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Resumo

AUTOR, Marrielen Aparecida Benites Caitano. Deteccdo de Brucella abortus em tecidos
bovinos utilizando ensaios de PCR e gPCR. Ano. 2013. 56 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2013.

A brucelose bovina é uma zoonose mundial que causa sérios danos econémicos a
producdo pecuaria. Esta associada, principalmente, a problemas reprodutivos que ocasionam a
diminuicdo da produtividade. No abate de bovinos, lesbes caracteristicas da doenca podem ser
encontradas e, consequentemente estarem associadas a infeccéo causada por Brucella abortus.
O diagndstico da doenca é feito por diferentes métodos, isoladamente ou em conjunto. Entre
eles destacam-se o diagnostico clinico, baseado nos sinais clinicos de aborto, nascimento de
bezerros fracos e esterilidade de fémeas e machos e dados epidemioldgicos baseados na
historia dos rebanhos. A identificacdo da bactéria (diagnostico direto) se faz por meio do
cultivo microbioldgico, utilizando tecidos e produtos dos animais infectados (tecidos fetais e
placentarios, sangue, Utero, testiculos, leite, queijo, secrecdes genitais) como pela pesquisa da
resposta imunoldgica a infeccdo (diagnostico indireto) que pode ser feito pela pesquisa de
anticorpos, por meio de testes sorologicos. Para o diagnéstico de brucelose também séo
realizados testes moleculares como a reagéo em cadeia da polimerase (PCR) que se baseia na
amplificacdo de sequéncias especificas do DNA presente no genoma. A utilizacdo da técnica
de PCR atualmente é devido a mesma apresentar rapidez e sensibilidade, além da vantagem
de detectar pequenas quantidades de microrganismos em diferentes substratos, sem a
necessidade de estarem vidveis, como ocorre na cultura bacteriolégica. Outro ensaio chamado
PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR) tem sido utilizado para a deteccdo de antigenos
associados a doencas infecciosas. Varios sdo os sistemas para deteccdo de sequéncias-alvo na
gPCR, que tem como principio baseado na detec¢do da fluorescéncia na reacdo a medida que
0 DNA dupla fita € gerado, na presenca de um agente fluorescente que se incorpora entre a
dupla fita, sem a necessidade de eletroforese posterior. Diante das exigéncias que surgem,
novos testes de diagnostico devem ser implantados, para que se tenham resultados precisos
em curto espaco de tempo e que venham a ser incorporados em programas de vigilancia

sanitaria bem como ser preconizado pelo MAPA.

Palavras Chaves: Brucelose, isolamento, sequenciamento, diagndstico.



Abstract

AUTOR, Marrielen Aparecida Benites Caitano. Detection of Brucella abortus in bovine
tissue using PCR and gPCR. Ano. 2013 56 f. Dissertacao - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The bovine brucellosis is a worldwide zoonosis that causes serious economic damage
to livestock production. This affects mainly the reproductive problems that cause decreased
productivity. Slaughter of cattle, lesions characteristic of the disease can be found and
therefore are associated with infection caused by Brucella abortus. The diagnosis is made by
different methods, alone or in combination. Among them is a clinical diagnosis, based on
clinical signs of miscarriage, birth of weak calves and sterility of females and males and
epidemiological data based on the history of the herds. The identification of bacteria (direct
diagnosis) is done by means of microbiological culture, using tissues and products of infected
animals (fetal and placental tissues, blood, uterus, testis, milk, cheese, genital secretions) as a
search of the immune response to infection (diagnosis indirect) which can be done by
antibodies by serological tests. For the diagnosis of brucellosis tests are also performed as the
molecular chain reaction (PCR) which is based on amplification of specific DNA sequences
present in the genome. The use of PCR is now present due to the same rapidity and
sensitivity, in addition to the advantage of detecting small numbers of microorganisms in
various substrates without the need to be feasible, as in bacterial culture. Another test called
Real-time quantitative PCR (gPCR) has been used for the detection of antigens related to
infectious diseases. There are various systems for detecting target sequences in gPCR, whose
principle is based on the detection of fluorescence in the reaction as the double stranded DNA
is generated in the presence of a fluorescent agent which is incorporated between the double
stranded without need for subsequent electrophoresis. Given the requirements that arise, new
diagnostic tests should be deployed so that they have accurate results in a short time and that
may be incorporated into programs for health monitoring as well as being recommended by
the MAPA.

Keywords: Brucellosis, isolation, sequencing, diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a pecuaria é a atividade que ocupa a maior area dentre todas as atividades
agropecuarias desenvolvidas no Brasil. Sdo 171 milhdes de hectares de pasto, com cerca de 212
milhGes de cabecas de gado, tornando assim a bovinocultura um dos principais destaques do
agronegocio brasileiro no cenario mundial (ABIEC, 2013; IBGE).

Em 2011, o Brasil ocupava a 22 posicdo mundial em rebanho de gado bovino, atras da
india, cujo rebanho era de 324,5 milhdes, cerca de 1,5 vezes maior que o brasileiro, porém no
¢ um rebanho comercial e inclui bdfalos. Na sequéncia, destacaram-se China e os Estados
Unidos (IBGE, 2011). O Brasil também ¢ considerado o segundo maior produtor e consumidor
mundial de carnes (atras dos Estados Unidos), produzindo em média 9 milhdes de toneladas
anuais e um valor bruto associado de R$ 54 bilhdes em 2008 (SCHLESINGER et al., 2010).
Para 2013 a previsdo da producdo do Brasil, segundo a USDA (2012), é de 9.210 milhdes de
toneladas de carne bovina o que equivale um a aumento de 2,5% da demanda internacional
como também um pequeno aumento da demanda interna.

Na busca de melhorar cada vez mais a participagdo na economia com avancos
produtivos, incluindo nesse contexto a comercializa¢do de carne bovina com qualidade para o
consumidor, o Brasil precisa melhorar a qualidade sanitaria de seus produtos. Sendo assim, a
rastreabilidade e os programas voltados para sanidade animal, envolvendo controle e
erradicacdo de doencas através de vacinagdes, tratamentos e profilaxia, sdo requisitos
fundamentais para que o pais possa manter-se como exportador e expandir a competitividade
no mercado (SOLA, 2011).

A ocorréncia de doencas que atingem o rebanho em um pais ou em uma regido pode
resultar em perdas econémicas significativas como a imposicdo de barreiras sanitarias e
tarifarias ao comércio internacional e produtos de origem animal (SOLA, 2011) e, além de por
em risco a saude do rebanho, podem representar um problema de satde publica, como é o caso
da brucelose (SOUZA, 2009).

A brucelose é uma zoonose presente no mundo todo, com excecdo de alguns paises
desenvolvidos que conseguiram erradica-la ou pelo menos reduzir as taxas de prevaléncia. Em
paises em desenvolvimento ainda trabalha-se para alcancar esta meta. E uma doenca infecciosa
crbnica causada por bactérias intracelulares facultativas do género Brucella que acometem
varias especies de animais (GEERING et al., 1995).

As espécies deste género apresentam hospedeiro preferencial, o que confere a brucelose
caracteristicas proprias de disseminacdo, ou seja, tem potencial de existir em diferentes
ambientes, podendo adaptar-se a diferentes hospedeiros. (WALKER 2003; NICOLETTI 1989;
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BOSCHIROLI et al. 2001; HALLING et al. 2005). A bactéria Brucella abortus infecta,
principalmente, bovinos de corte e leite provocando elevados prejuizos econdémicos.
(CORBELL, 1997; POLETTO et al., 2004).

Além de Brucella abortus, outras espécies de Brucella como B. suis e B. melitensis
também podem causar brucelose nos bovinos quando estes estdo em contato com suinos,
caprinos e ovinos, que sdo, respectivamente, os portadores naturais destes agentes (ACHA &
SZYFRES, 2003, OIE, 2008). Vale ressaltar que B. melitensis ainda ndo foi isolada no Brasil
(POESTER et al., 2002; BRASIL, 2006).

As perdas econdmicas causadas por esta enfermidade vao desde a geracao de barreiras
internacionais ao comércio de produtos de origem animal (queda no preco da carne, leite e
derivados), perdas na indudstria (condenacdo do leite e da carne), altos custos dos programas de
controle e erradicacdo e ainda prejuizos causados com abortos e a baixa fertilidade dos animais
(JARDIM & PIRES, 2006).

Nos seres humanos, a doenca é adquirida com maior frequéncia por ingestdo de
produtos lacteos ndo pasteurizados e seus derivados contaminados. Nos animais pode ocorrer
infeccdo por contato venéreo, penetracbes através de lesdes na pele, inalagdo ou por via
transplacentaria (QUINN et al., 2005).

Tendo em vista o reconhecimento da importancia dessa zoonose, o governo brasileiro
por meio do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), criou em 2001 o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) com o
objetivo de diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saude humana e animal, além de
promover a competitividade da pecudria nacional (BRASIL, 2006).

As principais medidas do programa foram implantar a vacinagdo obrigatdria contra
brucelose em fémeas de trés a oito meses de idade com a amostra B19 e definir como oficiais
os testes de diagnosticos: Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e o Teste do Anel em leite
(TAL) como testes de triagem e 2-Mercaptoetanol (2-ME) e a Fixacdo do Complemento (FC)
como testes confirmatdrios (BRASIL, 2006).

Porém, esses testes possuem problemas com relacdo a resultados falso-positivos. A
interferéncia de outros microrganismos, o estado de saude do animal e a capacidade de nao
distinguir amostras vacinais de amostras de campo, geram resultados errados. Como o
diagndstico positivo significa a remocdo do animal da populagdo, as caracteristicas de
sensibilidade e especificidade dos testes sdo muito importantes, pois resultados falso-positivos
significam sacrificar animais sadios, e resultados falsos negativos significam deixar fontes de

infeccdo em contato com animais sadios (PAULIN, 2006b).
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Recentemente novas técnicas vém sendo introduzidas e uma delas é a PCR, um método
util para o diagnostico por apresentar rapidez, sensibilidade e especificidade. Além disso,
utilizam-se amostras de microrganismos patogénicos inativados de forma segura (PLIKAYTIS
et al. 1991; IBRAHIM et al. 1992). Outra técnica desenvolvida que possibilita a detec¢do de
microrganismos associados a doencas infecciosas é a PCR em Tempo Real (QPCR) (PETERS
et al., 2004), que tem se destacado por apresentar altos niveis de sensibilidade e especificidade
em relacdo a PCR.

Poucos estudos tém utilizado essas técnicas diretamente de amostras de tecido. Assim,
objetivou-se neste trabalho avaliar as reacfes de PCR e gPCR, para deteccdo de Brucella
abortus diretamente em amostras de tecidos bovinos com lesdes sugestivas. Espera-se com a
presente avaliacdo, gerar subsidios para que o diagnéstico confirmatdrio de Brucella abortus
em lesbes sugestivas, possa ser realizado em menor tempo e com mais precisdao do que o

atualmente proposto pelo MAPA/Brasil (isolamento microbiano).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Classificacdo taxonémica e caracteristicas do género

Reino Monera
Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Brucellaceae

Género Brucella

As bactérias do género Brucella, sdo coco-bacilos imoéveis, gram negativos,
intracelulares facultativos, apresentam-se em forma de col6nias ou isoladas e podem infectar
humanos e animais (CORBEL; BRINLEY-MORGAN, 1984).

Sdo bactérias muito resistentes a fatores ambientais, podendo permanecer por longo
periodo quando se encontram em ambientes com a presenca de sombra, umidade e
temperaturas baixas, ou permanecem em materiais de parto ou abortos nas pastagens por
periodos de seis meses ou mais (WRAY, 1975).

No leite e produtos lacteos a sobrevivéncia da bactéria depende da temperatura e pH,
podem permanecer no alimento de 15 a 90 dias. A refrigeracdo inibe a multiplicacdo e a
viabilidade é mantida mesmo sob congelamento (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003;
BRASIL, 2006).

As espécies do género sdo sensiveis ao calor e a acidez, se submetidas a acdo de
desinfetantes comuns como compostos fenolicos a 2,5%, permanganato de potassio (1:5000),
solucBes de formaldeidos a 2%, a eliminacdo de Brucella ocorre em no maximo 15 minutos. O
alcool 70% elimina imediatamente as bactérias (LAGE et al., 2008; OIE, 2009).

O crescimento in vitro ocorre entre 20° C a 40° C sendo que a temperatura 6tima é de
37° C, e 0 pH 6timo estad entre 6,6 a 7,4. A maioria das amostras requer meios de cultivo
seletivos e complexos, contendo aminodcidos, tiamina, nicotinamida e ions de magnésio.
Algumas amostras podem ser induzidas ao crescimento em meio minimo, contendo sais de
amonio como unica fonte de nitrogénio. As colonias de Brucella tornam-se visiveis em meio
solido por dois ou trés dias, podendo apresentar-se sob a forma lisa ou rugosa, dependendo da
amostra (ALTON et al., 1988).

As bactérias do género Brucella possuem uma membrana celular externa composta

principalmente de lipopolissacarideos (LPS), o qual é considerado um dos principais fatores de
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viruléncia deste género (MARTIN; HANCOCK, 1990). Podem ser divididas em dois grupos
antigenicamente distintos: as lisas e as rugosas. A morfologia das col6nias lisas e rugosas das
linhagens de Brucella é dependente do lipopolissacarideo (LPS). Quando a molécula de LPS
possui dois dominios, a porcao antigénica cadeia O e a porc¢éo toxica lipideo A, ela é completa
e esta presente nas col6nias lisas, mas ndo nas col6nias rugosas. Nestas a molécula é
incompleta ndo apresentando o antigeno O (SMITH; FICHT, 1990).

Os membros do género Brucella sdo bactérias patogénicas para 0s seres humanos e
animais. Podem ser facilmente distinguidas das outras bactérias em funcdes fenotipicas e
caracteristicas bioquimicas, preferéncias de hospedeiro, estudos filogenéticos e analises
soroldgicas (MORENO, 1998; VELASCO et al., 1998b). Todos os membros do género
brucella sdo parasitas primarios e ndo requerem fatores de predisposicdo do hospedeiro
(VELASCO, et al., 2000). Embora faca parte com outros parasitas intracelulares do grupo a-
Proteobactéria, a auséncia de bacteriéfagos ou plasmideos lisogenicos € uma das caracteristicas
mais distintivas do género (MORENO & MORIYON, 2006).

As espécies do género Brucella séo classificadas em: B. melitensis (isoladas de caprinos
e ovinos), B. abortus (bovinos e bubalinos), B. suis (suinos), B. neotomae (ratos do deserto), B.
ovis (ovelhas), B. canis (cées), B. ceti e B. pinipedialis, isoladas de mamiferos marinhos (focas,
golfinhos, lebes marinhos e baleias), B. microti (procedentes de ratazanas selvagens)
(SCHOLZ, et al 2008) e B. inopinata, isolada de um implante mamario (humano) (SCHOLZ, et
al 2010). Espécies de brucella constituem uma intima relacdo do grupo monofilético com
reassociacdo DNA-DNA com valores proximos de 100% (VERGER et al., 1985).

No entanto, deve ser salientado que a preferéncia pelo hospedeiro descrito para as
espécies de Brucella ndo é tdo rigorosa quanto parece ser. Estes organismos podem infectar
experimentalmente ou em condi¢des naturais outros animais que ndo sejam seu hospedeiro
primario (EWALT, 1997).

A brucelose apresenta alteracfes que sdo encontradas no trato reprodutor do animal.
Essas alteracOes sdo lesdes que incluem placentite e/ou abortamentos, que levam a problemas
como a infertilidade associada a perdas econdmicas, e a facilidade com que algumas espécies
do género Brucella podem ser transmitidas (direta ou indiretamente) aos animais e ao homem

mostra a importancia do controle desta enfermidade (GOMES, 2013).

2.2 Breve historico do agente
A historia da brucelose tem associagdo com a medicina militar (PAULIN & FERREIRA

NETO, 2008). A brucelose foi descrita no homem pela primeira vez por Marston, cirurgido do
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exército britanico, em 1859, a partir de casos de febre ondulante seguidos de morte, ocorridos
na llha de Malta, no mar Mediterraneo (NICOLETT]I, 2002; POESTER et al., 2009).

Considera-se, no entanto, que a brucelose tenha sido oficialmente descrita em 1887,
pelo médico militar David Bruce que isolou a bactéria e descreveu a presenca do agente no
baco de soldados ingleses, que morreram em consequéncia de uma doenca que se propagava na
base naval inglesa da Ilha de Malta, a qual foi denominada Micrococcus melitensis. Os
soldados apresentavam doenca cronica debilitante com complicagcBes reumaticas devido a
ingestdo de leite cru de cabras. Em homenagem a Bruce, a espécie foi renomeada de Brucella
melitensis (NICOLETTI, 2002; PAULIN, 2006; MANTUR et al., 2007).

Em 1895, o patologista veterinario dinamarqués Bernhard Bang isolou uma bactéria de
fetos abortados de bovinos, denominada Bacillus abortus (NICOLETTI, 2002).

A necessidade de estudar a doenca, assim como o seu meio de transmissdo, levou a
formacdo da Comissdo da Febre Mediterranea em 1904, com Bruce como dirigente. Faziam
ainda parte desta comissdo, o bacteriologista Themistocles Zammit e William Horrocks, que
em pouco tempo também contribuiram significativamente para o conhecimento que temos hoje
sobre esta patologia (TONNA, 2005; VASSALLO 1996).

O primeiro caso relatado de brucelose humana no Brasil foi no ano de 1913, por
Gongalves Carneiro, e no ano seguinte, Danton Seixas realizou o primeiro diagnostico clinico
da brucelose bovina no pais no estado do Rio Grande do Sul (PAULIN & FERREIRA NETO,
2003; VIEIRA, 2004).

O primeiro estudo sobre brucelose bovina no Brasil foi feito por Tineciro Icibaci, por
ocasido do | Congresso Nacional de Medicina Veterinaria, em 1922, pesquisando tecidos
oriundos de fetos abortados. Ele descreveu um foco de brucelose bovina em Sdo Paulo no
municipio de Sdo Carlos. Em 1928 os pesquisadores Tiago Melo e Neiva, isolaram B. abortus
do sangue de uma vaca que havia abortado. Silvio Torres em 1931 verificou a existéncia de
oito animais soropositivos para brucelose e 19 suspeitos em um lote de 51 bovinos importados
(BRASIL/MAPA, 1997; BRASIL/MAPA, 2001).

Varios estudos sorolégicos foram conduzidos no Brasil entre 1950 e 1974. Em 1975, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) realizou o primeiro inquérito
soroldgico nacional (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

Sendo considerada uma doenca endémica no pais, tem sido diagnosticada em todos os
estados da federacdo (ANSELMO E PAVEZ, 1977; POESTER et al., 2002).

Tendo em vista 0 reconhecimento da importancia dessa zoonose, o governo brasileiro

por meio do MAPA, criou em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicagédo da
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Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) com o objetivo de diminuir o impacto negativo dessas

zoonoses na saude humana e animal, além de promover a competitividade da pecuaria nacional.

2.3 Patogenia

A patogenicidade das bactérias do género Brucella est4 intimamente relacionada com os
mecanismos que permitem sua invasdo, sobrevivéncia e multiplicagdo intracelular nas células
do hospedeiro, mantendo-as protegidas da acio do sistema imune (ARESTEGUI et al., 2001;
NIELSEN et al., 2004; XAVIER et al.,, 2009). A sobrevivéncia da bactéria nas celulas
do organismo em estimular um nivel efetivo de degranulacdo apds a entrada do agente
(GOMES, 2011).

A infeccdo por B. abortus se da pelo contato do agente com qualquer mucosa suscetivel
do animal, principalmente a mucosa oral (THOEN, et al 1993). As bactérias sdo levadas até o0s
linfonodos regionais, principalmente por macrofagos, onde se multiplicam e podem permanecer
por semanas a meses (BISHOP et al., 1994).

A partir dos linfonodos regionais, os microrganismos podem se disseminar livremente
ou no interior de macrofagos, pela via hematica e linfatica alojando-se em outros linfonodos,
principalmente os supra mamarios, e em 6rgdos como baco, figado e outros tecidos ricos em
células mononucleares fagocitarias, podendo sobreviver nestes locais por longos periodos,
escapando da resposta imune (GORVEL & MORENO, 2002; CAMPANA et al., 2003; LAGE
etal., 2008; LIRA, 2008; MATRONE, et al., 2009; XAVIER et al., 2009).

O estado fisiologico do animal é que determina o curso da doenca. Os animais jovens,
antes da puberdade, parecem ser mais resistentes a infeccdo. Quando a fémea ndo esta prenhe, a
bactéria geralmente infecta os linfonodos e glandulas mamaérias (NICOLETTI, 1980;
CRAWFORD et al.,, 1990) e quando a fémea encontra-se prenhe, a bactéria aloja-se
principalmente no Gtero gravidico devido a alta concentracdo de eritritol (LAGE et al., 2008).

A permanéncia de Brucella no interior das células de defesa est4 relacionada com a
sintese de enzimas antioxidantes e a producdo de guanosina e adenina que inibem a fusdo do
fagossomo com o lisossomo impedindo a degranulagdo dos macrofagos durante a fagocitose, e
a destruicdo do agente (ARESTEGUI et al., 2001; BALDWIN & PARENT, 2002).

Em humanos, a brucelose é adquirida pelo contato com animais infectados e consumo
de leite ndo pasteurizado e seus derivados contaminados (NICOLETTI, 1989). Causa febre

ondulante, endocardite, artrite, osteomielite e complicagdes neuroldgicas, e em animais
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domésticos os 0Orgdos reprodutores sdo os mais afetados pela doenca, causando aborto e
infertilidade temporaria (YOUNG, 1983).

2.4 Epidemiologia

A brucelose é uma antropozoonose conhecida desde épocas remotas. Ha registros de
que Hipdcrates, em 460 A.C., fazia referéncia a pacientes com sintomas compativeis com
brucelose (CAPASSO, 2002).

Por causar prejuizo a pecudria e por ser transmitida dos animais para 0 homem, desde o
inicio do século XX, muitos paises tém adotado medidas severas de controle e erradicacdo da
brucelose na populacdo animal (POESTER et al., 2009). Os resultados alcangados pelos paises,
segundo os programas de controle, variam muito, pois ha registros de sucessos e fracassos
citados na literatura especializada (POESTER et al., 2009).

No Brasil, uma das grandes preocupacdes, tanto de satde animal quanto de consequente
risco para a salde publica, é a brucelose bovina, causada pela espécie B. abortus, devido ao
tamanho e a distribuicdo do rebanho brasileiro, e pelas taxas de prevaléncia da infeccéo
(MATHIAS, 2008). A presenca da doenca no rebanho brasileiro, tanto de corte como de leite,
ainda é muito alta, e causa grandes prejuizos aos sistemas de producdo (CHATE et al., 2009).

Em 1975, um levantamento nacional estimou a prevaléncia para cada regido do pais.
Neste estudo a regido Norte obteve uma prevaléncia de 4,1%; a regido Nordeste com 2,5%; a
regido Centro-Oeste com 6,8%; Sudeste com 7,5% e regido Sul com 4% (BRASIL, 1977) este
foi o ultimo diagndstico nacional realizado (POESTER et al., 2002).

Em Mato Grosso do Sul no ano de 1998, a prevaléncia estimada de brucelose foi de
6,3%, a mesma obtida em 1975, no entdo Estado do Mato Grosso (PAULIN & FERREIRA
NETO, 2003). Em estudos feitos por MONTEIRO et al. (2006) mostraram que a prevaléncia
real de brucelose no rebanho bovino do Estrato 1 (composto por 22 municipios do estado) de
MS é de 37,3% que compreende 210 propriedades amostradas. O resultado é inferior a
observada no Estado de Mato Grosso (MT) (INDEA 2004), que ao utilizar metodologia
semelhante encontrou 42,2%.

No ano de 2009, foram feitos novos estudos de prevaléncia em véarios Estados
brasileiros, sendo que Mato Grosso do Sul apresentou o maior indice de fazendas que
apresentaram pelo menos um animal reagente a prova sorologica, chegando a ser da ordem de
41,5% (CHATE et al., 2009).

Sabe-se que a brucelose encontra-se disseminada em diversas areas estudadas e a

situacdo encontra-se heterogénea em diversos estados brasileiros. Evidenciou-se também uma
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tendéncia de aumento da prevaléncia da brucelose no sentido Centro-Oeste/Norte do pais,
principalmente nos estados produtores de carne (POESTER et al., 2009). Foi observado nos
estudos de MONTEIRO et al. (2006) que no grupo dos animais positivos, hd mais chances de
ocorréncia da infeccdo por Brucella abortus em decorréncia do predominio dos seguintes
fatores de risco: sistema de exploracdo de corte, raca Zebu e aborto.

A predominéncia de animais positivos em rebanhos de corte e da raca Zebu pode ser
justificada pelo tipo de exploracdo (recria e engorda), que pressupde ingresso, muitas vezes,
indiscriminado de animais (POESTER et al., 2002).

Segundo a distribuicdo regional do efetivo de bovinos em 2010 34,6% dos bovinos
encontravam-se no Centro-Oeste, 20,1% no Norte, e 18,3% no Sudeste do pais. Os maiores
efetivos de bovinos do Brasil encontravam-se no estado de Mato Grosso seguido pelos estados
de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (IBGE, 2010).

A forma mais eficiente e econdmica para o Estado diminuir a prevaléncia de brucelose é
por meio da vacinagdo, anual, de no minimo 80% de bezerras entre trés a oito meses com a
amostra B19 (CHATE et al., 2009).

2.5 Sinais Clinicos

Os principais sinais clinicos observados nos animais infectados estdo ligados a
problemas reprodutivos (SILVA et al., 2005). Como o principal sinal da enfermidade é o
abortamento no terco final da gestacdo (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003), outros sinais
como febre, secrecdo vaginal, inflamacgdes, lesdes articulares e bursites, sendo pouco
frequentes, mesmo em rebanhos com altas prevaléncias da doenca, tém valor reduzido na
identificacdo de animais infectados nos matadouros. Nos machos, a infec¢do por B. abortus
pode causar orquite com consequente infertilidade por diminuicdo da qualidade espermatica
(CAMPERO, 1993).

Em infec¢Bes cronicas podem ser observadas lesdes articulares como bursite e artrite,
assim como lesdes na glandula maméaria. Placentite necrdtica é a principal lesdo encontrada nos
animais que abortam. No feto abortado € observada com frequéncia pleurite fibrinosa, que pode
estar associada a broncopneumonia supurativa e pericardite fibrinosa (NICOLETTI, 1990;
XAVIER et al., 2009).

A confirmagdo da doenca é feita por exame direto, e por exames indiretos ou
sorologicos (NIELSEN & EWALT, 2004; POESTER et al., 2005)
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2.6 Diagnostico

A brucelose animal pode ser diagnosticada por diferentes métodos, isoladamente ou em
conjunto. Entre eles destacam-se o diagndstico clinico, baseado nos sinais clinicos de aborto,
nascimento de bezerros fracos e esterilidade de fémeas e machos; dados epidemioldgicos
baseados na historia dos rebanhos (POESTER et al., 2005; BOVINE, 2008).

O diagndstico de brucelose pode ser feito tanto pela identificacdo da bactéria
(diagnostico direto) que se faz por meio do cultivo da bactéria, utilizando os tecidos e produtos
dos animais infectados (tecidos fetais e placentarios, sangue, Utero, testiculos, leite, queijo,
secrecdes genitais) como pela pesquisa da resposta imunoldgica a infeccdo (diagndstico
indireto) que pode ser feito pela pesquisa de anticorpos, por meio de testes soroldgicos
(BEVILACQUA, 2008).

2.6.1 Métodos indiretos

Os testes sorologicos empregados para o diagndstico da brucelose identificam os
anticorpos especificos presentes no soro sanguineo dos animais infectados, baseando-se em
antigenos de superficie bacteriana, compostos por lipopolissacarideos (LPS) e proteinas de
membrana externa (RAJASHEKARA et al, 2005; MINHARRO, 2009). No Brasil, o PNCEBT
definiu como oficiais os testes de:

Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) que consiste em uma soroaglutinacdo em
placa, em que o antigeno em concentracdo de 8% de volume celular, € tamponado em pH baixo
(3,65) e corado com rosa de Bengala. Essa acidificacdo do antigeno reduz a atividade da
imunoglobulina de classe M (IgM), tornando a prova seletiva para a identificacdo da
imunoglobulina de classe G (IgG) (ALTON et al., 1988). Entretanto o teste possui grande
sensibilidade em animais imunizados com a vacina B19, podendo ocorrer reacGes falso-
positivas (FOGASTE et al., 2002).

O Teste Anel em Leite (TAL) que é um método barato e eficaz para vigilancia em
bovinos de leite, revela imunoglobulinas da classe A (IgA) presentes no leite e aderidas as
moléculas de gordura. Sdo utilizados antigenos corados com hematoxilina que no teste com
leite de bovino, se houver a presenca de anticorpos, 0S mesmo reagirdo com o antigeno,
formando uma coloracdo azulada caracteristica de reacdo positiva, ocorrendo pela interacdo do
antigeno-anticorpo que arrastada pelos globulos de gordura gera a formacdo de um anel
azulado na camada de creme do leite (PAULIN & FERREIRA NETO, 2002). Esta prova possui
limitagdes, pois, na presenca de leite &cido ou provenientes de animais com mamites, ou de

animais em inicio de lactacao (colostro) podem apresentar falso positivo (BRASIL, 2006).
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Para a confirmagdo dos resultados positivos, é efetuada a combinagdo do Teste de
Soroaglutinacdo Lenta em Tubos (SAL) com o Teste do 2-mercaptoetanol.

A Soroagluitacdo Lenta em Tubos também é chamada de prova lenta — porque a leitura
dos resultados é feita em 48 horas, esta prova permite identificar uma alta proporcao de animais
infectados, porém, costuma apresentar resultados falso-negativos, no caso de infeccéo crénica
e, em algumas situacdes, podem aparecer titulos significativos em animais ndo infectados por
B. abortus como decorréncia de reacGes cruzadas com outras bactérias. Em animais vacinados
com B19 acima de 8 meses, uma propor¢cdo importante deles podem apresentar titulos de
anticorpos para essa prova por um longo tempo, ou permanentemente. E uma prova
padronizada frente a um soro padrdo internacional, sendo o resultado expresso em unidades
internacionais (BRASIL, 2006).

O Teste do 2-mercaptoetanol (2-ME) tem sua especificidade aumentada por um
processo quimico, que consiste no tratamento do soro com o mercaptoetanol que degrada a IgM
em cinco unidades monoméricas, por reducdo de pontes dissulfidicas que estabilizam o
polimero, assim este procedimento impede a ocorréncia da maioria das reacdes inespecificas
(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003). E para se confirmar resultados duvidosos no teste do
2-mercaptoetanol foi preconizada a Reagdo de Fixacdo de Complemento (RFC) que consiste na
habilidade do complexo antigeno-anticorpo em ativar o sistema complemento e com isso
detectar 1gG1 no soro em torno do 14° dia. Esta técnica também é capaz de revelar casos
pregressos, em que a IgM desapareceu e os niveis de 1gG1 sdo baixos, devido ao seu baixo
limiar de deteccdo (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).

No entanto, estes testes podem ocorrer reacGes inespecificas decorrentes do
compartilhamento de epitopos com outros géneros bacterianos ou até mesmo envolvendo
imunoglobulinas da classe IgM, provenientes da vacinacdo contra a brucelose, gerando
resultados falso-positivos (COSTA, 2001; MINHARRO, 2009).

Mais recentemente, novas provas soroldgicas tém sido desenvolvidas. Testes
imunoenzimaticos do tipo ELISA de competicéo e indireto que detectam anticorpos no soro, no
sangue total e no leite ttm demonstrado ser de grande valor diagndstico, pois apresentam alta
sensibilidade e especificidade (NIELSEN, 2002; POESTER et al., 2005; BOVINE, 2008). O
Teste de Polarizacdo de Fluorescéncia (FPA) que se fundamenta na comparacao de velocidades
dos movimentos aleatérios das moléculas em solugdo. Havendo anticorpos no soro, havera a
formacdo dos complexos anticorpo-antigeno-conjugado, cuja velocidade de rotacdo sera
inferior a do antigeno-conjugado isolado. Por meio da utilizagdo de controles e de soro pré-

titulado, é possivel calcular a quantidade de anticorpos presente no soro testado. O teste é
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concluido em poucos minutos; pode ser realizado em soro e leite e tem-se mostrado muito

promissor para o diagnéstico de brucelose também em outras espécies (BRASIL, 2006).

2.6.2 Métodos diretos

Os métodos diretos para o diagnostico de brucelose bovina incluem o isolamento do
agente e a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Estes métodos sao empregados
geralmente quando ja ocorreu a manifestagdo dos sinais clinicos e a bactéria ja se encontra
disseminada no rebanho, sendo importante a confirmacdo dos focos e a caracterizacdo do
agente (MATRONE, 2009, VERAJANO RUBIAL, 2009).

O método de isolamento considerado padrdo ouro possui alta especificidade e
capacidade de diferenciacdo entre as espécies. No entanto, a identificacdo da Brucella spp. é
um processo lento, caro e de alto risco para o laboratorista, pois envolve a manipulacdo de
materiais contaminados e também exige meios de cultivos sensiveis para o isolamento da
bactéria, sem a interferéncia de outros microrganismos (LAGE et al., 2008; CORBEI et al.,
2006), e exige também a observacdo de normas estritas de biosseguranca (CHOSEWOOD &
WILSON, 2007).

O isolamento apresenta bons resultados se a coleta e o transporte das amostras forem
bem realizados e se o processamento for realizado em laboratorios capacitados com
experiéncia. Entretanto poucos sdo os laboratérios que realizam o exame, devido ao risco de
contamina¢do humana durante o processamento. (WHO, 2009.)

Para o isolamento necessita-se de material proveniente de tecidos oriundos de aborto ou
de secrecdes como leite, sémen e liquido sinovial de articulagdes comprometidas (LAGE et al,.
2008; VERAJANO RUBIAL, 2009) em casos de aborto, os materiais de preferéncia séo: os
anexos placentarios e o conteldo gastrico, além do baco, figado, pulméo e rim dos fetos
(BOVINE, 2008).

Segundo PAULIN & FERREIRA NETO (2003) devem ser colhidos no momento do
abate das carcagas dos bovinos, os linfonodos retrofaringeos, mandibulares, parotideos, pré-
escapulares e iliacos, mas principalmente os supra mamarios onde se consegue um Otimo
isolamento do agente dos animais infectados (CAMPANA et al., 2003; LIRA, 2008).

No isolamento inicial, as colonias s@o observadas de 3 a 5 dias de incubacgéo, em alguns
casos € necessario a incubacdo por até 21 dias. Em alguns biovares de B. abortus sdo
necessarias elevadas concentracfes de CO,, e algumas espécies exigem meios enriquecidos com
5% de soro fetal bovino (WALKER, 2003). As colbdnias de Brucella spp. possuem coloragédo

azulada caracteristicas quando examinadas sob luz transmitida obliquamente, sdo consideradas
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Gram negativas e coram-se bem pelos métodos de Ziehl-Neelsen e Koster modificados (CHU
& WEYANT, 2003).

A identificacdo de Brucella spp. pode ser feita por meio de caracteristicas fenotipicas e
por provas bioquimicas que identificam diferencas metabdlicas entre as espécies e biotipos.
Entre as principais provas estdo: necessidade de CO, presenca de H,S, tionina, fucsina basica,
aglutindo em soro, tempo de atividade da uréase (ALTON et al., 1975; CLOECKAERT &
VIZCAINO, 2004).

Outra técnica que também constitui um método de diagndstico direto é a
imunohistoquimica, que se destaca pela alta praticidade e auséncia da viabilidade do agente nos
tecidos. Tem sido utilizada como técnica auxiliar nos estudos de patogenia e diagndésticos de
enfermidades como a brucelose. E realizada a partir de materiais de aborto fixados em formol,
assim permite a identificacdo do agente com a especificidade das reagdes antigeno-anticorpo e
a visualizacdo de caracteristicas das lesdes examinadas (MINHARRO, 2009; XAVIER et al.,
2009).

2.6.3 Técnicas Moleculares

Para o diagnostico de brucelose também sdo realizados testes moleculares como a
reacdo em cadeia da polimerase que se baseia na amplificacdo se sequéncias especificas do
DNA presentes no genoma.

Como o género Brucella possui 0 genoma amplamente conservado entre as espécies, a
maioria das reacdes de PCR desenvolvidas é género-especificas, ou seja, amplificam
sequéncias de DNA comuns as diferentes espécies de Brucella (HALLING et al., 2005), mas
com a evolucdo da ciéncia ja existem variacGes da mesma técnica, como AMOS-PCR capaz de
diferenciar B. abortus biovares 1, 2 e 4; B. melitensis; B. ovis e B. suis biovar 1. O principio da
técnica baseia-se no fato de que, apesar do nimero de cdpias e a localizacdo do elemento de
insercdo 1S771 ser tipicamente conservado nas espécies de Brucella, a maioria das espécies
possui pelo menos uma cépia deste elemento em localizagdo Unica em seu cromossomo
(BRICKER & HALLING, 1994).

Esta técnica é uma ferramenta importante de diagnostico e fornece dados de estudos
epidemioldgicos da doenca mais detalhados, pois fornece informagdes relacionadas a espécie e
biovar das amostras de Brucella sp. isoladas, além de diferenciar amostras vacinais. Também
pode ser aplicada em programas de controle e vigilancia da brucelose (LE FLECHE et al.,
2006).
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Atualmente a técnica de PCR tem sido utilizada devido & mesma apresentar rapidez e
sensibilidade, aléem da vantagem de detectar pequenas quantidades de microrganismos em
diferentes substratos, sem a necessidade de estarem vidveis, como ocorre na cultura
bacteriol6gica (ANGREVES, 2008; SILVA JUNIOR, 2008).

Outro ensaio de PCR chamado PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR) tem sido
utilizado para a deteccdo de antigenos associados a doengas infecciosas. O seu
desenvolvimento resultou de uma complementacdo da técnica criada por MULLIS (1986). A
primeira gPCR foi realizada por simples adi¢cdo de brometo de etidio na mistura para PCR e
acompanhamento da amplificacdo através das propriedades fluorescentes (HIGUCHI et al.,
1993). Para aumentar a sensibilidade, brometo de etidio foi posteriormente substituido pelo
corante SYBR Green (SCHNEEBERGER et al., 1995). A descoberta de fluor6foros associada
a tecnologia dptica e da informatica, possibilitou o monitoramento da reacdo em cada ciclo,
revolucionando os processos de quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA (NOVAIS &
PIRES ALVES, 2004).

A técnica foi implementada com o desenvolvimento de um equipamento que, num
unico compartimento, apresenta termociclador, sistema 6tico e camera CCD (Charged Coupled
Device).

Na PCR em Tempo Real, varios sdo os sistemas para deteccdo de sequéncias-alvo,
sistemas de Fluorescéncia intercalante (SYBR Green, EVA Green, SYTO 9), tecnologias
baseadas em deteccdo fluorogénica (primer LUX, AmpliFluor, Plexor) e sistemas de sondas
FRET (sondas TagMan ou sondas de hidrélise, molecular beacons, Scorpions, sondas de
hibridizacdo FRET), entre outros (GEQUELIN, 2011).

O sistema intercalante utiliza um corante que se liga a todo DNA dupla-fita presente na
amostra. No decorrer da PCR, a amplificacdo da sequéncia-alvo gerard amplicons e o corante
se ligara a essas copias de DNA, resultando no aumento da intensidade de fluorescéncia. Esse
sistema é util para verificar a amplificacdo de qualquer sequéncia de DNA dupla-fita e ndo
necessita de uma sonda, o que reduz a configuracao do ensaio e os custos (GEQUELIN, 2011).
Porém como desvantagem, pode ocorrer a deteccdo de primer dimers ou amplicons ndo
especificos (BUH GASPARIC et al., 2010).

Na metodologia por deteccao fluorogénica um dos primers (em uma estrutura em forma
de hairpin) contem um fluoréforo na extremidade 3. A medida que é estendido, o fluoréforo
produz sinal mais intenso e esse aumento de fluorescéncia esta diretamente ligada a formacao
do produto de PCR (BUH GASPARIC et al., 2010).
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A utilizacdo do sistema fret baseia-se na detec¢do de um sinal fluorescente emitido por
uma molécula anelada a sequéncia de acidos nucleicos (sonda). As sondas TagMan® (sondas
de hidrdlise) sdo oligonucleotideos desenhados para hibridizar em uma regido interna do
produto da PCR. Se a sequéncia-alvo estiver presente, a sonda se anela logo ap6s um dos
oligonucleotideos e ¢ clivada pela atividade exonucledsica 5°-3° da Tag DNA polimerase
enquanto o oligonucleotideo é estendido. A clivagem separa o0 repérter do quencher,
removendo a sonda da fita alvo, permitindo que a extensdo continue. As sondas clivadas a cada
ciclo resultam no acumulo de reporter livre e refletem a quantidade de produto formado
(KUBISTA et al., 2006). A fluorescéncia € captada na fase de extensdo e esse sistema tem
como grande vantagem a alta especificidade (THELWELL et al., 2000).

A sonda deve ser desenhada de modo a localizar-se de uma a cinco bases do primer
Forward. Sua temperatura de anelamento deve ser 10°C maior que a dos oligonucleotideos
iniciadores. Isso garante que, quando a enzima comecar a estender, a sonda ja estara anelada.

As sondas usadas em experimentos sdo conhecidas comercialmente como sondas
TagMan MGB. Possuem um quencher ndo fluorescente na extremidade 3’ e uma molécula
minor groove binder (MGB), que aumenta em 10°C a temperatura de melting da sonda.
(TagMan® Universal PCR Master Mix Protocol, 2010). A reagdo com a TagMan® é
considerada um método sensivel para determinar a presenca ou auséncia de sequéncias
especificas (HOLLAND et al., 1991).

Considerando a precisdo e a rapidez que a gPCR apresenta quando comparada ao
cultivo microbiologico, esta técnica tem se mostrado eficiente no diagnéstico direto de

microrganismos, atuando como ferramenta epidemiol6gica na detec¢do de Brucella spp.

2.7 Diagnosticos moleculares para deteccéo de patdgenos

Avancos no campo da biologia molecular tém gerado novas técnicas para o diagndstico
de infecgdes por meio da deteccdo de sequéncias nucleotidicas especificas dos microrganismos
(MACENTE, 2009). E um setor emergente na medicina laboratorial. Atualmente, as principais
areas de interesse sdo a deteccdo de doengas genéticas, deteccdo, identificacdo e quantificacdo
de microrganismos, genotipagem e estudos de vinculo genético (DEBNATH et al., 2010).

As técnicas moleculares atualmente utilizadas em rotinas de diagnostico de doencas
animais foram inicialmente desenvolvidas em pesquisas de genética molecular, virologia,
microbiologia, imunologia, biologia celular, doencas genéticas, entre outras areas
(BRENTANO, 2011). Os avangos tecnoldgicos nos ultimos anos, na qualidade e oferta de

insumos e equipamentos desenvolvidos em laboratérios de pesquisa e empresas de
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biotecnologia permitiram que algumas técnicas moleculares, tais como PCR, PCR quantitativa
em tempo real e sequenciamento gendomico, fossem adotadas como metodologias de
diagnostico confiaveis, rapidas, muito sensiveis e com melhor reprodutibilidade de resultados,
viabilizando seu uso em diagnostico (BRENTANO, 2011).

Na éarea de doencas infecciosas, a detecgdo rapida de microrganismos de crescimento
lento, ou daqueles ndo cultivaveis, se torna possivel através das técnicas de biologia molecular.
As técnicas moleculares também podem ser empregadas na determinacdo de resisténcia
antimicrobiana, no monitoramento de doencas através da quantificacdo da infeccdo e em
estudos epidemioldgicos (LINSCOTT, 2002).

Em vérios diagnosticos laboratoriais, tanto em testes confirmatérios bem como, para o
acompanhamento do tratamento como, por exemplo, para doenca de Chagas, os estudos de
biologia molecular estdo sendo empregados (GILBER, 2007).

A técnica que acarretou uma avalanche de inovagdes na area de biologia molecular foi a
PCR, desenvolvida na década de 1980. A sua introducdo resultou em grande revolugdo
tecnoldgica, permitindo a amplificacdo de uma sequéncia de interesse contida em uma amostra
complexa de DNA e possibilitou a ado¢do de métodos automatizados para a analise do genoma.
A tecnologia da PCR também é bastante flexivel, permitindo uma série de modificacdes que
possibilitam o seu emprego na andlise de uma grande variedade de amostras (MOLINA &
TOBO, 2004).

Entre as principais técnicas resultantes de modifica¢bes da PCR, podemos citar o RT-
PCR que utiliza uma enzima chamada transcriptase reversa para converter uma amostra de
RNA em cDNA antes da etapa de amplificacdo por PCR, permitindo estudo de virus de RNA e
andlises de expressdo génica, nested PCR que emprega uma segunda etapa de amplificacdo
com um par de primers internos e visa aumentar a sensibilidade e especificidade do método, a
multiplex PCR é uma reacdo de amplificacdo desenhada para detectar mdltiplas sequéncias-
alvo numa mesma amostra. A PCR a partir de primers randémicos utiliza sequéncias curtas de
oligonucleotideos para amplificar regides repetitivas do DNA gendmico e é bastante
empregado em estudos epidemioldgicos e a PCR quantitativa em tempo real permite que a
amplificacdo e a detec¢do ocorram simultaneamente, num sistema fechado, sendo necessario
para isto um termociclador que possua sistema de monitoramento de emissao de fluorescéncia.
Esta técnica é empregada para quantificacdo de amostras, como para testes de carga viral e
monitoramento de doenga residual minima (MOLINA & TOBO, 2004).

Os exames que envolvem técnicas de biologia molecular sdo divididos em trés etapas:
extracdo, amplificacdo e andlise (COLEMAN & TSONGALIS, 2006). A extragdo de
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DNA/RNA ¢ realizada, na grande maioria das vezes, por técnica que utilizam silica
convencional ou silica magnética de forma manual ou automatizada (BRUNS et al., 2007).
Apdbs a extracdo, os acidos nucléicos extraidos sdo pesquisados pela sequéncia alvo que se
deseja detectar. A sequéncia amplificada é entdo analisada por eletroforese em gel de agarose
ou acrilamida, ou nestes mesmos géis apos digestdo com enzimas de restricdo (pesquisa de
mutacdes conhecidas), ou por eletroforese capilar (anélise de fragmentos para paternidade), ou
sequenciada (pesquisa de mutacdes desconhecidas), ou hibridizada contra um microarranjo
(genotipagem do HPV), dentre outras (BARRA et al., 2011).

Mais de 80% dos testes moleculares realizados atualmente de doencas infecciosas é de
deteccdo. A lista de doencas infecciosas inclui virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus
da hepatite B (HBV), o virus da hepatite C (HCV) virus papiloma humano (HPV), o
citomegalovirus (CMV), Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, € Mycobacterium
tuberculosis. Outros testes moleculares sdo aplicados na medicina forense, testes de
paternidade, tipagem de tecido, oncologia, testes de alimentos e bebidas. Os testes de
diagnosticos moleculares podem ser realizados com numero muito pequeno de quantidade de
tecidos obtidos a partir de pequenas bidpsias e aspirados (DEBNATH et al., 2010).

Para o diagndstico molecular de Brucella spp. j& existem numerosos ensaios utilizando
PCR que detectam e identificam as espécies, e vem crescendo cada vez mais o0s estudos nas
analises para uma maior precisdo e rapidez dos resultados. Vérias estratégias tém sido
exploradas na diferenciacdo de espécies de Brucella, incluindo “locus specific multiplexing”
como o baseado no 1S711 (sequéncia de inser¢do); PCR-RFLP no locus omp2 (GOMES, 2013).

Outra técnica que vem crescendo na area de diagnosticos é a espectrometria de massas
MALDI-TOF. A técnica requer a disponibilidade de um espectrémetro de massas com fonte
MALDI e modo de anélise linear, que possibilita a obtencédo de perfis de massas caracteristicos
do microrganismo isolado, e tém nas proteinas ribossomais 0s principais componentes dos
espectros obtidos (ZARROUK et al., 1997).

Esta tecnica tem sido apontada como uma metodologia molecular confiavel, robusta,
répida, de larga-escala e facil execucdo para a identificacdo de microrganismos bacterianos. A
estimativa de tempo gasto e custo por isolado bacteriano testado é de, respectivamente, 8
minutos e 1,4 euros, ou seja, valores comparaveis aos de coloracdo de Gram, utilizada para a
identificacdo de Brucella spp. (SENG et al., 2009).

Dentre as novas tecnologias desenvolvidas como um dos desdobramentos do
sequenciamento dos genomas destaca-se a técnica de microarrays, ou chips de DNA. Esta

técnica permite a investigagdo de milhares de genes de maneira simultdnea e promete
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revolucionar a medicina preditiva, diagnéstica e farmacoldgica por meio do aumento
substancial da capacidade analitica dos processos moleculares (MOCELLIN & ROSSI, 2007).

A tecnologia de microarrays pode ser utilizada para a determinacdo de perfis de
expressao génica, ou para o estudo de genémica funcional. O principio da técnica baseia-se
principalmente na propriedade de hibridizagdo por complementaridade dos &cidos nucléicos e
no fato das sondas no array apresentarem sequéncias similares as dos genes de interesse, e
complementares as do RNAmM ou as do DNAc (DNA complementar), dependendo da
tecnologia utilizada (DALMA-WEISZHAUSZ, et al.,2006; CHEUNG et al, 1999).

O numero de estudos envolvendo a utilizacdo de microarrays para a identificacdo de
novos genes e mecanismos moleculares tém crescido exponencialmente. Entretanto, apesar de
robusta e conceitualmente simples, a utilizacdo da tecnologia é ainda bastante limitada devido,
principalmente, aos altos custos relativos a aquisicdo de equipamentos, chips e reagentes.
Acredita-se que, a medida que os custos de reagentes e chips se tornem mais acessiveis, esse
novo equipamento poderd ser gradualmente inserido na pesquisa basica e clinica como uma
valiosa ferramenta para novas descobertas cientificas em diversas areas do conhecimento
(GUINDALINI & TUFIK, 2007).

A partir do exposto, é possivel concluir que o diagnéstico molecular é um setor do
laboratério clinico em crescimento e continuamente novas abordagens e ferramentas
dependentes da analise de &cidos nucléicos vém sendo desenvolvidas. A utilizacdo de técnicas
com alta sensibilidade e especificidade aliada a tecnologias robustas, pode vir a auxiliar no
diagndstico rapido e preciso de doencas, podendo extinguir métodos laboriosos e que muitas

vezes apresenta risco para os manipuladores.
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Deteccido de Brucella abortus em tecidos bovinos utilizando ensaios de PCR e qPCR
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Abstract
The objective of this study was to detect Brucella abortus by polymerase chain reaction (PCR) and Real-
Time PCR (qPCR) from bovine tissues with suggestive lesions of brucellosis. For this, 21 fragments of bovine
tissues collected at abattoirs of Mato Grosso do Sul were processed and subjected to microbiological culture
and extraction of genomic DNA to perform the PCR reactions and qPCR. Eight samples of microbiological
culture showed bacterial growth and five samples were confirmed as B. abortus by PCR. DNA of Brucella
(IS711 primers) was detected in 13 (61.9%) directly from tissue samples and 17 (81%) from tissue
homogenate samples. With the species-specific set of primers BruAb2_0168F and BruAbZ_0168R, 14
(66.0%) tissue samples and 18 (85.7%) tissue homogenate samples were positive. Nine positive samples in
the species-specific PCR were sequenced and the best hit in the BLASTn analysis was B. abortus. By qPCR,
21 (100%) tissue samples and 19 (90.5%) tissue homogenate samples were positive for B. abortus. Ten
samples of DNA from bovine blood from an accredited-free herd were used as negative control in PCR and
gPCR analysis using the primers BruAb2_0168F and BruAb2_0168R, and no one amplified by PCR, whereas
two samples were amplified by qPCR (20%). In conclusion, both techniques detect the presence of B.
abortus directly from tissues and homogenized, but the qPCR showed high sensitivity. The results indicate
that qPCR can represent an alternative tool for faster and more accurate detection of B. abortus directly
from tissues, and use in health surveillance programs by presenting satisfactory sensitivity and specificity.
INDEX TERMS: Brucellosis, isolation, sequencing, extraction.
Resumo
Objetivou-se no presente estudo detectar Brucella abortus por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR
em Tempo Real (qPCR), a partir de tecidos bovinos com lesdes sugestivas de brucelose. Para isto, 21
fragmentos de tecidos bovinos coletados em abatedouros de Mato Grosso do Sul foram processadas e
submetidas ao cultivo microbiolégico e extracdo do DNA gendmico para realizacdo das reacdes de PCR e
gPCR. No cultivo microbioldgico oito amostras apresentaram crescimento bacteriano e cinco foram
confirmadas como B. abortus por PCR. Diretamente das amostras de tecido, DNA do género Brucella
(oligonucleotideos 1S711) foi detectado em 13 (61,9%) amostras de tecido e 17 (81%) amostras de
homogeneizado. J& com os oligonucleotideos espécie-especificos BruAb2 0168F e BruAbZ_0168R, 14
(66,0%) amostras de tecido e 18 (85,7%) amostras de homogeneizado foram amplificadas. Nove amostras
positivas na PCR espécie-especifica foram sequenciadas e o best hit na andlise BLASTn foi B. abortus. Na
qPCR 21 (100%) amostras de tecidos e em 19 (90,5%) amostras de homogeneizado foram positivas para B.
abortus. Dez amostras de DNA de sangue bovino de rebanho certificado livre, foram utilizadas como
controle negativo nas analises de PCR e qPCR utilizando-se os oligonucleotideos BruAb2_0168F e
BruAb2_0168R. Na PCR nenhuma amostra amplificou, enquanto que na qPCR 2 (20%) amplificaram.
Conclui-se que as duas técnicas detectam a presenca de B. abortus diretamente de tecidos e
homogeneizados, porém a qPCR apresentou maior sensibilidade. Os resultados obtidos indicam que a qPCR
pode representar uma alternativa rapida e precisa para a detec¢ao de B. abortus diretamente de tecidos, e
ser utilizada em programas de vigilancia sanitaria, por apresentar sensibilidade e especificidade
satisfatorias.
TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose, isolamento, sequenciamento, extracao.
Introducio

A brucelose é uma doenga infecciosa causada por bactérias do género Brucella, que acometem seres
humanos, animais domésticos e silvestres em todo o mundo. As espécies deste género apresentam
geralmente um hospedeiro preferencial, o que confere a brucelose caracteristicas proprias de disseminacao,
ou seja, tem potencial de existir em diferentes ambientes, podendo adaptar-se a diferentes hospedeiros.
(Nicoletti 1989, Boschiroli et al. 2001, Walker 2003, Halling et al. 2005). Brucella abortus é o principal
agente da brucelose bovina (Thoen et al. 1993, Acha & Szyfres 2003). No entanto, outras espécies como
Brucella suis e Brucella melitensis também podem infectar os bovinos quando estes estio em contato com
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rosinha@cnpgc.embrapa.br
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suinos, caprinos e ovinos infectados (Acha & Szyfres 2003). Vale ressaltar que B. melitensis ainda nao foi
isolada no Brasil (Poester et al. 2002, Brasil 2006).

A brucelose bovina é uma doen¢a infecciosa cronica responsavel por importantes perdas
econdmicas a cadeia produtiva bovina, devido principalmente a abortos no terco final da gestacdo e
nascimento de bezerros fracos (Thoen et al. 1993, Acha & Szyfres 2003). Estima-se que a diminuicdo da
producdo de carne e leite por conta da enfermidade seja de 25%, e o decréscimo na produc¢do de bezerros
seja da ordem de 15% (Nicoletti 1989, Bernués et al. 1997, Miranda et al. 2008). Outras perdas importantes,
mas de dificil mensuracio, estdo relacionadas a depreciacdo do valor dos animais oriundos de propriedades
com brucelose, e os gastos relativos ao tratamento e a redugdo da atividade produtiva de pessoas infectadas.

O governo brasileiro por meio do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
criou em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) com o
objetivo de diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saide humana e animal, além de promover a
competitividade da pecudria nacional (Brasil 2006). O programa consiste basicamente na identificacdo e
eliminacdo de animais infectados. Sendo assim, a correta identificagdo desses animais é uma das bases do
programa de controle e erradicacdo de brucelose bovina (Lage et al. 2005, Poester et al. 2005).

O diagnoéstico direto da brucelose pode ser feito por meio de imunohistoquimica, isolamento
bacteriano e pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Alton et al. 1988). O padrdo ouro para o
diagnostico da brucelose é o isolamento (Alton et al. 1988). No entanto, este método exige tempo e muitos
recursos, como instalacdes laboratoriais com nivel de biosseguranca 3 (NB-3) e pessoal técnico altamente
qualificado.

Mais recentemente a Norma Interna SDA n°2/2012 do MAPA estabelece para fins de diagndstico
confirmatoério, a coleta por meio dos Servicos de Inspecdo Federal, e uso sistematico de amostras de
carcacas de bovinos ou bubalinos com lesbes sugestivas de brucelose. Em propriedades em que forem
identificados focos ou suspeita de animais infectados, as carcagas serdo retidas para exportacdo e os
proprietarios orientados ao saneamento do rebanho. Caso o resultado obtido seja negativo, os produtos
retidos deverdo ser liberados e a propriedade é novamente autorizada a enviar animais para abate com
destino das carcacas aos mercados externos. Diante das exigéncias que surgem, associadas aos problemas
apresentados pelo isolamento microbiolégico, novos testes de diagndstico devem ser avaliados e
implementados, a fim de obter resultados mais precisos e em curto espago de tempo.

A PCR é um método util para o diagnostico, pela rapidez, sensibilidade e especificidade. Além disso,
possibilita a utilizacdo de amostras em que os microrganismos foram inativados, tornando o diagndéstico
mais seguro (Plikaytis et al. 1991, Ibrahim et al. 1992, Foster et al. 2008). Diversos métodos baseados na
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como o AMOS-PCR, AMOS-ERY-PCR e PCR-Multiplex
(Bricker & Halling 1994), tém sido utilizados para identifica¢io e classificacido de espécies de Brucella, assim
como diferenciacao de biovares e cepas vacinais. Dentre as técnicas, a PCR em tempo real tem se destacado
por apresentar altos niveis de sensibilidade e especificidade em relagdo a PCR convencional (Hinic et al.
2009).

No presente estudo, o objetivo foi avaliar rea¢des de PCR e qPCR para deteccdo de B. aborttus
diretamente em amostras de tecidos bovinos com lesdes sugestivas. Espera-se com a presente avaliacao,
gerar subsidios para que o diagndstico confirmatério de Brucella abortus em lesdes sugestivas, possa ser
realizado em menor tempo e com mais precisio do que o atualmente proposto pelo MAPA/Brasil
(isolamento microbiano).

Material e Métodos

Amostras - Foram utilizadas amostras de tecidos de 21 bovinos, sorologicamente positivos para
Brucella spp., provenientes de diversas propriedades do Estado de Mato Grosso do Sul - Brasil. Os animais
foram abatidos em frigorificos sob Inspec¢ido Federal da cidade de Campo Grande, no periodo de agosto de
2008 a julho de 2012. Os tecidos coletados foram pulmao (n=1), figado (n=4) e ligamento cervical (n=16)
que apresentavam lesdes sugestivas de brucelose.

Processamento e cultivo microbiolégico das amostras - As amostras de tecido foram identificadas e
mantidas a -80°C no Laboratério de Engenharia Genética Animal e processadas no Laboratério de
Biosseguranga, ambos da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS. Para processamento, as amostras
foram retiradas do freezer 24 horas antes do procedimento para descongelamento lento. Os tecidos foram
acondicionados em placas estéreis e dissecados com auxilio de tesouras e ping¢as esterilizadas. Fragmentos
de tecidos com aproximadamente 25 mg foram cortados sobre placas de petri descartaveis, e em seguida,
foram transferidos para sacos de homogeneizacao e acrescidos de 200 mL de PBS pH 7,2 estéril. Foram
homogeneizados usando o aparelho Stomacher (Modelo MC 1204, ITR, Brasil) por 5 minutos com 410
golpes/minuto. Apds homogeneizacdo 100 pL foram semeados em placas contendo meio Trypticase Soy
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Agar (TSA), e tubos com Trypticase Soy Broth (TSB), acrescidos de Brucella Selective Supplement (HiMedia
Laboratories FD 005) e 0,025 mg/ml de fungicida (anforicina B).

Os cultivos foram incubados em estufa com 5% de CO; a 37°C. Durante sete dias, e observados
diariamente para constatar se houve crescimento de bacteriano. Ao final desse periodo, nos casos em que
ndo houve crescimento bacteriano, novas placas contendo meio TSA foram inoculadas com 200 pL do caldo
TSB mantido em crescimento por igual periodo. Apés isso, as placas foram observadas por mais sete dias
para a verificacdo de crescimento de coldnias. Das coldnias isoladas uma parte foi armazenada em meio de
congelamento (meio BHI com adi¢do de glicerol e 4gua destilada) em criotubos e estocada a -80°C. A outra
parte foi transferida para tubos do tipo eppendorff contendo 1 mL de PBS. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 16.100 xg por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspenso em 100
uL de Tris EDTA (TE - 10mM Tris HCI pH 7,4, 1ImM EDTA pH 8,0 ). Posteriormente as amostras foram
inativadas a 100°C por 30 minutos para extracdo de DNA.

Paralelamente, amostras do homogeneizado (1 mL) obtidas no stomacher foram estocadas em
criotubos e armazenadas a -80°C para posterior extracdo de DNA. Em seguida, 1 mL do homogeneizado foi
centrifugado a 16.100 xg por 5 minutos, o sedimento foi ressuspenso e inativado conforme descrito
anteriormente. Apdés a inativacio o material foi armazenado a -20°C para posterior extracio de DNA
gendmico.

Obtencdo das amostras de tecido para extragcdo de DNA - fragmentos com aproximadamente 25 mg
dos 6rgaos com lesdo foram acondicionados em placas de petri, e acrescidas de 800 uL de PBS pH 7,2. Com o
auxilio de uma pinga e bisturi os fragmentos de tecido foram totalmente cortados em fragmentos menores,
deixando o material completamente macerado. Completou-se o volume para 1 mL com PBS e todo material
foi transferido para um tubo tipo Eppendorf. Deste, foram retirados 200 pL. do material e armazenado a -
20°C para a realiza¢do da extracdo do DNA.

Extragcdo de DNA - As amostras de tecido e homogeneizados foram previamente descongeladas e
depois submetidas a extra¢cdo de DNA gendmico utilizando o kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue®, conforme o
protocolo descrito pelo fabricante. E para as amostras provenientes de isolamento bacteriano, foi utilizado o
método de extragdo por guanidina, descrito por Picher et al. (1989).

Quantificagdo das amostras de DNA - As amostras foram quantificadas em aparelho
espectrofotometro (Nanodrop® ND-1000), e em seguida as concentra¢des foram ajustadas para 100 ng/uL.

PCR convencional — As reacbes de PCR foram realizadas em um volume total de 20 pL. Cada reagao
contendo 100 ng de DNA, 0,3 mM MgCl2, 5 pMol de cada oligonucleotideos, 0,3 mM dNTP's e 1,5 U de taq
DNA polimerase. Foram utilizados como alvo do experimento dois genes, sendo eles: IS711 e BruAb2_0168
(Hinic et al. 2008), que identifica o género e a espécie B. abortus, respectivamente. As sequéncias dos
oligonucleotideos e o tamanho aproximado dos fragmentos encontram-se descritos na Tabela I.

Para os dois pares de oligonucleotideos IS711 e BruAb2_0168 as condi¢des de termociclagem
foram: 95°C por trés minutos, seguindo de mais 35 ciclos compostos por desnaturacdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 20 segundos. Ao final, uma etapa de
extensdo a 72°C por 10 minutos foi realizada. A analise do produto amplificado foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 3% corado com Sybr Gold (Invitrogen) e visualizado em transluminador
ultravioleta.

Como controle positivo das rea¢des na PCR convencional, utilizou-se o DNA extraido das da cepa B.
abortus S2308, adquirida de colecdo bioldgica certificada e amostras de referéncia USDA B19
(Departamento de Agricultura dos Estados Unidos - USDA), gentilmente cedidas pelo LANAGRO-MG
(MAPA/Brasil). Como controles negativos, utilizou-se dgua DNAse free estéril e DNA de sangue de animais
negativos em testes soroldgicos para brucelose.

Clonagem e Sequenciamento - Para a confirmacao da especificidade da PCR foram sequenciadas 9
amostras positivas para os oligonucleotideos BruAB2_0168. Os fragmentos amplificados foram inseridas no
vetor pGEM-T (Promega) e o plasmideo recombinante foi sequenciado em ambas as dire¢des pelo método
de Sanger (SANGER et al, 1977) em sequenciador automatico ABI3130 (Applied Biosystems, EUA). As
reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems®).

Os eletroferogramas obtidos foram analisados por meio do software BioEdit Sequence Alignment
Editor e posteriormente as sequéncias de nucleotideos foram analisadas por meio da ferramenta online
BLASTn: Basic Local Alignment Search Tool, para busca de homologias.

PCR em Tempo Real (qPCR) - O ensaio realizado com os oligonucleotideos BruAb2_0168 para
amplifica¢des espécie-especificas foi descrito por Hinic et al. (2008) e adaptado para este estudo. A reagdes
foram preparadas em volume final de 12,5 pL contendo 100ng de DNA, 6,25 pL de TagMan® Fast Universal
PCR Master Mix (2x), 300 nM de cada oligonucleotideos, 200 nM de sonda e 1,0 pL de agua. As condig¢des de
termociclagem foram as seguintes: 502C por 2 minutos, desnaturagdo a 952C por 10 minutos, seguidos de
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40 ciclos a 952C por 15 segundos e 602C por 1 minuto. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata, em
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA).

Como controle positivo das reacdes, utilizou-se o DNA extraido das da cepa B. abortus S2308,
adquirida de colecdo bioldgica certificada e amostras de referéncia USDA B19 (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos - USDA), gentilmente cedidas pelo LANAGRO-MG (MAPA/Brasil). Como
controles negativos, utilizou-se 4gua DNAse free estéril e 02 DNAs de sangue de animais negativos em testes
sorolégicos para brucelose.

Com o intuito de eliminar possiveis erros da técnica e evitar resultados falsos positivos, para
interpretacdo dos resultados foram calculadas a média e desvio padrio de Cq para as amostras
sorologicamente negativas, sendo consideradas positivas as amostras que apresentaram Cq 1,5 desvios
padrao menor do que a média dos Cqs dos negativos.

Para avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica de PCR em tempo real, separadamente
foram analisadas 10 amostras de DNA de sangue bovino proveniente da Embrapa Gado de Leite (Certificada
livre de Brucelose e Tuberculose bovina), e 2 amostras referencia S2308 e USDA B19.

Andlise estatistica - Os resultados das reagdes de PCR e qPCR realizadas com os oligonucleotideos
BruAb2_0168, utilizando os DNAs de tecido, homogeneizado e sangue bovino negativo, foram comparadas
pelo teste Exato de Fisher. Um intervalo de confianga de 95% foi estabelecido.

Resultados

Isolamento Bacterioldgico - Das 21 amostras de tecidos processadas, oito (38%) apresentaram
crescimento de colénias que apresentaram caracteristicas de Brucella spp. como: coloragdo translucida,
bordas regulares, colonias com tamanho pequeno e crescimento entre quatro a sete dias em estufa de CO..
As coldnias isoladas foram provenientes das amostras de figado (3 amostras) e ligamento cervical (5
amostras).

PCR convencional - Das oito amostras isoladas, cinco foram positivas para género Brucella spp. e
para espécie B. abortus por PCR. As trés amostras isoladas que nao apresentaram positividade na PCR para
género e espécie também apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes a Brucella spp.

Das 21 amostras de DNA analisadas, 13 (61,9%) amostras de tecido e 17 (81,0%) amostras de
homogeneizado foram positivas para o género Brucella. E para a espécie B. abortus, 14 (66,0 %) amostras
de tecido e 18 (85,7 %) de homogeneizado foram positivas. Nas 10 (100%) amostras de DNA de sangue
bovino provenientes de MG nao houve amplificagdo com nenhum dos oligonucleotideos utilizados.

Sequenciamento - Todas as amostras sequenciadas apresentaram identidade de 99% com o acesso
Genbank AE017224.1 de B. abortus.

PCR em Tempo Real - Nos teste das amostras de tecido, as amostras negativas, bem como o controle
negativo (dgua) apresentaram sinal de fluorescéncia nos ciclos finais da PCR, a média e desvio padrdo de Cq
destas foram de 34,7 e 0,95, respectivamente. Desta forma, as amostras testadas foram consideradas
positivas quando apresentaram Cq menor que 33,3. Por outro lado nos testes com amostras de
homogeneizado nido houve sinal de fluorescéncia nas amostras negativas e controle negativo, sendo que as
amostras positivas apresentaram (Cq > 13,7). O fragmento do gene BruAb2_0168 amplificado por qPCR foi
detectado nas 21 (100%) amostras de tecido e em 19 (90,5%) amostras de homogeneizado.

Nos testes de sensibilidade e especificidade as amostras de DNA de sangue de bovinos provenientes
de propriedade certificada livre para brucelose bovina, apresentaram sinal de fluorescéncia menor do que a
linha de corte em 8 das 10 amostras (80%). Por outro lado todos os controles positivos foram confirmados
como tais.

Andlise estatistica - Ao teste Exato de Fisher ndo foi observada diferenca significativa entre as duas
técnicas (PCR e qPCR) para a deteccdo de B. abortus em amostras de homogeneizado. Em relagdo as
amostras de tecido, a qPCR apresentou maior frequéncia de amostras positivas (p=0,0086) em relagido a
PCR convencional. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os tipos de amostra em cada
técnica (PCR ou qPCR) p>0,05.

Discussao

Neste estudo foram avaliados ensaios de PCR e qPCR para detec¢do de Brucella abortus em
amostras de tecidos com lesdes sugestivas de brucelose, com o intuito de propor um diagndstico post
mortem rapido e preciso para a doenga. Os resultados obtidos nos ensaios de PCR e qPCR foram
comparados para avaliar a sensibilidade e especificidade das técnicas quanto a deteccdo de amostras
positivas e negativas respectivamente. A utilizacdo da técnica de qPCR com amostras de DNA de tecido,
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tendo como alvo o gene BruAb2_0168, mostra-se promissora para auxiliar no diagnéstico da brucelose, pois
o gene citado é baseado em um tnico loci genético de Brucella abortus, mostrando ser espécie-especifico.

Os ensaios de PCR e gqPCR foram capazes de detectar um nimero maior de amostras positivas do
que o cultivo microbioldgico, que detectou apenas oito isolamentos. Apés PCR com DNA extraido dos
isolados microbianos, apenas cinco foram identificados como Brucella spp. e Brucella abortus (Tabelas II e
I1I). A baixa sensibilidade do isolamento microbiolégico tem sido relatada por outros autores (Bricker 2002,
Navarro 2002), e geralmente é atribuida a diferentes técnicas de isolamento (meios de cultivos diferentes),
tipos de amostras e viabilidade do organismo na amostra (Ilhan et al. 2008, Hinic et al. 2009).

Os 3 resultados positivos no isolamento e negativos na PCR podem ter ocorrido devido a falhas no
processo de amplificacdo do DNA por PCR. Pois, o meio utilizado para o isolamento é especifico e seletivo
para Brucella, descartando-se a possibilidade de que possa ter havido confusdo na identificacdo do
microrganismo. A identificagdo microbiolégica de isolados de Brucella pode ser feita por caracteristicas
morfoldgicas, PCR e testes bioquimicos (Alton et al. 2008) no entanto, este ultimo nao foi realizado no
presente estudo.

Com relagdo aos tecidos para isolamento, PAULIN & FERREIRA NETO (2003) descrevem que os
linfonodos retrofaringeos, mandibulares, parotideos, pré-escapulares e iliacos, e principalmente os
supramamarios, sdo os tecidos em que Brucella abortus é mais frequentemente isolada. No presente estudo,
o cultivo microbioldgico foi realizado a partir de amostras de figado e ligamento cervical e evidenciaram
que outras amostras também podem ser fonte de estudo para deteccdo de B. abortus, principalmente
quando apresentam lesdo sugestiva.

A técnica utilizada para o cultivo microbiolégico foi realizada de acordo com as metodologias
empregadas para isolamento do patégeno (Alton et al. 1975, O’Leary et al. 2006). Para a obtencdo das
amostras descritas como homogeneizado e tecido, o procedimento se deu no momento do cultivo, onde
homogeneizado é uma aliquota de PBS+tecido (mistura em stomacker), e tecido é um fragmento de 6rgao
lesionado que foi separado em tubo eppendorff e processado posteriormente.

Nao foi observada diferenca significativa entre os tipos de amostras (tecido ou homogeneizado)
utilizadas (p>0,05). No entanto, na PCR convencional, tanto com os oligos genéricos IS711, como especificos
BruAb2_0168, foi possivel detectar maior nimero de amplificagdes nas amostras de DNA extraidas de
homogeneizado, em relagdo as amostras de DNA de tecido. Isso pode ter acontecido devido a melhor
homogeneizacdo da amostra, que por sua vez resultou em um processo de lise mais eficiente durante a
extracdo de DNA. Dessa forma, todas as unidades bacterianas presentes naquele fragmento de tecido, foram
expostas e lisadas adequadamente. No tecido, por outro lado, a maceragao ocorreu com o auxilio de pin¢a e
bisturi. Esse processo resulta em fragmentos de tecidos maiores, e que por sua vez, limitam a eficiéncia da
lise celular por nao expor todas as células aos agentes lisantes. Na qPCR, uma maior frequéncia de
resultados positivos foi observada com as amostras de DNA extraidas de tecido (21/21), em relacdo ao
homogeneizado (19/21). Embora a qPCR possa ser influenciada pela qualidade das amostras de DNA tanto
quanto a PCR convencional, é possivel que a alta sensibilidade intrinsecamente associada a técnica, possa
ter resultado em uma diferenca casual.

Ao comparar as técnicas de PCR e qPCR com os oligos espécie-especificos, foi observado que a qPCR
detectou de 90,5% (19/21) a 100% (21/21) das amostras de DNA positivas, apresentando maior
sensibilidade em relagdo a PCR convencional que detectou de 66% (14/21) a 85% (18/21). Por outro lado,
dentre as amostras provenientes de bovinos de propriedade certificada livre, a qPCR detectou 20% de
resultados positivos (2/10), enquanto a PCR convencional ndo detectou qualquer resultado falso-positivo.
No entanto, as duas amostras com resultado falso-positivo na qPCR apresentaram Cq de 31,6 e 32,5, muito
préximo ao Cq limite estabelecido (33,3). Erros minimos de pipetagem, até mesmo falhas no algoritmo de
analise dos softwares, sdo apontados como possiveis causas de resultados falso-positivos em reagoes de
gqPCR (Dorak 2006).

Apesar de a qPCR ter apresentado um especificidade inferior a PCR quando amostras de sangue de
bovinos “sadios” foi utilizada, em se tratando de amostras provenientes de animais sorologicamente
positivos e com lesdo sugestiva (foco do programa de monitoramento), essa diferenca na especificidade
deve ser desprezivel.

Portanto, além de uma maior sensibilidade, a qPCR possibilita a obtencdo de resultados mais
rapidos (2 dias), em relagdo ao teste padrdo ouro atualmente preconizado (isolamento microbiano) que
necessita de ao menos 4 a 7 dias. Ja com relagao a PCR convencional, a qPCR tem como principal vantagem a
maior sensibilidade, apesar de apresentar um custo superior.

Os resultados do presente estudo indicam que a qPCR espécie-especifica baseada nos oligos
BruAb2_0168, pode ser implementada como um teste rapido para o diagnostico de B. abortus em amostras
de tecidos, contribuindo para a diminui¢do da exposi¢cdo do laboratorista ao risco que o patégeno confere, e
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possibilitando a obtencao de resultados mais rapidos. No entanto, recomenda-se que avaliagcdes com maior
numero de amostras seja realizada para a validagio definitiva da técnica.
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Tabela I. Oligonucleotideos utilizados para amplificar amostras de Brucella spp. e Brucella abortus.

Oligonucleotideos Sequéncia Pa;‘:ssede Gene Referéncia
BruAb2_0168F 5’GCACACTCACCTTCCACAACAA3’ Hinic et alL.
BruAb2_0168R 5’CCCCGTTCTGCACCAGACT3’ 81 BruAb2_0168 2008
Hinic IS711F 5’GCTTGAAGCTTGCGGACAGT3’ Hinic et aL.
Hinic IS711 R 5'GGCCTACCGCTGCGAAT3’ 63 15711 2008

Sonda FAM-TGGAACGACCTTTGCAGGCGAGATC- BHQ-1

Tabela II. Deteccao de Brucella spp. em amostras de tecidos com lesdes.
Cultivo microbiolégico e ensaios de PCR com DNA dos isolados.

Método N° de animais Amostras
positivas
N° %
Cultivo microbiolégico 21 8 38
PCR IS711 8 5 62,5

PCR BruAb2_0168 8 5 62,5
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Tabela I1I. Deteccdo de Brucella spp e Brucella abortus com cultivo microbioldgico e ensaios de PCR e gPCR.

PCR Convencional PCR Convencional PCR em Tempo Real
Amostra Isolamento (IS711) (BruAb2_0168) (BruAb2_0168)
TSA TSA Tecido Homo. TSA Tecido Homo. Tecido Homo
5 - - + + - - + + +
6 + + + + + + + + +
7 + + + + + + + + +
8 - - - + - - + + +
9 - - - + - + - + +
13 + + - + + - + + -
15 + - + + + + + + +
30 + + - + - - + + +
SI + + + + + + + + +
33 - - + + - + + + +
34 - - + + - - + + +
35 - - + + - + + + +
36 - - - + - + - + +
37 - - - + - + + + +
38 - - + + - + - + +
39 - - + + - + + + +
40 - - + + - + + + +
41 + - - - - - + + +
42 - - + - - + + + +
44 - - - - - - + + -
45 + - + - - + + + +

+ = positivo - = negativo



ANexos



Tabelas de contingéncia dos resultados das PCRs
Amostras de Tecido

PCR BruAb_0168

PCR IS711

qPCR BruAb_0168

gPCR BruAb 0168




Tabelas de contingéncia dos resultados das PCRs
Amostras de Homogeneizado

PCR BruAb_0168

PCR IS711

qPCR BruAb_0168

gPCR BruAb 0168




