com uma dose completa deve ser segura, embora
estudos controlados empregando a via SC recomendada e um maior niamero de
bovinos sejam necessarios para confirmar isto. A cepa RB51 foi aprovada para
utilizacdo como vacina oficial nos EUA, que substitui a cepa B19, e seu uso também

foi aprovado e implementado no México e Chile.

A vacina RB 51 esta a disposicdo para a utilizacdo em fémeas bovinas e
bubalinas adultas no Brasil, como vacina de carater estratégico (BRASIL, 2006).
Esta carreia a vantagem de nao ser indutora de anticorpos aglutinantes, e néo
interferir no diagndstico da doenca. Possui ainda caracteristicas de protecéao
semelhantes as da vacina B19, e por ser uma vacina viva, prevé 0s mesmos
cuidados de manuseio (MONTANA, 1998).

A Vacina Rev. 1 é uma vacina atenuada derivada de uma cepa virulenta de B.
melitensis que se tornou dependente de estreptomicina para o seu crescimento, mas
perdeu essa caracteristica, embora a resisténcia a estreptomicina tenha
permanecido, ap6s nova subcultura (ELBERG e FAUNCE 1957). Ela estimula a
protecdo contra a infec¢do por B. melitensis em 0vinos e caprinos e também protege
contra a infeccdo em carneiros por B. ovis (ELBERG e FAUNCE, 1957; ALTON et al.,
1967; ALTON, 1985; FENSTERBANK et al., 1982). Esta vacina é atenuada , quando
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comparada com as estirpes de campo, mas retém alguma viruléncia (ALTON et al.,
1967). Dependendo da dose administrada durante a prenhez, o aborto pode ocorrer
com frequiéncia varidvel (ALTON et al., 1975,. BLASCO et al., 1987; BARDENSTEIN
et al , 2002), aparentemente a vacina ndo € virulenta (ERASMUS e BERGH, 1985)
ou de baixa viruléncia (LANTIER e FENSTERBANK, 1985). Rev. 1 € um organismo
liso, pelo que induz sorologia positiva, que interfere com o diagndstico. (VAN
DRIMMELEN e HORWELL De 1964).



PREVENCAO E CONTROLE

Educacdo em saude é a base de toda e qualquer prevencéo de doencas, e €
no ensino basico que se comeca a moldar os perfis de habitos corretos de uma
populacdo. Para tanto os tempos modernos oferecem diversos meios, desde um
simples folder colorido, até o acesso a globalizacdo das redes sociais (ALMEIDA,
2006).

Quando ocorrem epidemias, algumas medidas devem ser tomadas. Descobrir
as fontes de infec¢cdo e contaminacdo que podem ser de origem alimentar, ou por
animais disseminadores, € a base para a correta eliminacdo do surto. Animais
devem ser abatidos, alimentos incinerados, lembrando sempre que o uso de EPIs é
a forma mais segura de protecdo das equipes de trabalho a campo (MZCP/WHO,
1999).

Os animais sdo considerados portadores de Brucella ao longo da vida
proporcionando uma grande fonte continua de infeccdo humana. Uma diminuicéo na
incidéncia de brucelose humana é susceptivel de se conseguir, através do
desenvolvimento de um programa de controle de brucelose animal. Reportagens
sobre brucelose em humanos e animais tém sido consideradas essenciais
(MZCP/WHO, 1999), de modo que a necessidade de um programa de controle da
brucelose animal possa ser avaliado. A vacinacdo massiva na pecuaria ou de
animais jovens, juntamente com o abate de animais ap0s o teste, voluntario ou
obrigatorio, pode ser aplicada dependendo da epidemiologia de cada zona e o
progresso durante o curso do programa, como no programa de controle mais
recente aplicado nos Acores (MARTINS et al., 2009) e como no PNCEBT atualmente
aplicado no Brasil (BRASIL, 2006).

O controle da Brucelose humana depende principalmente do controle da
doenca animal. A enfermidade pode ser adquirida, por exemplo, através de
manipulagdo biolégica ndo segura. Assim a educacdo dos profissionais de
laboratério, na identificacdo correta do microorganismo, na adesdo completa as

precaucdes padrdo, no uso de profilaxia antimicrobiana pertinente, na investigacao
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minuciosa de acidentes em laboratério, e no acompanhamento efetivo dos expostos,
sao as principais recomendacgdes (YAGUPSKY & BARON, 2005).

A pasteurizacdo do leite é imprescindivel na prote¢cdo humana, e a fervura do
leite deve ser usada na impossibilidade do beneficiamento do leite. O consumo de
produtos animais crus ou mal cozidos deve ser evitado, assim como a prevencao
deve ser observada em abates caseiros, contra inalacdo de aerossois dispersos no
ambiente, utilizando-se EPIs (OIE, 2008).

A brucelose em seres humanos, no Brasil, usualmente apresenta-se como
zoonose ocupacional, acometendo tratadores de animais e magarefes, revelando
associacdo com a manipulacdo de produtos de aborto ou visceras de animais
infectados. Contudo, o habito da ingestdo do leite cru ou de produtos lacteos
fabricados com leite cru ainda existe e € provavel que uma parcela de casos ndo
esteja sendo diagnosticada (VASCONCELLOS & ITO 2011)

A utilizacao das vacinas contra Brucelose requer precisdo nos cuidados com
sua manipulacado, pois sendo uma vacina viva atenuada, sua inoculacdo acidental

em humanos pode originar patogenia nos individuos (BRASIL, 2006).

Determinadas praticas sdo eficazes para a prevencdo da Brucelose, entre
elas, ndo realizar a introducdo de animais sem diagnostico no rebanho, evitar o
contato direto de animais de propriedades diferentes, impedir a inseminacéo artificial
com sémen desconhecido (VAN WAVERN, 1960; NICOLETTI, 1980)

O rastreamento sorolégico dos animais de rebanho segundo as normas de
erradicacdo nacional é fundamental na prevencdo e controle da Brucelose, com

indicacdo de Abate Sanitario e Notificagcdo Compulsoria (LAGE, et al., 2008)

A retirada de placentas e restos fetais dos piquetes de maternidade, e a
correta desinfeccdo de areas contaminadas, previnem a possivel contaminagédo dos
demais animais da propriedade (CRAWFORD, HUBER & ADAM, 1990).



CONCLUSAO

A Brucelose € uma das zoonoses mais importantes em saude publica e
animal, como descrito anteriormente. A sua erradicagcdo nos homens e animais é
dependente uma da outra, por este motivo o MAPA instituiu 0 PNCEBT na tentativa
de erradicacdo animal e consequientemente humana. Para tanto o diagndstico da
doenca deve sempre estar em aperfeicoamento e prever uma eficacia futura cada
vez mais apurada. A prevencao e controle sdo o caminho para a saude humana e

animal serem preservadas.

O género Brucella sobreviveu 107 anos, desde a descoberta do micrococus
melitensis N0 homem por David Bruce em 1887 até a descoberta da B. canis em
caninos por Carmichael em 1968 nos Estados Unidos, com apenas seis espécies (B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B,ovis, B. neotomae, e B. canis). A partir de 1994 até o ano de
2010, se passaram 16 anos e foram descobertas oficialmente mais quatro novas
espécies (Brucella ceti, Brucella pinipedialis, Brucella microti, Brucella inopinata). Todas essas
dez espécies com nomes validos sdo altamente relacionadas umas com as outras,

apresentando valores de similaridade de sequéncia de DNA de 98 % a 100 %.

Em uma publicacéo recente, Scholz & Vergnaud (2013), colocam o seguinte:
(1) Uma nova cepa de Brucella incomum (BO2) foi isolada a partir de uma amostra
de biopsia pulmonar de um paciente humano de 52 anos de idade, na Australia, que
teve pneumonia destrutiva crénica. Analises fenotipicas e moleculares colocaram a
cepa BO2 na proximidade da B. inopinata. Assim, a estirpe BO2 provavelmente
representa uma nova linhagem da B. inopinata (TILLER et al. 2010); (2) Sete cepas,
isoladas em 1964 a partir de trés espécies de roedores nativos no norte de
Queensland, na Austrdlia, e reportadas anteriormente como B. suis biovar 3, foram de
novo inquiridas para determinar a sua classificacdo exata. A analise molecular
revelou que as sete estirpes séo Unicas e distintas de todas as espécies de Brucella
conhecidas e, portanto, podem representar uma nova espécie. Os dados

moleculares indicam também que as sete estirpes estdo relacionadas com a cepa de
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B. inopinata € BO2 (TILLER et al. 2010b); (3) Estirpes de Brucella atipicas foram
recentemente isoladas pela primeira vez a partir de primatas n&o-humanos, em
associacdo com dois casos de morte fetal. Analises fenotipicas e moleculares
preliminares indicam que os dois isolados sdo diferentes de todas as espécies de
Brucella conhecidas (SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al. 2009). (4) Novas cepas
atipicas de Brucella também foram isoladas de raposas vermelhas na Austria
(MAQUART et al. 2009). (5) Uma nova potencial espécie de Brucella foi isolada a
partir de sapos africanos. Em contraste com outras espécies de Brucella, os isolados
sdo moveis e equipados com um unico flagelo lateralmente ligado, tal como foi
descrito para o0 O. anthropi, Cujo sequenciamento do genoma confirmou que pertence
ao género Brucella (EISENBERG et al. 2012).

A partir destes dados, € Obvio que estamos apenas comecando a entender o
espectro ecolégico completo do género Brucella. E também evidente que uma vasta
gama de espécies animais sdo portadoras de uma série de novas, ainda nao
descritas, espécies de Brucella e organismos semelhantes a Brucella. No presente
momento o potencial patogénico destas espécies novas de Brucella para os seres
humanos ainda sdo desconhecidas e o ciclo natural de transmissdo e manutencao
nao é compreendido. Apesar dos avancos recentes, 0s determinantes moleculares e
0s mecanismos de viruléncia da Brucella s6 estdo apenas comecando a ser
compreendidos. Brucella spp. carece de fatores de viruléncia como os das bactérias
classicas e possuem mecanismos que impedem a ativacdo do sistema imune inato
do hospedeiro. As bactérias sdo capazes de invadir diversos sistemas de 6rgaos
diferentes e a infec¢do resultante tem uma gama de manifestacdes clinicas. Em
bovinos, 0s mecanismos de abortos induzidos por Brucella sado pouco
compreendidos, mas placentite € a hipétese. Assim, a identificacdo e caracterizagédo
dos mecanismos que controlam a expresséo de genes de invasao celular dentro do
hospedeiro sera fundamental para a compreensdo do comportamento intracelular e
projetar melhorias nas vacinas vivas atenuadas e novas ferramentas terapéuticas
(POESTER et al. 2013)
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4 CONCLUSAO GERAL

A Brucelose € uma das zoonoses mais importantes em saude publica e
animal, como descrito anteriormente. A sua erradicacdo nos homens e animais é
dependente uma da outra, por este motivo o MAPA instituiu o PNCEBT na tentativa
de erradicacdo animal e consequientemente humana. Para tanto o diagnostico da
doenca deve sempre estar em aperfeicoamento e prever uma eficacia futura cada
vez mais apurada. A prevencao e controle sdo o caminho para a saude humana e

animal serem preservadas.

O género Brucella sobreviveu 107 anos, desde a descoberta do micrococus
melitensis N0 homem por David Bruce em 1887 até a descoberta da B. canis em
caninos por Carmichael em 1968 nos Estados Unidos, com apenas seis espécies (B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B,ovis, B. neotomae, e B. canis). A partir de 1994 até o ano de
2010, se passaram 16 anos e foram descobertas oficialmente mais quatro novas
espécies (Brucella ceti, Brucella pinipedialis, Brucella microti, Brucella inopinata). Todas essas
dez espécies com nomes validos sdo altamente relacionadas umas com as outras,

apresentando valores de similaridade de sequéncia de DNA de 98 % a 100 %.

Em uma publicacéo recente, Scholz & Vergnaud (2013), colocam o seguinte:
(1) Uma nova cepa de Brucella incomum (BO2) foi isolada a partir de uma amostra
de biopsia pulmonar de um paciente humano de 52 anos de idade, na Australia, que
teve pneumonia destrutiva crénica. Andlises fenotipicas e moleculares colocaram a
cepa BO2 na proximidade de B. inopinata. Assim, a estirpe BO2 provavelmente
representa uma nova linhagem de B. inopinata (TILLER et al. 2010); (2) Sete cepas,
isoladas em 1964 a partir de trés espécies de roedores nativos no norte de
Queensland, na Austrélia, e reportadas anteriormente como B. suis biovar 3, foram de
novo inquiridas para determinar a sua classificacdo exata. A analise molecular
revelou que as sete estirpes séo Unicas e distintas de todas as espécies de Brucella
conhecidas e, portanto, podem representar uma nova espécie. Os dados
moleculares indicam também que as sete estirpes estdo relacionadas com a cepa de
B. inopinata € BO2 (TILLER et al. 2010b); (3) Estirpes de Brucella atipicas foram

recentemente isoladas pela primeira vez a partir de primatas ndo-humanos, em
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associacdo com dois casos de morte fetal. Analises fenotipicas e moleculares
preliminares indicam que os dois isolados sdo diferentes de todas as espécies de
Brucella conhecidas (SCHLABRITZ-LOUTSEVITCH et al. 2009). (4) Novas cepas
atipicas de Brucella também foram isoladas de raposas vermelhas na Austria
(MAQUART et al. 2009). (5) Uma nova potencial espécie de Brucella foi isolada a
partir de sapos africanos. Em contraste com outras espécies de Brucella, os isolados
sdo mobveis e equipados com um unico flagelo lateralmente ligado, tal como foi
descrito para O. anthropi, Cujo sequenciamento do genoma confirmou que pertence ao
género Brucella (EISENBERG et al. 2012).

A partir destes dados, € 6bvio que estamos apenas comecando a entender o
espectro ecoldgico completo do género Brucella. E também evidente que uma
vasta gama de espécies animais sdo portadoras de uma série de novas, ainda nao
descritas, espécies de Brucella e organismos semelhantes a Brucella. No presente
momento o potencial patogénico destas espécies novas de Brucella para os seres
humanos ainda sdo desconhecidos e o ciclo natural de transmissdo e manutencéo
nao é compreendido. Apesar dos avancos recentes, os determinantes moleculares
e 0S mecanismos de viruléncia da Brucella s6 estdo apenas comecando a ser
compreendidos. Brucella spp. carece de fatores de viruléncia como os das
bactérias classicas e possuem mecanismos que impedem a ativacdo do sistema
imune inato do hospedeiro. As bactérias sdo capazes de invadir diversos sistemas
de orgaos diferentes e a infeccdo resultante tem uma gama de manifestacdes
clinicas. Em bovinos, os mecanismos de abortos induzidos por Brucella sdo pouco
compreendidos, mas placentite é a hipétese. Assim, a identificacdo e
caracterizacdo dos mecanismos que controlam a expressao de genes de invasao
celular dentro do hospedeiro serdo fundamentais para a compreensdo do
comportamento intracelular e projetar melhorias nas vacinas vivas atenuadas e

novas ferramentas terapéuticas (POESTER et al. 2013).

Os testes soroldgicos ndo podem diferenciar entre espécies de Brucella e ndo
podem, portanto, identificar quais espécies induziram anticorpos; s o isolamento da
Brucella sp., ou a deteccéo especifica de DNA por PCR, permite a identificacdo da
cepa infectante (GODFROID et al. 2013).

AAT é um teste de triagem que se refere a apresentar uma alta sensibilidade

e especificidade apenas razoavel, o que geralmente leva a reagfes falso-positivas.
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Segundo DAVIES et al. (1971) o AAT apresenta 99.6% de sensibilidade e 83.1% de

especificidade.

Dentro da margem de especificidade do teste, segundo PNCEBT poderiam
ocorrer reacdes falso positivas decorrentes de dois fatores distintos. Primeiro, a
reacdo pode ocorrer devido a presenca de anticorpos inespecificos presentes nas
infecgbes por outras bactérias, como Yersinia enterocolitica 0:9, Salmonella sp, Escherichia
coli 0:157, ou Pseudomonas sp. Segundo, podem decorrer como resultado da vacinacao

com B19 apds a idade recomendada.

O PNCEBT também sita a prevaléncia da brucelose bovina na regido sul do
Rio Grande do Sul, como de 3.11%. Nesta &rea foi desenvolvido o estudo: Brucelose
bovina: avaliacdo de testes sorologicos apés aplicacdo de levamisole, onde se
encontrou uma prevaléncia geral de 1,41% dessas reacOes sorologicas falso
positivas quando da andlise de 989 bovinos sorologicamente negativos,
provenientes de propriedades com e sem histéria de aborto por brucella spp.
Portanto, um Terceiro fator distinto poderia ser acrescentado como decorrente de
aplicacdo de levamisole até uma semana antes da sorologia para a doenca,
principalmente em animais imunodeprimidos, apresentando condi¢cao corporal ruim
Oou gque a sorologia ocorresse na primavera, ocasido em que a prevaléncia de tal

fator poderia chegar a 4,27%.

Levamisole como imunoestimulante e anti-helmintico € amplamente utilizado
com sucesso em medicina humana e animal, e permanece recomendado no

presente estudo.

A aplicacdo de Levamisole em bovinos pode levar ao aparecimento de FPSR

no diagnédstico de Brucelose.

Para a utilizacdo segura do Levamisole evitando a perda de animais FPSR,
frente ao diagnostico da brucelose, recomenda-se um periodo de caréncia de no
minimo 15 dias entre a aplicacdo do medicamento e a realizagdo do diagndstico

para brucelose bovina.

A aplicacdo de Levamisole na primavera e o concomitante diagnostico de
Brucelose, sem respeitar o periodo de caréncia de 15 dias, pode aumentar o0 nimero
de FPSR em até 23,42 vezes.
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A aplicacdo de Levamisole em animais com Condicdo Corporal Ruim e o
concomitante diagnostico de Brucelose, sem respeitar o periodo de caréncia de 15

dias, pode aumentar o numero de FPSR em até 9,74 vezes.
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Anexo |
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

FACULDADE DE VETERINARIA

DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM VETERINARIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, declaro que concordo em

participar como colaborador no fornecimento de animais, sob a condicdo de empréstimo
para a pesquisa prevista no projeto “BRUCELOSE BOVINA: Reacbes soroldgicas falso-
positivas (FPSR) apds aplicacdo de Levamisole”. Afirmo que fui informado (a) de maneira
clara e detalhada sobre os objetivos e metodologia da pesquisa proposta e esclareci minhas
duvidas, estando ciente que a qualquer momento, poderei solicitar novas informacdes e
modificar minha decisdo sobre esta colaboragdo, se assim o desejar. Neste termo, fica
acordado que: todos os dados desta pesquisa serao tornados de meu conhecimento; minha
participacdo ndo acarretara em custos além do fornecimento de animais na condicdo
supracitada, e que ndo receberei nenhuma compensacao financeira em caso de haver ébito,
invalidez tempordria ou permanente do(s) animal(ais) em estudo, seja por parte do
pesquisador responsavel, do grupo de pesquisa a que pertence ou da prépria Universidade
Federal de Pelotas. Também fica acertado que caso existam gastos adicionais, estes serao
absorvidos pelo orcamento da pesquisa. Sempre que necessario poderei chamar a
pesquisadora Ana Lucia Coelho Recuero ou o coordenador Prof. Dr. Mario Carlos Araujo
Meireles nos telefones (53) 8133 9627 e (53) 3275.7599, para dirimir minhas duvidas. Assim
sendo, declaro que concordo em participar desse estudo permitindo que meus animais
sejam utilizados nesta pesquisa, conforme quantidade e caracteristicas descritas a seguir:

Espécie: Bovina

Raca:
Idade: Fémeas vacinadas com mais de 24 meses.
Quantidade:

Local: Data:
Nome: Assinatura do Participante
Nome: Ana Lucia Coelho Recuero Assinatura do Pesquisador

Nome: Mario Carlos Araujo Meireles Assinatura do Coordenador
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Anexo Il
Questionario N°: Data Zero / / Data 7 / / Data 14 / / Data 21 / /
Propriedade: N° de Bovinos da propriedade N° de Hectares para pecudria

Pecudria: Corte ( ) Leite ( ) Com histdrico de Aborto ( ) Sem histdrico de Aborto ( ) Concentragdo de Levamisole: 7.5% ( ), 18,8% ( )
Condigao Corporal (CC) média dos animais da propriedade: Um ( ), Dois ( ), Tres ( ), Quatro ( ), Cinco ( ) Estagdo do Ano: ( ) Primavera, Verdo ( ), Outono ( ), Inverno ( )
Dia Zero

N© N° Animal Raca Idade AAT 2ME FPA N° N° Animal Raca Idade AAT 2ME FPA
01 26
02 27
03 28
04 29
05 30
06 31
07 32
08 33
09 34
10 35
11 36
12 37
13 38
14 39
15 40
16 41
17 42
18 43
19 44
20 45
21 46
22 47
23 48
24 49
25 50




