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Resumo

ZIMMERMANN, N.P. Frequéncia soroldgica, isolamento e deteccdo molecular
de Brucella spp. em porcos ferais (Sus scrofa) em simpatria com bovinos no
Pantanal do Mato Grosso Do Sul, Brasil. 2016. 60f. Tese - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2016.

Os porcos ferais (Sus scrofa) sdo considerados reservatorios de varios
agentes virais e bacterianos que causam doencas em animais de producéo e
humanos. Com a tendéncia do aumento da populacdo destes suideos de vida
livre € necessario o diagndstico e monitoramento sanitario destas populacoes.
Atualmente, no Brasil ainda ndo h& trabalhos relacionando a frequéncia de
brucelose em porcos ferais e bovinos que vivem em simpatria, além da auséncia
de informacdes da epidemiologia e isolamento do agente e sua relagcdo com os
porcos ferais presentes no mesmo ambiente dos bovinos no Pantanal. Objetivou-
se neste trabalho avaliar, por meio de trés testes sorolégicos (AAT, 2-ME e PFA),
a frequéncia de anticorpos anti-brucella e a comparacéo desta nos porcos ferais
e bovinos, bem como a obtencéo do isolamento e deteccdo do DNA de Brucella
spp. em diferentes amostras bioldgicas coletadas de porcos ferais no Pantanal
de Mato Grosso do Sul. O estudo foi conduzido em nove propriedades rurais no
municipio de Corumba no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, compreendendo
duas sub-regides do Pantanal, Nhecolandia e Paiaguas. Foram capturados 105
porcos ferais e coletados materiais biol6gicos para a sorologia, isolamento e
diagnéstico molecular de Brucella spp. e de 256 bovinos foram obtidos o soro
sanguineo para os testes sorolégicos. A frequéncia de positivos para 0s porcos
ferais na sorologia foi de 1% (1/105) no teste do antigeno acidificado tamponado
(AAT), nenhum porco feral positivo no teste confirmatério 2-Mercaptoetanol (ME)
e 1% (1/105) no teste de polarizacédo fluorescente (PFA). A frequéncia de
positivos nos bovinos amostrados foi de 11,32%, 4,3% e de 7,42% nos testes
AAT, 2-ME e no FPA respectivamente. A frequéncia nos rebanhos, com ao
menos um animal positivo na propriedade, foi de 77,77% (7/9) e 100%,
considerando os resultados do 2-ME e da FPA. O grau de concordéancia obtido
entre os testes sorologicos 2-ME e a FPA utilizado nos bovinos foi de
Kappa=0,506 (p<0.001), 95% CI (0.282 — 0.729). Foi obtido o isolado



caracteristico de Brucella spp. em oito porcos ferais sendo que, nestas culturas,
foram detectados o DNA do género Brucella por meio da gPCR utilizando o
primer 1S711. Do produto adquirido na gPCR, proveniente da coldnia obtida de
um swab nasal, foi feita a Nested PCR na qual também se detectou o DNA. A
amostra de DNA da colbnia sequenciada obteve uma concordancia de 100%
com a sequéncia do género Brucella por meio da analise no BLAST. A deteccéo,
nas amostras clinicas, do DNA de Brucella spp. foi obtida em 15 porcos ferais.
De acordo com os resultados este € o primeiro isolamento e confirmacao de
Brucella spp. em porcos ferais de vida livre no Brasil. H4 a presenca de Brucella
spp. nos porcos ferais na regido do Pantanal do Estado de Mato Grosso do Sul
e estes animais podem estar atuando como reservatérios de Brucella spp. Os
testes sorolégicos demonstraram que a brucelose estd bem difundida nos
bovinos, porem estes testes falharam em detectar os porcos ferais positivos na

cultura.

Palavras-chave: Brucelose; diagnéstico; sorologia; reacdo em cadeia da

polimerase; isolamento; suideos exoticos.



Abstract

ZIMMERMANN, N.P. Serologic frequency, isolation and molecular detection of
Brucella spp. in feral pigs (Sus scrofa) sympatric with cattle in Pantanal of Mato
Grosso do Sul State, Brazil. 2016. 61f. Tese - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2016.

The feral pigs are considered reservoirs of several viral and bacterial agents
causing diseases in humans and animals production. With the trend of increase
in the population of wild boar (Sus scrofa scrofa) and the presence of feral pigs
in nine Brazilian states, the diagnosis and health monitoring of these populations
is necessary. In Brazil, there is no related work with the frequency of brucellosis
in sympatric populations of feral pigs and cattle, and the absence of
epidemiological information and isolation of Brucella and its relation to the feral
present pigs in the same environment of cattle in the Pantanal. We aim in this
study evaluate by means of three serological tests (AAT, 2-ME and PFA) the
presence of anti-brucella antibodies in feral pigs and cattle and obtaining the
isolation and DNA detection of Brucella spp. in different biological samples
collected from feral pigs living in sympatric with cattle in the Pantanal of Mato
Grosso do Sul State. The study was conducted in nine farms in the municipality
of Corumba in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, comprising two sub-
regions of the Pantanal, Nhecolandia and Paiagués. 105 feral pigs were captured
and collected biological samples for serology, isolation and molecular diagnosis
of Brucella spp. and 256 cattle blood samples were collected for serological tests.
The frequency of the positive serology was 1% (1/105) of the test buffered
acidified antigen (TAA), no positive confirmatory test in feral pig on 2-
Mercaptoethanol test (ME) and 1% (1/105) in the polarization test fluorescent
assay (PFA). The positive frequency in the sampled cattle was 11.32%, 4.3% and
7.42% in the AAT, 2-ME and FPA tests respectively. The frequency in herds with
at least one positive animal on the property, was 77.77% (7/9) and 100%,
considering the results of 2-ME and FPA. The degree of agreement reached
between the serological tests 2-ME and the FPA used in cattle was Kappa =
0.506 (p <0.001), 95% CI (0282-0729). The characteristic isolated Brucella was
obtained in eight animals. In all these cultures DNA was detected genus Brucella,
by gPCR using the primer IS711. The acquired product in gPCR, from the colony
obtained from a nasal swab, the Nested PCR was performed, which also detected
the DNA. The DNA sample sequenced the colony obtained a 100% agreement
with the sequence of Brucella genus by analyzing the BLAST. The detection of
Brucella spp. DNA was obtained in 15 feral pigs. According to the results this is
the first isolation and confirmation of Brucella spp. in feral pigs in Brazil. There is



the presence of Brucella spp. in feral pigs in the Pantanal region of Mato Grosso
do Sul State and these animals may be acting as reservoirs of Brucella spp.
Serological tests have shown that brucellosis is widespread in cattle, but these
tests have failed to detect positive feral pigs in the culture.

Keywords: Brucelosis; diagnosis; sorology; exotic swine.
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1 INTRODUCAO

Os porcos ferais (Sus scrofa) estdo entre as espécies exoticas que mais
causam danos, por sua grande capacidade de adaptacdo em ambientes diversos
(LOWE et al., 2000). Sendo listados como uma das 100 maiores pragas do
mundo (LOWE et al., 2000). No Brasil, o primeiro local de invaséo foi o Pantanal,
onde sao localmente conhecidos por “porco-monteiro”. A presenga dos suideos
ferais no Brasil € maior no centro sul do pais e ha a tendéncia de um aumento

geografico desta populacdo (PEDROSA et al., 2015).

Em paises com um controle sanitario da brucelose em estado mais
avancado, também ocorre o monitoramento de populacfes selvagens de porcos
ferais (AL DAHOUK et al., 2005; GREGOIRE et al., 2012; PEDERSEN et al.,
2014). Segundo a OIE (2010), a brucelose esta na lista das doencas que podem

ser transmitidas de animais selvagens para humanos e animais domeésticos.

O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da
Tuberculose Animal (PNCEBT) criado em 2001, ndo considera a insercdo das
populacbes de animais silvestres e exéticos como parte do monitoramento da
brucelose e tuberculose. J& que a invasdo e expansdo destes suideos pode
trazer uma nova perspectiva no controle sanitario. Também ha uma caréncia de
estudos e de informacdes relacionadas a presenca e a transmissao da
brucelose, dentre outras doencas, entre a vida selvagem e os animais de

producéo no Brasil.

Com o conhecimento da epidemiologia de Brucella spp. nos porcos ferais
e bovinos, pode-se tomar medidas que ajudariam a evitar a transmissédo entre
animais selvagens e domésticos, principalmente nas propriedades que aderiram
a certificacdo de livres da brucelose ou mesmo nos estados livre sem vacinacao,

como no caso de Santa Catarina.

Com a tendéncia do aumento da populacédo de porcos ferais no Brasil
(PEDROSA et al., 2015) e a presenca de porcos ferais em nove estados
brasileiros (DEBERDT & SCHERER, 2007), é necessario o estabelecimento de
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estratégias de diagndstico baseado em testes validados para o monitoramento
sanitario e/ou vigilancia epidemioldgica dessas populacdes. Neste contexto,
ainda nao se tem informacdes da epidemiologia, isolamento e a relacdo de
Brucella spp. com os porcos ferais e outros suideos selvagens no Brasil.
Objetivou-se neste trabalho obter a frequéncia sorolégica de bovinos e
porcos ferais, além do isolamento e a deteccdo do DNA de Brucella spp. em
diferentes amostras bioldgicas coletadas dos porcos ferais que vivem em

simpatria com bovinos, no Pantanal do Mato Grosso do Sul.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pantanal

O Pantanal € a maior area Umida continua, tropical, de alagamento de
areas interiores do planeta. Localizada na bacia do Alto Paraguai com altitudes
entre 80 e 120 metros. Possui uma suave inclinacdo de leste para oeste, da
ordem de 0,3m a 0,5m/km-1, enquanto, no sentido de norte para sul, a inclinacao
varia de 0,03m a 0,15m/km -1 (DNOS, 1972). Segundo SILVA & ABDON (1998)
o Pantanal tem aproximadamente uma area de 138.183 km?, dividido em 11 sub-
regides: Caceres, Poconé, Bardo de Melgaco, Paraguai, Paiaguas, Nhecolandia,

Abobral, Aquidauana, Miranda, Nabileque e Porto-Murtinho.

O pantanal constitui uma extensa planicie que se constitui em uma bacia
sedimentar. O posicionamento geomorfologico e as caracteristicas hidrolégicas
fazem com que o Pantanal exerca uma funcéo de regulador do regime hidrico,
ao atuar como uma “esponja”, provocando o retardamento e o escoamento da
agua. O sistema fluvial e a planicie de inundacédo possibilitam a manutencéo da
complexidade paisagistica e a sua biodiversidade. Sendo o rio Paraguai e seus
afluentes o principal meio de transporte de 4gua e sedimentos de forma continua,
esse transporte tem implicacdes na prépria formacdo do Pantanal, (PACHECO
DO AMARAL, 1986; SOUZA & CUNHA, 2004).

O clima é do tipo Aw, ou seja, quente e chuvoso no verdo e ameno e seco
no inverno. A precipitacdo anual se encontra na ordem de 1000 a 1400 mm,
concentrada entre 0s meses de dezembro a marco. O regime hidrolégico
depende das chuvas locais e das que ocorrem no planalto. As cheias nesta
regido apresentam claramente um ciclo sazonal distinto, que é caracterizado por
um periodo de seca predominando de abril a setembro e, a partir de outubro, um
periodo chuvoso relacionado a areas inundadas, diferenciadas de acordo com a
intensidade e a duracdo das precipitacdes (ADAMOLI, 1995). O regime de
inundacdes é o fator ecologico fundamental do Pantanal que determina os pulsos
dos principais processos bidticos e abidticos, bem como as composicdes

especificas das unidades de paisagem (ADAMOLI, 1995).
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Os ecossistemas que compdem a planicie sdo caracterizados pela
presenca de florestas e cerraddes sem alagamento periddico, campos
inundaveis e ambientes aquaticos, como lagoas de agua doce (baias) ou salobra
(salinas), rios, e cursos de agua intermitentes denominados vazantes e corixos
(SOUZA et al., 2006). Também constituem o ambiente as cordilheiras que séo
pequenas elevagbes médias em torno de 2-3 m sobre o nivel da &gua do campo
de inundagédo (CUNHA, 1980). Em razdo de sua posicdo mais elevada né&o
sofrem inundacéo, a ndo ser no caso de enchentes excepcionais, servindo como
areas de refugio, no periodo das cheias, para muitas espécies de animais

silvestres e para o gado (SILVA et al., 1999).

2.2 Porco-Monteiro

O porco feral (Sus scrofa), conhecido localmente como porco-monteiro,
chegou ao Pantanal trazido por colonizadores europeus ha mais de dois séculos,
sendo uma das espécies exoticas mais abundantes da regido. Escapou dos
rebanhos domésticos e se tornou selvagem, sendo associado a uma maior
liberacdo de porcos no ambiente devido a guerra do Paraguai (1864-1870). Ha
uma estimativa de abundéncia de cerca de 9.800 mil (erro padrdo de 1.400)
grupos de porcos-monteiros no Pantanal (MOURAO et al., 2002). Estes animais
formam grupos e escavam grandes areas de vegetacao nativa, particularmente
perto de depressbes com agua temporariamente ou permanentemente,
conhecidas como “baias” e possuem hébitos diurnos ou noturnos (ALHO et al.,
1987).

O porco-monteiro rapidamente adaptou-se as condi¢cdes do Pantanal,
com caracteristicas morfofisiolégicas e comportamentais que lembram mais o
ancestral original do que um porco doméstico. Eles sdo onivoros e predam
ocasionalmente animais jovens, ovos de aves que nidificam no chdo (DESBIEZ
et al., 2009), ovos de répteis como Caimam crocodilos yacare (CAMPOS, 1993)
e varios tipos de espécies de invertebrados que vivem no solo (ALHO et al.,
2011), além de se beneficiarem de fontes naturais e artificiais de agua (MURI et
al., 2005).
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Os porcos-monteiros sdo cacados pela populacédo local na forma de
subsisténcia para a obtencéo de carne e gordura (DEZBIEZ, 2007). A caca dos
porcos-monteiros é de grande importancia para a cultura pantaneira e
contribuem para o estado de conservacdo da vida silvestre na regiao, pois ha
uma preferéncia pela caca de porcos-monteiros, agindo assim como
substituidora dos animais autoctones (DEZBIEZ, 2007).

2.3 Brucelose

2.3.1 Historico

Desde 460 a.C., era conhecido um tipo de febre, com sintomas
compativeis com a brucelose. Em 1887, o médico militar escocés David Bruce,
juntamente com Guiseppe Carrauna Secluna isolaram do baco de quatro
pessoas acometidas pela febre o agente Micrococcus melitensis, agente
responsavel pela febre de Malta (GODFROID et al., 2005; WYATT, 2013).

Em 1895, o patologista veterinario dinamarqués Bernhard Bang e Stribolt
demonstraram o aborto epizodtico dos bovinos, isolando uma bactéria de fetos
abortados de bovinos, denominada de Brucella abortus. Batizando a doenca
manifestada por doenca de Bang (NICOLETTI, 2002).

Em 1897, Wright e Smith detectaram anticorpos do Micrococcus
melitensis em humanos e em animais, através de testes de aglutinacéo,
sugerindo um potencial zoondético de transmissao. Em 1905, Zammit e Carrauna
Secluna procederam ao isolamento de Brucella sp. no sangue de cabras,
estabelecendo assim, o principio zoondético, que valorizava o papel dos animais

na transmissao da infeccéo ao ser humano (WYATT, 2013).

O género Brucella foi definido por Meyer e Shaw em 1920, composto por
Brucella melitensis e Brucella abortus como a segunda espécie. No decorrer de
investigacdes, foram reconhecidas as espécies restantes do género Brucella.
Brucella suis foi isolada em porcos em 1929 (HUDDLESON, 1929). Em 1956,
Buddle identificou Brucella ovis, no estudo da causa de epididimite em carneiros
(BUDDLE, 1956). Em 1957, STOENNER & LACKMAN (1957) isolaram Brucella
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neotomae de uma espécie de rato em Utah, nos EUA. Em 1968, CARMICHEAL
& BRUNER (1968) descobriram Brucella canis como causa de uma epidemia de

abortos em caes da raca “beagles”.

Em 1994 EWALT & ROSS isolaram em animais marinhos Brucella
pinnipediae e Brucella ceti. E mais recentemente foi descrito Brucella microti em
2008 (HUBALEK et al., 2007; SCHOLZ et al., 2008) e em seguida a descricao
de Brucella inopinata, isolada de uma infeccdo em um implante no seio de uma
paciente de 71 anos de idade em 2010 (SCHOLZ et al., 2010).

TILLER et al. (2010) isolaram e caracterizaram uma nova cepa de Brucella
spp. em roedores selvagens em Queensland, Australia. Outro isolado, em sapos
foi relatado por ser potencialmente uma nova espécie do género Brucella
(EISENBERG et al., 2012).

WHATMORE et al. (2014) isolaram duas colonias de Brucella papii em
crias natimortas e retencdo de placenta em babuinos (Papio sp.) originados da

Africa e levados para o Texas, EUA.

2.3.2 Classificagao

As bactérias pertencentes ao género Brucella sdo cocobacilos ou
bastonetes curtos Gram-negativos com 0,5 a 0,7 ym de didametroe 0,6 a 1,5 ym
de comprimento, aerdbicas, iméveis, ndo formadora de esporos, pleomorficas,
parasita intracelular facultativo, caracterizado pela infeccdo do sistema
mononuclear fagocitario, acometendo humanos e outras espécies de mamiferos
(ALTON et al., 1988).

O género Brucella pertence a subdivisdo alpha-2 das Proteobactérias,
juntamente com Ochrobactrum, Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium,
Bartonella e Rickettsia (YANAGI; YAMASATO, 1993).

Treze espécies sao reconhecidas pertencentes ao género Brucella:

- Um grupo composto pelas espécies classicas, incluindo diferentes

biovares: B. abortus (biovares 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 9), Brucella melitensis (biovares
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1,2 e 3), B. suis (biovares 1, 2, 3, 4 e 5), B. ovis, B. canis e B. neotomae (ALTON
et al., 1988)

- Um grupo € representado por espécies mais recentes: B. ceti, B.
pinnipedialis, B. microti, B. inopinata e B. papii (BANAI & CORBEL, 2010;
WHATMORE et al., 2014).

- E duas outras espécies ainda sem nomenclatura definida (TILLER et al.
2010; EISENBERG et al., 2012).

Dentro do género Brucella, cada espécie apresenta o seu hospedeiro
preferencial: Brucella abortus (bovinos e bubalinos), B. melitensis (caprinos e
ovinos), B. ovis (ovinos), B. canis (cdes), B. neotomae (ratos do deserto)
(BRASIL, 2006), B. suis biovares 1 e 3 (suinos), B. suis biovar 2 (suino, lebre),
B. suis biovar 4 (rena), B. suis biovar 5 (roedores silvestres), B. ceti (cetaceos),
B. pinnipedialis (pinipedes), B. microti (Microtus arvalis) (CLOECKAERT et al.,
2001).

As espécies mais patogénicas para os animais de producdo sao: B.
abortus (todos os biovares), B. melitensis (todos os biovares), B. suis (biovars
1,2 e 3) e B. ovis. Apesar das respectivas preferencias de hospedeiros, as
espécies do género Brucella tém sido isoladas em uma grande variedade de

espécies de animais selvagens (GODFROID 2013).

O género Brucella é dividido de acordo com a morfologia da coldnia, em
lisa (B. abortus, B. suis, B. melitensis) e rugosa (B. ovis e B. canis); o fenétipo
liso é devido a presenca de lipopolissacarideos compostos pelo lipideo A e a
cadeia de polissacarideos O, enquanto o tipo rugoso ndo possui a cadeia O
(CARDOSO etal., 2006). Devido a isso, praticamente todos os testes soroldgicos
para pesquisa de anticorpos anti-brucella lisa utilizam antigeno de B. abortus
(POESTER et al., 2010).

2.3.3 Epidemiologia
A Dbrucelose é uma das zoonoses de maior importadncia mundial,

particularmente nos paises em desenvolvimento e em regifes particulares do
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Mediterraneo, ocidente da Asia e partes da Africa e da América Latina (CORBEL
1997; TRUJILLO et al., 1994). Alguns paises da regido central e norte da Europa,
Canada, Japao, Australia e Nova Zelandia est&o livres do agente (OIE, 2009). E
classificada como Grupo de Risco Il pela Organizacdo Mundial da Saude (OIE,
2009).

No Brasil a brucelose bovina é endémica, segundo estudos soroldgicos
realizados no ano de 2009, foi encontrada em todas as regides do pais
(POESTER et al., 2009). A prevaléncia da brucelose no Brasil no periodo de
1989-1998 se manteve entre 4% e 5% (POESTER et al., 2002). Inquéritos
soroepidemiol6égicos no periodo de 2001 a 2004 demonstraram que a doenca
estd disseminada em todo o pais, existindo diferenca de prevaléncia entre
regides e estados (LAGE 2008; PAULIN & FERREIRA NETO 2002).

Os biovares encontrados no Brasil séo B. abortus biovares 1, 2, 3, 4 e 6,
B.suis biovar 1, B. ovis e B. canis, sendo que as espécies B. melitensis e B.
neotomae nunca foram isoladas no Brasil (POESTER et al., 2002; LUCERO et
al., 2008).

No estado do Mato Grosso do Sul a prevaléncia estimada em 1998 foi de
6,3% semelhante & de 1975 no estado do Mato Grosso (POESTER et al., 2002).
MONTEIRO et al. (2006) executaram um estudo sorolégico na regido do planalto
utilizando o teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) e 2-Mercaptoetanol
(2-ME) em 2376 amostras de soro bovino, encontrando uma prevaléncia real
individual estimada em 5,6% dos animais e a prevaléncia de rebanhos de 37,3%,
enquanto que PELLEGRIN et al. (2006) testaram na regidao do Pantanal 309
animais em 16 rebanhos utilizando as referidas técnicas, estimando a
prevaléncia em 1,36% sendo que sete das propriedades tinham pelo menos um
animal positivo. CHATE et al. (2009) buscando caracterizar a situacao
epidemiologica da brucelose bovina no estado do Mato Grosso do Sul
amostraram 14.849 animais, totalizando 1.004 propriedades, o teste utilizado foi
o AAT, encontrando uma prevaléncia de 12,6% no Pantanal e 4,5% na regido do
planalto. LEAL FILHO et al. (2013) descreveram a prevaléncia no estado para

os bovinos de 7%, sendo que a regido do Pantanal apresentou 8,9%. Ja a
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prevaléncia de rebanhos no estado foi de 30,6% e na regido do Pantanal de
39,1%.

As bactérias do género Brucella podem infectar diversas espécies
selvagens. Espécies do género Brucella tém sido isoladas de uma grande
variedade de espécies selvagens como bisdes (Bison bison), porcos ferais (Sus
scrofa), raposa (Vulpes vulpes), lebres (Lepus europaeus), bufalo africano
(Syncerus caffer), renas (Rangifer tarandus), uapiti (Cervus canadensis)
(GODFROID, 2002).

Apesar da maioria das espécies de Brucella possuirem um hospedeiro
primério, a infeccdo pode alcancar outros hospedeiros alternativos (TESSARO,
1986). No Brasil MAYOR et al. (2006) encontraram anticorpos anti-brucella em
catetos (Tayassu tajacu) na regido amazobnica (4/41 animais). Na regidao do
pantanal de Mato Grosso do Sul ELISEI et al. (2010) detectaram o DNA de
Brucella spp. no sangue de 20,4% de um total de 44 veados-campeiros
(Ozotoceros bezoarticus), por meio da PCR utilizando o primer VirB5. MATHIAS
et al. (1999) ndo encontraram nenhum veado-campeiro (n=17) com anticorpos

anti-brucella na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul.

BEJA-PEREIRA et al. (2009) realizaram a genotipagem de 10 niameros
variaveis de repeticées em tandem (VNTR) no l6cus do DNA de 56 isolados de
B. abortus em bisdo (Bos bison), veado-vermelho (Cervus elaphus) e bovinos
para pesquisar os surtos de brucelose em bovinos na regido da grande area do
Yellowstone, encontrando uma similaridade entre a espécie de Brucella sp. que
ocorre nos bovinos e nos veados vermelhos, sugerindo que o veado-vermelho é

a espécie reservatoéria de origem dos surtos da doenca.

No estado da Carolina do Sul nos Estados Unidos CORN et al. (2009)
descreveram prevaléncia de 14% em suinos ferais (7/50) positivos no teste do
AAT e na prova do rivanol. Na Europa lebres e javalis tém sido os principais
reservatorios de B. suis biovar 2. Apesar de alguns paises europeus possuirem
o status de zona livre da brucelose, estes possuem o reservatério de Brucella

Spp. nos animais selvagens, podendo ameacar os programas de erradicacao.
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Por isso os animais de vida livre devem ser cuidadosamente monitorados

prevenindo a re-emérgencia da brucelose (GODFROID, 2002).

As espécies de Brucella sobrevivem no ambiente de acordo com o0s
fatores ambientais; sdo susceptiveis ao processo de pasteurizacao, sobrevivem
no solo umido por até 10 semanas e tende a diminuir a sobrevivéncia em locais
com temperaturas mais altas e na incidéncia de luz solar direta. A permanéncia
no ambiente aumenta na presenca de matéria organica e sobrevive por mais de
75 dias em fetos abortado e 200 dias em exsudatos uterinos (OMS, 1986).
Podendo ser eliminada utilizando produtos clorados, solucédo de formaldeido a
2% em temperatura ambiente superior a 15°C e alcool a 70% destroéi as bactérias
imediatamente (OMS 1986; PAULIN & FERREIRA NETO 2002).

2.3.4 Transmisséo

A transmissao de Brucella spp. ocorre principalmente pelo contato direto
ou por meio dos aerossobis de fluidos ou tecidos contaminados com o nascimento
ou o aborto de fetos infectados (ENRIGHT, 1990). Fémeas infectadas continuam
eliminando a bactéria nas secrecdes uterinas por aproximadamente 30 dias. As
bactérias eliminadas no ambiente aliada a resisténcia ambiental de Brucella spp.,
€ a principal fonte de infec¢cdo para os animais susceptiveis (CRAWFORD et al.,
1990). A inseminacédo artificial utilizando sémen contaminado também pode
infectar as fémeas susceptiveis (CRAWFORD et al., 1990).

A transmissao vertical para as crias pode ocorrer por meio da alimentacao
com leite infectado (ROOP et al., 2003). Filhos de vacas brucélicas podem se
infectar durante a gestacdo, com Brucella sp. persistindo em seus pulmbes e
linfonodos regionais (OMS,1986). O pasto pode ser contaminado por fezes de
bezerros que se alimentam com o leite infectado (ACHA; SZYFRES, 2001). Com
isso, fémeas infectadas com menos de sete meses de idade podem apresentar

anticorpos anti-brucella ndo vacinais.

O controle e a erradicagao da brucelose tém importantes implicagbes na
saude publica, jA que a prevencdo da brucelose humana depende

predominantemente do controle da doenca nos animais. A ocorréncia da
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brucelose nos humanos é geralmente ocupacional ou devido ao contato
ambiental com os animais infectados (CORBEL, 2006) ou a ingestdo de
alimentos de origem animal como o queijo e o leite ndo pasteurizado (POESTER,
2002). Em humanos a brucelose pode ser causada por B. abortus, B. melitensis,
B. suis biovars 1, 2, 3, 4 e 5 e raramente B. canis e espécies de mamiferos
marinhos (GODFROID, 2002).

2.3.5 Patogenia

A via de invasdo mais comum da infeccdo por Brucella spp. é o trato
gastrointestinal, devido a ingestado de alimentos e agua contaminada. A infeccao
também € possivel pela pele, conjuntiva ocular ou mucosa do trato respiratério
através da inalacdo (CRAWFORD et al., 1990).

Apos a infeccao, o agente é fagocitado, principalmente pelos macréfagos
e carreadas até os linfonodos regionais, onde se multiplicam intracelularmente
nos fagacitos, podendo permanecer por semanas a meses (ANDERSON et al.,
1986; BISHOP et al.,, 1994). A invasao dos vasos linfaticos € seguida pela
bacteremia, difundindo-se para os tecidos do hospedeiro, colonizando
principalmente 6rgéos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario,
como o baco, figado e linfonodos (BISHOP et al., 1994; KO & SPLITTER, 2003).

Com relacéo as células do sistema mononuclear fagocitario, as bactérias
do género Brucella utilizam varios mecanismos para evitar ou suprimir as
respostas bactericidas (CORBEL, 1997). Estes processos sdo desencadeados
pela internalizacdo da bactéria que redireciona o trafego intracelular, alterando o
processo normal de maturacdo do fagossomo e blogueando a fuséo deste,
contendo o patdgeno, com o lisossomo (GORVEL et al., 2002). Em seguida
ocorre o trafego de um compartimento do fagossomo para o reticulo
endoplasmatico rugoso da célula hospedeira, onde a bactéria tem um ambiente
otimizado para a replicacdo (ANDERSON et al., 1986; PIZARRO-CERDA et al.,
2000).

As cepas de morfologia colonial lisa de Brucella spp. geralmente invadem

as células hospedeiras mais eficientemente que as cepas rugosas, sugerindo
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que a cadeia O de lipopolissacarideos (LPSO) possui um papel importante na
sua viruléncia (KO; SPLITTER, 2003). A LPSO protege contra a morte bacteriana
dentro do fagolisossomo e inibe a apoptose celular evitando a ativacdo da
resposta imune (PORTE et al., 2003; JIMENEZ DE BAGUES et al., 2004; PEI et
al., 2006), agindo como um imunomodulador da proteina apresentadora de
antigenos do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) da classe I
(FORESTIER et al., 2000).

As espécies de Brucella contam com o sistema de secrecdo tipo IV
(SST4), codificado pelo virB operon que € composto por 12 genes. O SST4 de
Brucella spp. € envolvido no recrutamento de pontes de lipidios para a entrada
de Brucella spp. nos macrofagos (WATARAI et al., 2002) e é requerida para que
a bactéria possa atingir o nicho adequado e consiga replicar na célula hospedeira
(COMERCI et al., 2001; SIEIRA et al., 2000).

Os locais com maior disponibilidade de eritritol sdo o Utero gravidico,
tecidos mamario, ésteoarticulares e 6rgaos do sistema reprodutor masculino
(CARTER, 1991). B. abortus tem um forte tropismo pelo Utero durante o ultimo
trimestre da gestacdo, devida a alta concentracdo de eritritol e horménios
estereoidais. Embora, Brucella abortus S19 seja atenuada impossibilitando a sua
multiplicacdo em presenca de eritritol (PAULIN, 2003). O eritritol favorece a
sobrevivéncia bacteriana, uma vez que possa a ser metabolizado como uma
fonte de carbono e energia (SAMARTINO; ENRIGHT, 1996).

As células trofoblasticas do placentoma localizadas na base das
vilosidades coribnicas dos ruminantes sdo consideradas o local priméario da
invasdo dos tecidos placentéarios fetais, de onde a bactéria se difunde para os
trofoblastos inter cotiledonares. A multiplicacdo de Brucella spp. pode induzir a
infiltracdo de células inflamatodrias, necrose dos trofoblastos, vasculite e
ulceracdo do tecido corion alantoideano. As trocas fetais-maternais ficam
comprometidas resultando em aborto (ANDERSON et al.,1986; SANTOS et al.,
1996).

Touros infectados podem desenvolver sinais sistémicos da infeccéo,

incluindo febre, anorexia e depresséo, apesar da infecgédo ser frequentemente
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inaparente (CAMPERO et al., 1990). A lesdo mais significante induzida por B.
abortus em touros € a orquite (TRICHARD et al., 1982). As reac0fes inflamatorias
séo do tipo necrosante nas vesiculas seminais, testiculos e epididimos, podendo
provocar subfertilidade, infertilidade ou esterilidade e consequente atrofia do
orgao afetado (OMS, 1986).

No aparelho locomotor usualmente desenvolve uma sinovite fibrinosa a
granulomatosa com a formacao de projecOes vilosas proliferativas e artrite com
erosdo articular que pode estar associada com uma bursite supurativa
granulomatosa (JOHNSON et al., 1994). A infeccdo da glandula maméaria pode
ocorrer pela transmigracdo de leucécitos infectados com Brucella spp. para o0s
alvéolos mamarios, fornecendo um local de replicacdo nos alvéolos e ductos,
com subsequente migracdo bacteriana da glandula mamaria para os vasos

linfaticos e destes para os linfonodos supramamarios regionais (ADAMS 2002).

2.3.6 Diagnéstico

Os métodos de diagnosticos disponiveis para Brucella spp. podem ser
utilizados para diferentes objetivos, como: diagndéstico confirmatdrio, estudos de
prevaléncia, certificacdo de propriedades, e em paises onde a brucelose ja foi
erradicada, deve-se manter a vigilancia, a fim de evitar a reintrodugéo da doenga
por meio da importacdo de animais infectados ou produtos de origem animal
(GODFROID et al., 2010).

O diagnostico clinico é baseado nos sinais clinicos, como: aborto,
nascimento de bezerros fracos e esterilidade de fémeas e machos. O diagndstico
epidemioldgico é feito de acordo com o histérico do rebanho de uma propriedade
e 0 uso complementar dos testes diagnosticos diretos ou indiretos (PAULIN &
FERREIRA NETO, 2003).

2.3.6.1 Diagnostico direto
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Os métodos de diagndstico direto incluem o isolamento e identificacdo do
agente, a imunohistoquimica e a deteccdo dos acidos nucleicos (LAGE et al.,
2006). Os métodos diretos sdo usados ap0s a manifestacdo dos sintomas
clinicos, quando a bactéria ja esta disseminada no rebanho. Portanto, ndo sao
recomendadas para individualizar as fontes de infeccdo, mas para confirmar

focos da doenca e caracterizar o agente circulante (BATHKE, 1998).

E executado através do isolamento ou a deteccdo do acido nucleico do
agente a partir de fetos abortados (estobmago, baco e pulméo), placenta,
secrecdes vaginais, ganglios, leite, colostro, sémen e coleta de fluido decorrente
de artrites (GODFROID et al., 2010; POESTER 1997). Para a confirmacao post-
mortem, os tecidos de preferéncia sédo os linfonodos genital e da orofaringe, o
baco, glandulas mamarias e principalmente os linfonodos supramamarios
(GODFROID et al., 2010).

O “padréao ouro” para o diagnéstico da brucelose € o isolamento e
identificacdo, fornecendo, assim, o diagndstico definitivo da doenca. Porém o
isolamento e identificacdo do agente sdo laboriosos, possui perigo biolégico
devido ao manuseio de bactérias vivas, além da demora no processo de
isolamento e o resultado que nem sempre é definitivo (BRICKER 2002; YU &
NIELSEN 2010). A vantagem desta técnica € a especificidade (OCAMPO-SOSA
et al., 2005). As identificac6es das espécies do género Brucella podem ser feitas
por meio da andlise das caracteristicas fenotipicas, provas bioquimicas que
identificam diferencas metabdlicas entre as espécies e biétipos (ALTON et al.,
1988; CLOECKAERT et al., 2004).

Devido aos problemas inerentes ao isolamento e identificagdo, a PCR
fornece um caminho adicional de detecg¢éao e identificagédo de Brucella spp. (OIE,
2009). A PCR possui alta sensibilidade, € muito especifica e facilmente adaptavel
a alta demanda além do processo ser rapido e simples permitindo detectar a
bactéria morta (BRICKER; HALLING 1994). As principais desvantagens devido
a utilizacdo da PCR como ferramenta de diagnostico é a contaminacdo do
material de laboratorio, presenca de fatores inibidores de enzimas e &cido
nucleico e o alto custo dos equipamentos e reagentes (GODFROID et al., 2010).

BAILY etal. (1992) realizaram a PCR baseada no gene BCSP31 utilizando
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um unico par de primers oligonucleotideos denominados B4 e B5 amplificando
um segmento de 233 pb de um gene que codifica uma proteina de 31 kDa.
Descrevendo assim um teste robusto, sensivel e especifico para B. abortus e B.
melitensis. DA COSTA et al. (1996) pesquisaram 98 bactérias que nao
pertenciam ao género Brucella e encontraram uma cepa que amplificou,
pertencente ao Ochrobactrum. Em 1995 ROMERO et al. desenvolveram um
teste com primers que amplificavam um produto de 905 bp derivado da
sequencia 16S rRNA de B. abortus. Utilizaram amostras clinicas e observaram
que somente o bidtipo D de Ochrobactrum anthropi produziu um produto de 905

bp.

BADDOUR & ALKHALIFA (2008) utilizando a PCR para realizar o
diagnostico da brucelose humana em sangue periférico, compararam trés
diferentes primers e trés diferentes protocolos que amplificavam trés diferentes
fragmentos. Demonstraram que o primer B4/B5 obteve a maior sensibilidade
para a deteccdo de amostras positivas (98%). Sendo que todas as técnicas

utilizadas no trabalho apresentaram 100% de especificidade.

CORTEZ et al. (2001) buscando detectar a presenca de Brucella spp. em
fetos bovinos abortados, comparou a PCR, utilizando o primer B4/B5, o
isolamento e a identificacdo bacteriana. Das 61 amostras, sete foram positivas
para ambos o0s testes e quatro amostras foram positivas somente para a PCR,
concluindo que a PCR é uma ferramenta adicional para o diagnostico direto da
brucelose de fetos bovinos abortados.

A utilizacdo da PCR em animais selvagens no Brasil ainda é pouco
utilizada. ELISEI et al. (2009) utilizaram a técnica da PCR para detectar Brucella
spp. em 44 amostras de sangue de Ozotoceros bezoarticus no Pantanal do Mato

Grosso do Sul, sendo que 20,4% (9/44) dos animais foram positivos.

Em muitos casos a determinacéo do género é suficiente, porem h& casos
em que € necessario conhecer o biovar envolvido para tomar acdes devidas.
Vérias técnicas de PCR foram descritas para a diferenciacdo do género Brucella
em espécies e bibtipos. BRICKER & HALLING (1994) descreveram a AMOS
PCR que representa as iniciais das espécies que a PCR é capaz de detectar (B.
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abortus biovares 1, 2 e 4; B. melitensis 1, 2 e 3; B. ovis e B. suis biovar 1). A
AMOS explora o polimorfismo decorrente da localizagdo espécie-especifica do
elemento 1IS711 no cromossomo de Brucella spp., através da utilizacao de cinco
primers. A identidade é determinada pelo tamanho dos produtos amplificados a
partir de quatro primers espécie-especificos pela distancia do elemento IS711

que € amplificado por meio do primer restante.

BRICKER & HALLING (1994) adicionaram trés novos primers no teste da
PCR multiplex AMOS, para a identificagdo das cepas vacinais B19 e RB51
utilizando os primers eryl e ery2. A deteccdo de B19 amplifica apenas um
produto de 498 bp enquanto a RB51 e as outras espécies do género Brucella
amplificam produtos de 498 bp e 364 bp. Isso ocorre devido a delecéo de 702 bp
gue a cepa vacinal B19 sofreu na sequencia de seu DNA.

VEMULAPALLI et al. (1999) descreveram a diferenciagéao entre a RB51 e
as outras espécies e biovares do género Brucella. Durante a atenuacao da RB51
ocorreu a insercao do elemento 1S711 (842 p) levando a interrupcao da cadeia
de nucleotideos do gene wboA, que codifica a enzima glicosiltransferase
responsavel pela biosintese do antigeno “O”. Essa interrup¢cdo do gene whoA
em cepas de fendtipo liso resulta na converséo do feno6tipo liso em rugoso. Assim
o fragmento amplificado de 400 bp identifica as espécies e biovares do género

Brucella enquanto o produto amplificado de 1300 bp corresponde a RB51.

MAYER-SCHOLL (2010) descreveu uma técnica de PCR multiplex para a
diferenciacdo de nove espécies de Brucella spp., incluindo as espécies B.

microti, B. inopinata, B. ceti e B. pennipedialis.

2.3.6.2 Diagnoéstico indireto

A sorologia é amplamente utilizada para o diagnéstico da brucelose,
sendo usada como ferramenta estratégica para proceder ao monitoramento e
vigilancia de areas ou regides onde a doenca ja foi identificada (ALTON et al.,
1988). GODFROID (2002) descrevem gque animais soropositivos nao significam

necessariamente que tenham uma infeccdo atual ou ativa no momento da
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amostragem. Pois o teste soroldgico permite apenas o diagndéstico presuntivo
(MACKINTOSH et al., 2002).

Quase todas as espécies vulneraveis a infeccdo por Brucella spp. podem
perder a titulacdo de anticorpos, podendo constituir uma maior prevaléncia de
brucelose do que a indicado pela pesquisa dos anticorpos. Os anticorpos
responsaveis por B. abortus em bovinos consistem de uma resposta inicial da
IgM que é dependente da via de exposi¢cdo, dose da bactéria e do estado
sanitario do animal, seguida de uma producado quase que imediata de anticorpos
IgG1 e depois a producao de pequenas quantidades das IgG2 e IgA (NIELSEN
et al., 1984).

Os principais testes soroldgicos detectam Brucella spp. de fendétipo liso,
portanto ndo detecta B. ovis e B. canis, sendo para tanto necessario antigenos
especificos de Brucella spp. do fendtipo rugoso (GOSFROID 2002; OIE 2000).
Bactérias do género Brucella demonstram uma relacdo genética proxima de
alguns patdgenos de plantas, e simbiontes do género Agrobacterium e
Rhizobium e bem como, patégenos de animais e bactérias oportunisticos ou do
solo como o Ochrobactrum (OIE, 2009). Portanto, reacdes cruzadas podem
ocorrer, e sao principalmente derivadas dos anticorpos IgM (CORBEL, 1985). Os
testes que detectam principalmente IgG1 sédo os mais Uteis, porgue 0s anticorpos
IgG2 e IgA estdo presentes em pequenas quantidades e as IgM ndo sao

desejaveis pois leva a resultados falsos positivos (NIELSEN et al., 1984).

Vérios testes soroldgicos estdo disponiveis e 0s principais testes
utilizados sédo os recomendados pela Organizacdo Mundial da Saude Animal
(OIE). O Brasil possui o Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e da Tuberculose Animal que emprega o teste do AAT como teste de
triagem e 0s animais que reagem a este teste sdo submetidos ao teste
confirmatorio do 2-Mercaptoetanol (BRASIL, 2006). O AAT é um teste qualitativo
rapido, pratico, custo reduzido e de boa sensibilidade, possui um pH de 3,65 *
0,05 que previne a aglutinacdo pela IgM e estimula a aglutinacédo pela IgG1
reduzindo reac¢des ndo especificas (ALLAN et al., 1976; PAULIN & FERREIRA
NETO, 2003). Entretanto, reacOes falsas negativas podem ocorrer,
principalmente devido ao fendmeno de prozona, ocorrendo quando a quantidade
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de anticorpos presente na amostra de soro puro € desproporcional em relacdo a
quantidade de antigeno do teste, gerando resultados falso-negativos no exame.
(OIE, 2000). Anticorpos resultantes da vacinagdo com a B19 e alguns anticorpos
cruzados sdo detectados por este teste, sendo necessario usar outros testes

para confirmar o animal reator como infectado (BRASIL 2004; OIE 2000).

O 2-mercaptoetanol é utilizado como teste confirmatorio, quantitativo
seletivo que detecta somente a presenca de IgG no soro. Apresenta compostos
contendo radicais tiol que é o agente redutor adicionado ao soro do animal,
reduzindo a IgM em subunidades pela reducdo das pontes dissulfidicas
impedindo a formacdo da aglutinacdo. Entretanto, o teste aumenta a
especificidade até certa extensdo, podendo causar reacdes falsas positivas
devido a presenca de pontes dissulfidicas na 1gG, conseguindo reduzir a um
ponto onde a IgG é incapaz de aglutinar-se (BRASIL 2006; NIELSEN 2002).

O teste de fixacdo de complemento é o teste de referéncia para o transito
internacional de animais, permitindo a deteccdo de anticorpos anti-Brucella,
baseando-se na habilidade do complexo antigeno-anticorpo em ativar o sistema
complemento. Nos bovinos as imunoglobulinas 1gG e IgM podem ativar o
complemento, embora o isotipo IgG1 é muito mais efetivo como fixador de
complemento. Permite também detectar precocemente a IgG1 no soro em torno
do 14° dia, sendo que as provas de aglutinacdo o fazem ao redor do 30°
(BRASIL, 2006).

O teste de Polarizacdo da Fluorescéncia (FPA) é um teste padronizado
para bovinos, suinos, biséo e cervideos (GALL et al., 2001a). E um teste que foi
desenvolvido para bovinos e o fundamento do teste é baseado no tamanho
molecular, comparando a velocidade dos movimentos aleatorios das moléculas
em solugéo, sendo a taxa de rotagao inversamente proporcional ao tamanho da
molécula. E preparado utilizando o polissacarideo O de B. abortus, conjugado
com o isotiocianato de fluoresceina. Havendo a presenca de anticorpos no soro,
se houver a formagdo do complexo antigeno-anticorpo-conjugado, cuja
velocidade sera inferior & do isolado antigeno-conjugado. A determinacédo da
rotacao é feito com o auxilio do equipamento de iluminag&o por luz polarizada
(BRASIL 2006; NIELSEN 2002).



29

Muitos dos testes sorologicos nao foram validados em animais selvagens,
contudo varias investigacfes sorologicas tém sido feitas nestes animais de vida
livre e em zooldgicos, objetivando-se acessar a presenca ou a disseminagao de
Brucella spp. em diferentes espécies selvagens e classificar as espécies ou
individuos como expostos ou ndo expostos (GODFROID, 2002). Testes
sorologicos utilizados para a deteccdo de anticorpos de Brucella abortus em
bovinos tém sido usados para o diagnéstico de diferentes espécies de ungulados
como o Caribu (Rangifer tarandus caribou), veado-vermelho (Cervus elapus) e
gamo (Dama dama) (GODFROID, 2002) ou em inquéritos epidemioldgicos
(AGUIRRE et al., 1995; GOMO et al., 2011; MUMA et al., 2011). Muitos dos
testes sorolégicos ndo foram validados em animais selvagens. O teste da FPA
ja foi validado para a deteccao de anticorpos em Bisédo e cervideos (GALL et al.,
2000; GALL et al., 2001b).

2.4 Porcos ferais e a brucelose

Brucella suis é o agente que est4 mais relacionado aos porcos ferais em
vérias localidades onde as populacbes destes estdo presentes. A primeira
evidencia da infeccdo de Brucella suis em porcos ferais nos Estados Unidos foi
descoberta no Hawai em 1962, sendo mais tarde confirmada por cultura
bacteriologica (WOOD et al., 1976; RHYAN 2013).

WOOD et al. (1976) descreveram que as altas taxas reprodutivas,
movimentacdo do macho por grandes distancias, compra e venda de porcos
ferais, o potencial de interacdo dos porcos ferais com o homem e suinos
domésticos sdo fatores consideraveis para a transmissao de Brucella suis. Foi
observado que porcos ferais com mais de um ano de idade tem maior
probabilidade de apresentarem titulos sorolégicos do que animais com menos
de seis meses de idade. Porém, GODFROID (2002) descreveram uma alta taxa
de isolamentos independente da categoria idade e AL DAHOUK et al. (2005) néo

encontraram diferenca estatistica na diferenca de idade e sexo.

Em varios paises hé trabalhos relativos a investigacdes sorolégicas de

Brucella spp. em suideos selvagens (Tabela 1).
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B. suis biovar 1 e 3 estéo presentes na América do Norte enquanto B. suis
biovar 2 esta presente na Europa, sendo a patogénese e a patobiologia nos
porcos ferais idéntica aos porcos domésticos (RHYAN, 2013). Porém, CVETNIC
et al., (2003) descreveram que a brucelose em porcos pode ser latente, com
nodulos granulomatosos ou abcessos nos testiculos, figado, baco e outros
orgdos, que sao frequentemente observados. AL DAHOUK et al. (2005) citaram
gue raramente javalis apresentam lesées macroscopicas, sendo a B. suis biovar

2 menos patogénica nos javalis comparado aos porcos domesticos.

A brucelose tem uma distribuicdo geral na Europa central e a presenca de
B. suis biovar 2 depende da populacéo de javalis, contudo, as lebres marrons
também sado hospedeiras e disseminadoras deste biovar. A criacdo de javalis em
recintos antes da liberagéo da caca na Alemanha ajudou a espalhar a brucelose
suina nestes animais (GODFROID, 2002). Outros fatores que auxiliam na
transmissao é o fato de ocorrer a transmissao venérea, contato dos integrantes
do grupo com as membranas fetais, descargas pos-parto e o leite, ja que as

fémeas podem amamentar os leitdes de outra fémea (GODFROID et al., 2005).

A transmissédo de doencas dos porcos ferais para 0s suinos domésticos e
bovinos é importante devido a importancia econbmica da producdo destes
(USDA, 2010), e ainda mais o risco de perder o status de pais livre da brucelose.
O papel dos porcos ferais na transmisséo e manutencéo de B. suis e B. abortus
nos EUA séo de grande importancia devido a industria envolvida com os animais
de producéo (PEDERSEN et al., 2014).
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Tabela 1 — Locais onde foram realizadas soroprevaléncia em suideos selvagens para

brucelose.
AUTOR SOROPREVALENCIA LOCAL
DREW et al., 1992 23/611 (3,8%) Califérnia, EUA
VAN DER LEEK et al., 238/1.015 (23,4%) Flérida. EUA
1993 ’
NEW et al., 1994 0/108 EUA

GRESHAM et al., 2002 227 (44% positivos) Carolina do Sul, EUA

AL DAHOUK et al., 2005 168/763 (22%) Alemanha
WATARAI et al., 2006 9/115 (7.8%) Japao
RUIZ-FONS et al., 2006 29,7% (n=118) Espanha
PAES et al., 2009 2/162 (1,2%) Pantanal/Brasil
CORN et al., 2009 7150 (14%) Carolina do Sul, EUA
MONTAGNARO et al., 15/342 (4,4%) ltalia
2010
PILO et al., 2015 35/570 (6,1%) Italia

HIGGINS et al. (2012) detectaram Brucella abortus em porcos ferais, e
descreveram que sao encontradas nos porcos ferais infectados nos locais onde
h& a presencga endémica de B. abortus nos rebanhos de bovinos. Como os testes
sorologicos néo diferenciam a espécie de Brucella spp., tém sido utilizados os
linfonodos para a cultura e identificagdo das espécies de Brucella e a
subsequente genotipagem para elucidar a relacdo entre os isolados baseado na
similaridade do padrédo do numero variavel de repeticbes em tandem (Variable
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number tandem repeat-VNTR), sendo esta informagéo utilizada para examinar
as diferencas geograficas e evolutivas no DNA das espécies de Brucella spp. e
assim descobrir a fonte de infeccdo (PEDERSEN et al., 2014).

PEDERSEN et al. (2014) obtiveram 21 /183 amostras positivas na cultura
de Brucella spp., sendo todos identificados pela PCR e VNTR como B. suis. E
0s biovares obtidos foram o0 1 e o 3, a prevaléncia, por meio do teste de
polarizagédo fluorescente, foi de 28%, sendo que 11 dos animais positivos na
cultura foram positivos na sorologia. Concluindo que o teste soroldgico néo foi
um bom indicador da infeccdo, pois somente 52% dos soros que tinham

animais positivos na cultura foram positivos.

STOFFREGEN et al. (2007) descreveram que o0s porcos ferais,
juntamente com o veado-vermelho (Cervus elaphus) e o Bisdo (Bison bison) sé&o
0s reservatorios da brucelose nos EUA. Sendo os surtos mais recentes nas
populacdes de suinos domeésticos relacionados aos porcos ferais ou ao C.
elaphus (DONCH, 2004).

STOFFREGEN et al. (2007) detectaram o biovar 1 de B. abortus, B. suis
biovar 1 e as cepas vacinais B19 e RB51 nos porcos ferais. Sendo B. abortus
encontrada em uma variedade de tecidos com a presenca de bacteremia e
distribuicdo sistémica. A taxa de cultura nos animais foi alta, indicando a
tendéncia destes suinos de desenvolverem infec¢Bes crénicas de Brucella spp.
E ainda descrevem que a combinacdo dos dados de isolamento e sorologia

foram de 54,1% com a associacao de trés testes soroldgicos.
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Frequéncia soroldgica de Brucella spp. em porcos ferais e bovinos em

simpatria no Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil.
Namor P. ZimmermannZ*, Igor Alexandre H. F. S. Péres3, Raquel S. Juliano3, Aiesca O. Pellegrin3

ABSTRACT.- Zimmermann N. P., Péres I. A. H. F. S, Juliano R. S., Pellegrin A.O. 2015.
[Sorologic frequence of Brucella spp. in simpatric feral pigs and cattle in the Pantanal of Mato

Grosso do Sul State, Brazil.] Frequéncia sorolégica de Brucella spp. em porcos ferais e bovinos em
simpatria no Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. P4s-
graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Senador Filinto
Miiller, n® 2443, Bairro Vila Ipiranga, Caixa Postal: 549, Campo Grande, MS. *Autor para
correspondéncia: namorvet@gmail.com

Currently, the feral pig population is expanding and may be the reservoir for several viral and
bacterial agents that cause disease in farm animals. In Brazil there are still no studies relating the
frequency of brucellosis in feral pigs and cattle living in sympatry. The objective of this study was to
evaluate the frequency of anti-Brucella antibodies using three serological tests in feral pigs and
bovine that inhabit the same rural properties in two Pantanal regions in the State of Mato Grosso do
Sul. Nine rural properties were used in the municipality of Corumbd, comprising the sub-regions
Nhecolandia and Paiaguas. A total of 105 feral pigs and 256 cattle were sampled, all animals were
collected blood samples for the serological diagnosis. The frequency of the positive serology in feral
pigs was 1% (1/105) in the buffered acidified antigen test (AAT), no positive feral pigs in the
confirmatory test 2-Mercaptoethanol test (ME) and 1% (1/105) in the test Fluorescence polarization
Assay (FPA). The positive frequency in the sampled cattle was 11.32%, 4.3% and 7.42% in the AAT,
2-ME and FPA tests, respectively. The frequency in the herds with at least one positive animal on the
property was 77.77% (7/9) and 100%, considering the results of 2-ME and FPA. The degree of
agreement obtained between the 2-ME serological test and the FPA used in cattle was Kappa = 0.506
(p <0.001), 95% CI (0.282 - 0.729), which was considered a median concordance. According to the
results, we conclude that feral pigs living in the same locations of seropositive bovines for brucellosis
have a low exposure to Brucella spp. according to the serological tests used in this study. The only
positive feral pig was located in the same property where there was the highest frequency of
serologically positive cattle.
INDEX TERMS: Brucellosis, serological diagnosis, antibodies, free-living pigs, herd.

RESUMO: Atualmente, a populacdo de porcos ferais estd em expansdo e pode ser
reservatorio de varios agentes virais e bacterianos que causam doencas em animais de produgio, no
Brasil ainda ndo ha trabalhos relacionando a frequéncia de brucelose em porcos ferais e bovinos que
vivem em simpatria. Objetivou-se neste trabalho a avaliacdo da frequéncia de anticorpos anti-
Brucella, por meio de trés testes soroldgicos, em porcos ferais e bovinos que habitam as mesmas
propriedades rurais em duas sub-regides do Pantanal no Estado de Mato Grosso do Sul. O estudo foi
conduzido em nove propriedades rurais no municipio de Corumba no Estado de Mato Grosso do Sul,
Brasil, compreendendo as sub-regides pantaneiras Nhecolandia e Paiaguas. Foram capturados 105
porcos ferais e amostrados 256 bovinos, em todos os animais foram coletadas amostras de sangue
para o diagnostico sorolégico. A frequéncia de porcos ferais positivos na sorologia foi de 1% (1/105)
no teste do antigeno acidificado tamponado (AAT), nenhum porco feral positivo no teste
confirmatério 2-Mercaptoetanol (ME) e 1% (1/105) no teste de polarizagdo fluorescente (PFA). A
frequéncia de positivos nos bovinos amostrados foi de 11,32%, 4,3% e 7,42% nos testes AAT, 2-ME
e FPA respectivamente. A frequéncia nos rebanhos com ao menos um animal positivo na propriedade
foide 77,77% (7/9) e 100%, considerando os resultados do 2-ME e da FPA. O grau de concordancia
obtido entre os testes sorolégicos 2-ME e a FPA utilizado nos bovinos foi de Kappa=0,506 (p<0.001),
95% CI (0.282 - 0.729), sendo este valor considerado como uma concordancia mediana. De acordo
com os resultados concluimos que os porcos ferais que vivem nas mesmas localidades dos bovinos
soropositivos para brucelose possuem uma baixa exposicdo a Brucella spp. segundo os testes
sorolégicos utilizados neste trabalho, sendo que o Unico porco feral positivo estava localizado na
mesma propriedade onde havia a maior frequéncia de bovinos sorologicamente positivos.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose, diagnéstico sorolégico, anticorpos, suideos de vida
livre, rebanho.
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INTRODUCAO

No Brasil, os porcos ferais estdo presentes em 472 municipios e em quatro das cinco regides
politicas do pais, com tendéncias de expansao (Pedrosa et al., 2015). As formas ferais de Sus scrofa
estdo entre as espécies exOticas mais prejudiciais (Lowe et al., 2000), devido aos impactos causados
na agricultura e ambientes naturais, por meio de danos causados as lavouras, transmissao de doencas
e destruicdo e predacio de ninhos e espécimes de animais silvestres.

No ano 2000 o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) iniciou o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) delineando
estratégias de combate a brucelose e tuberculose em dmbito nacional (BRASIL, 2006). Aliado as
estratégias de combate destas doengas deve ser considerada as informacgdes epidemiolégicas da
participacdo dos animais de vida livre, pois o plano de controle ndo leva em consideragdo a
coexisténcia e epidemiologia que possa estar envolvida entre os animais de vida livre e os animais
domésticos.

Porcos ferais, como todos os animais selvagens ou domésticos, também estio susceptiveis a
doencas, porém estes sdo reservatorios de varios agentes virais e bacterianos que causam doencas
em animais de produc¢do e humanos (Ruiz-Fons et al., 2008; Meng et al., 2009). Entre estas doengas
a brucelose suina, causada pela Brucella suis, é extensamente relatada em porcos ferais em véarios
paises (Drew et al,, 1992; Godfroid 2002; Leiser et al,, 2013). Brucella abortus também é descrita em
porcos ferais que habitam locais endémicos em simpatria com os bovinos (Stoffregen et al.,, 2007).

No Pantanal, os porcos ferais convivem no mesmo ambiente dos bovinos (Mourdo et al.,
2002), sendo esta regido endémica para a brucelose nos bovinos (Pellegrin et al., 2006; Chate et al.,
2009). Portanto, o levantamento da frequéncia soroldgica nos porcos ferais é o primeiro passo para
a compreensdo da epizootiologia da brucelose na regido e a comparacdo com a exposicdo de bovinos
ao agente (Leiser etal,, 2013).

Objetivou-se neste trabalho a avaliacdo da frequéncia de anticorpos anti-Brucella, por meio
de trés testes soroldgicos, em porcos ferais e bovinos que habitam as mesmas propriedades rurais
em duas sub-regides do Pantanal no Estado de Mato Grosso do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo. O estudo foi conduzido no municipio de Corumba no Estado de Mato Grosso
do Sul, Brasil. A &rea de captura compreendeu duas sub-regides do Pantanal, Nhecolandia e Paiaguas
(Figura 1). As duas regides apresentam uma alta densidade de porcos ferais e possuem a presenca
de outros animais silvestres e domésticos. E estimada uma abundancia de cerca de 9.800 (erro
padrdo de 1.400) grupos de porcos ferais em todo o Pantanal (Mourao et al,, 2002). Os pontos onde
ocorreram as capturas compreenderam nove propriedades rurais particulares de gado de corte e a
criacdo de outras espécies domésticas.

Animais. De maio de 2013 a janeiro de 2015 foram capturados 105 porcos ferais adultos
(66 fémeas, 28 machos e 11 machos castrados) e coletadas as amostras de 256 bovinos nas duas sub-
regides do Pantanal. O tamanho da amostra dos animais foi calculado levando em consideragao o
tamanho da populagao estimado de porcos ferais e bovinos com um grau de confian¢a de 95%, erro
de 10% e uma proporg¢do de 50%. Foi amostrada uma média de 30 bovinos e 11 porcos ferais em
cada uma das nove propriedades rurais.

Capturas. Todos os animais foram capturados de forma aleatdria, sem considerar fatores
como sexo, idade e localizagdo geografica. Quando os porcos ferais eram localizados a equipe se
aproximava dos animais com a ajuda de uma caminhonete 4x4 e em seguida com o auxilio de um lago
eram capturados e amarrados para a completa contencao fisica. Posteriormente os porcos ferais
eram anestesiados com uma associac¢ao de cloridrato de xilazina 10%, cetamina 5% e midazolam e
reversao da xilazina utilizando ioimbina (Zimmermann, 2015). Durante a anestesia foram aferidas
temperatura corporal, frequéncia cardiaca e respiratoria, reflexos, oximetria e pressdo sanguinea a
cada 10 minutos, além da inspecdo clinica.

Identificacdo dos animais. Uma ficha padronizada foi utilizada para registrar o local de
captura e as informacoes especificas de cada porco feral. Todos os porcos ferais foram identificados
com brincos numerados para nao repetir a captura do mesmo animal.

Obtencio do material bioldgico. A coleta de sangue foi feita por meio da venopungio da
veia safena lateral dos porcos ferais. Nos bovinos o sangue foi coletado através da puncdo da veia
jugular. As amostras coletadas foram armazenadas em isopor com gelo para o transporte até o local
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de triagem. Apés a completa retracdo do coagulo, os tubos eram centrifugados a 3000 rpm/10
minutos para a obten¢do do soro. Em seguida o soro foi armazenado em freezer a -20C°.

Diagnéstico soroldgico. Os testes sorolégicos compreenderam a triagem com o teste do
antigeno acidificado tamponado (AAT) e o teste confirmatério 2-Mercaptoetanol (2-ME) segundo
BRASIL (2006). O teste de polarizacgao fluorescente (FPA) foi utilizado como descrito no manual do
kit de diagnéstico (BRUCELLA FPA®, Estados Unidos) na diluicao de 1:50, sendo que amostras com
um resultado de 20 unidades de milipolarizacdo (mP) a mais do que a média do controle negativo
foram consideradas positivas.

Estatistica. Para medir o grau de concordancia entre os testes sorologicos 2-ME e FPA foi
utilizado o teste estatistico de Kappa. O qual foi calculado e interpretado segundo LANDIS & KOCK
(1977):0-0,20 =ruim; 0,21 - 0,40 = fraca; 0,41 - 0,60 = média; 0,61 - 0,80 = boa; e 0,81 - 1 = excelente.

RESULTADOS

Os resultados sorolégicos com base nas 105 amostras dos porcos ferais apresentaram
frequéncia de 1% (1/105) para o AAT, bem como para a FPA e nio foram obtidas amostras positivas
no teste confirmatério do 2-ME.

Do total de soros bovinos submetidos ao AAT, foi obtida uma frequéncia de 11,32% (29/256)
de positivos. Ap6s o diagndstico confirmatério com o teste 2-ME essa porcentagem diminuiu para
4,3%. A frequéncia nos rebanhos, com ao menos um animal positivo na propriedade, foi de 77,77%
(7/9), sendo que duas fazendas ndo apresentaram nenhum bovino amostrado positivo no teste
sorolégico do 2-ME. Na FPA foi obtida uma frequéncia de bovinos positivos de 7,42% e frequéncia
nos rebanhos de 100%.

0 grau de concordancia obtido entre os testes sorologicos 2-ME e a FPA utilizado nos bovinos
foi de Kappa=0,506 (p<0.001), 95% CI (0.282 - 0.729). Este valor é considerado como uma
concordancia mediana.

Figura 1 - Mapa das duas sub-regides do Pantanal. Com a
indicacdo dos animais positivos e negativos.

Paiaguas

Legenda:

=  Local de captura dos
Porcos ferais.

O Presenga de somente
bovinos positivos.

O Presenca de bovinos e
porcos ferais positivos.

DISCUSSAO

A frequéncia sorolégica dos porcos ferais foi de 1%, sendo esta frequéncia influenciada por
varios fatores, como a diferencas entre as localidades amostradas, variacao temporal e técnicas de
diagnéstico utilizadas, podendo ainda ocorrer grande variacdo nos percentuais de animais
soropositivos para brucelose nas populagdes de porcos ferais, como a registrada nos Estados Unidos,
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variando de 0,3% a 52,6% (Leiser et al., 2013). Paes et al. (2009) obteve uma frequéncia de 1,2% em
porcos ferais (2/162) no mesmo local deste estudo, sendo, portanto, proporcional a frequéncia
obtida no presente trabalho.

A propriedade onde foi obtido o porco feral, positivo no teste da FPA, é a que foi detectada
com a maior frequéncia de bovinos positivos, com 9,09% e 11,4% respectivamente para os testes
PFA e 2-ME.

Muitas vezes o percentual de animais positivos pode ser maior do que o demonstrado nos
testes soroldgicos, pois Stuart et al. (1987) testando a infeccdo experimental com B. abortus
demonstrou que mesmo suinos inoculados experimentalmente falham na resposta de
soroconversao, inclusive excretando persistentemente Brucella abortus da vagina, contribuindo
assim para uma menor frequéncia soroldgica nestes animais.

Porcos ferais positivos por meio do isolamento também podem ser negativos
sorologicamente Stoffregem etal. (2007) identificaram que a soroprevaléncia em suinos ferais é mais
baixa do que a taxa verdadeira de infectados, com a presenca de animais positivos na cultura e
negativos na sorologia, além dos resultados mostrarem uma falta de sensibilidade no teste
diagnostico de brucelose em porcos ferais avaliados individualmente. Ray (1979) confirma que o
teste em individuos ndo é o ideal e observou que em suinos, os titulos de anticorpos tendem a declinar
mais rapidamente em comparacgao aos bovinos (Ray, 1979). Com isso muitas vezes o uso da sorologia
ndo retrata a real frequéncia do contato dos porcos ferais com Brucella spp., sendo recomendado nao
usar somente a sorologia como reflexo da exposicao dos porcos ferais ao agente.

A frequéncia obtida a partir dos resultados do 2-ME nos bovinos foi menor em individuos e
maior em rebanhos em comparacao com os dados descritos por Filho et al. (2013) de 8,9% e 39,1%
para individuos e rebanhos na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul. Ja as frequéncias obtidas
no teste de FPA tanto para os bovinos amostrados quanto para os rebanhos foram maiores em
comparagdo com o 2-ME, com 100% de rebanhos positivos. Isso demonstra que a brucelose estd bem
disseminada na regido, o que também foi observado por Pellegrin et al. (2006) e Monteiro et al.
(2006). A concordancia dos testes soroldgicos utilizados nos bovinos foi mediana, sendo esta
diferenca principalmente devido a sensibilidade e a especificidade dos testes utilizados (Nielsen et
al., 1999; Mathias et al.,, 2010).

Os resultados da sorologia demonstraram que a brucelose esta presente nos rebanhos
bovinos amostrados ou em sua maior parte, o mesmo ndo ocorreu nos porcos ferais que habitam os
mesmos locais que estes bovinos, seja pela baixa frequéncia nestes animais ou a dificuldade dos
testes sorologicos detectarem os anticorpos anti-brucella devido as caracteristicas do agente nos
porcos ferais (Leiser et al., 2013). Desse modo as investigacdes epidemioldgicas devem envolver
niveis adicionais de complexidade para um melhor conhecimento do agente na populagdo de porcos
ferais (Leiser et al.,, 2013).

CONCLUSOES

Neste trabalho, concluimos que os porcos ferais que vivem nas mesmas localidades dos
bovinos soropositivos para brucelose possuem uma baixa exposicao a Brucella spp. segundo os testes
sorolégicos AAT, 2-ME e PFA utilizados neste trabalho, sendo que o Unico porco feral positivo estava
localizado na mesma propriedade onde havia a maior frequéncia de bovinos positivos.
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ABSTRACT.- Zimmermann N. P., Péres I. A. H. F. S, Juliano R. S, Pellegrin A.0. 2015.

[Isolament and DNA detection of Brucella spp. in feral pigs in the Pantanal of Mato Grosso do
Sul.] Isolamento e detec¢do do DNA de Brucella spp. em porcos ferais no Pantanal do Mato Grosso do
Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. P6s-graduacao em Ciéncia Animal, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Senador Filinto Miiller, n® 2443, Bairro Vila Ipiranga, Caixa Postal:
549. Campo Grande, MS. *Autor para correspondéncia: namorvet@gmail.com

With the trend of increase in the population of wild boar (Sus scrofa) and the presence of feral pigs
in nine Brazilian states, diagnosis and sanitary monitoring of these populations is necessary. In this
context, there is still no epidemiological information, isolation and identification of Brucella species
and its relationship with feral pigs present in the same environment of cattle in the Pantanal. The
objective of this work was the isolation and detection of Brucella spp. in different biological samples
collected in feral pigs in the Pantanal of Mato Grosso do Sul State. The study was conducted in nine
farms in the municipality of Corumba in the Mato Grosso do Sul State, Brazil, comprising two sub-
regions of the Pantanal, Nhecoldndia and Paiaguas. 52 feral pigs were sampled and biological
materials collected for the isolation and molecular diagnosis of Brucella spp. The isolating
characteristic was obtained in eight animals. In all these cultures, DNA detected the genus Brucella,
by qPCR using the primer IS711. The acquired product in qPCR, from the colony obtained from a nasal
swab, the Nested PCR was performed, which also detected the DNA. The DNA sample sequenced the
colony obtained a 100% agreement with the sequence of Brucella genus by BLAST analyzing. DNA
detection of Brucella spp. was obtained from 15 feral pigs. According to the results this is the first
isolation and confirmation of Brucella spp. in feral pigs of free life in Brazil. There is the presence of
Brucella spp. in feral pigs in the Pantanal region of Mato Grosso do Sul State and these animals may
be acting as reservoir of Brucella spp.

INDEX TERMS: brucelosis, diagnosis, wild pigs, cattle, sorology, polymerase chain reaction.

RESUMO: Com a tendéncia do aumento da populacao de javalis (Sus scrofa scrofa) e a
presenca de porcos ferais em nove estados brasileiros é necessario o diagndstico e monitoramento
sanitario destas popula¢des. Neste contexto, ainda ndo se tem informagdes da epidemiologia,
isolamento e identificagdo das espécies de Brucella e a sua relagdo com os porcos ferais presentes no
mesmo ambiente dos bovinos no Pantanal. Objetivou-se neste trabalho o isolamento e detec¢do do
DNA de Brucella spp. em diferentes amostras bioldgicas coletadas em porcos ferais no Pantanal de
Mato Grosso do Sul. O estudo foi conduzido em nove propriedades rurais no municipio de Corumba
no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, compreendendo duas sub-regides do Pantanal, Nhecolandia
e Paiaguas. Foram utilizadas amostras bioldgicas de 52 porcos ferais para o isolamento e diagnéstico
molecular de Brucella spp. Sendo obtido o isolamento caracteristico de Brucella spp. em oito animais.
Em todas estas culturas foram detectados o DNA do género Brucella, por meio da qPCR, utilizando o
primer 1S711. Do produto adquirido na qPCR, proveniente da coldnia obtida de um swab nasal, foi
feita a Nested PCR, na qual também se detectou o DNA. A amostra de DNA da col6nia sequenciada
obteve uma concordancia de 100% com a sequéncia do género Brucella por meio da analise no
BLAST. A detec¢do do DNA de Brucella spp. foi obtida em 15 porcos ferais. De acordo com os
resultados este é o primeiro isolamento e confirmagao de Brucella spp. em porcos ferais de vida livre
no Brasil. Ha a presenca de Brucella spp. nos porcos ferais na regido do Pantanal do Estado de Mato
Grosso do Sul e estes animais podem estar atuando como reservatdrio de Brucella spp.

TERMOS DE INDEXAGAO: brucelose, diagndstico, porcos selvagens, bovinos, reacio em cadeia da
polimerase.
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INTRODUCAO

As espécies de Brucella sdo patégenos Gram-negativos, parasitas intracelulares facultativos,
que acometem varias espécies de animais domésticos e selvagens, além dos humanos (Godfroid et
al,, 2013). Dentre as espécies afetadas, os porcos-ferais (Sus scrofa) conhecidos também como porcos
domésticos asselvajados tém tido um papel importante como reservatdrios de ao menos 30 doengas
virais e bacterianas (Seward et al.,, 2004), incluindo Brucella suis, atuando na transmissio e
manutencio (Godfroid et al.,, 2013; Pedersen et al., 2014).

As espécies invasoras exoéticas de porcos ferais tém ganhado importancia devido a
capacidade em invadir e adaptar-se em novas areas (Alho et al., 2011). No Pantanal, os porcos ferais,
conhecidos localmente como porco-monteiro foram introduzidos h4 aproximadamente 200 anos,
sendo originarios dos suinos domésticos trazidos por colonizadores e encontrados em praticamente
toda a planicie pantaneira (Mourio et al., 2002). Estes animais tém sido descritos como portadores
de agentes infecciosos, podendo transmitir doengas para as espécies silvestres e/ou domésticos
(Alho etal., 2011; GISD, 2007).

0O diagnéstico e monitoramento de agentes de importancia econdmica e da saude em
populacdes de suideos exoticos sdo de grande importancia devido ao Programado Nacional de
Controle e Erradica¢do da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA), além do mais, é necessaria uma maior atencdo na avaliagdo de
espécies exoticas que possam interferir na dindmica do PNCEBT (Brasil 2006; Motta et al., 2010).

Em alguns paises ja é feito o monitoramento e estudo epidemioldégico da brucelose
relacionada a distribuicdo e mapeamento da populagio de porcos ferais (Leiser et al., 2013). Isto,
devido principalmente ao aumento da populac¢do de porcos ferais e javalis, elevando o risco de alguns
patégenos se espalharem juntamente com estes animais e pondo em risco as cria¢des de animais
domésticos e as pessoas relacionadas a caga e manipulacdo destes suideos (Leiser et al., 2013).

Com a tendéncia do aumento da populagdo de porcos selvagens no Brasil (Pedrosa et al.,
2015) é necessario um plano de diagnéstico e monitoramento sanitario destas populacdes. Neste
contexto, ainda ndo se tem informacdes da epidemiologia, isolamento e a relagcdo de Brucella spp.
com os porcos ferais no Brasil.

Objetivou-se neste trabalho o isolamento e deteccao do DNA de Brucella spp. em diferentes
amostras biolégicas coletadas em porcos ferais no Pantanal de Mato Grosso do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo. O estudo foi conduzido no municipio de Corumba no Estado de Mato Grosso
do Sul, Brasil. A 4rea de captura compreendeu duas sub-regides do Pantanal, Nhecolandia e Paiaguas
(Figura 1). As duas regides apresentam uma alta densidade de porcos ferais e possuem a presenca
de outros animais silvestres e domésticos. E estimada uma abundancia de cerca de 9.800 (erro
padrio de 1.400) grupos de porcos ferais em todo o Pantanal (Mourao et al.,, 2002). Os pontos onde
ocorreram as capturas compreenderam nove propriedades rurais particulares de gado de corte e a
criacdo de outras espécies domésticas.

Animais. De maio de 2013 a janeiro de 2015 foram capturados 105 porcos ferais adultos
nas duas sub-regides do Pantanal. Do total dos animais capturados, foram processadas as amostras
de 52 animais (34 fémeas, 12 machos e 6 castrados).

Capturas. Todos os animais foram capturados de forma aleatdria, sem considerar fatores
como sexo, idade e localizagdo geografica. Quando os porcos ferais eram localizados pela equipe, foi
feita a aproximacgdo e em seguida a captura com o auxilio de um lago ou manualmente, em seguida
foram amarrados os membros para a completa contencdo fisica. Posteriormente os porcos ferais
eram anestesiados com uma associacdo de cloridrato de xilazina 10%, cetamina 5%, midazolam e
reversao da xilazina utilizando ioimbina (Zimmermann, 2015). Durante a anestesia foram aferidos
temperatura corporal, frequéncia cardiaca e respiratoria, reflexos, oximetria e pressdo sanguinea a
cada 10 minutos.

Identificacdo dos animais. Uma ficha padronizada foi utilizada para registrar o local de
captura e as informacoes especificas de cada porco feral. Todos os porcos ferais foram identificados
com brincos numerados para nao repetir a captura do mesmo animal.

Obtencdo do material biolégico. Utilizou-se o swab com meio de transporte Stuart
(Absorve®) para as amostras de swab vaginal, swab anal e swab nasal. Foi feita a pun¢do aspirativa
com agulha fina (PAAF) do linfonodo cervical superficial e coleta de leite. As amostras coletadas eram
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armazenadas em isopor com gelo para o transporte até o local de triagem, onde eram armazenadas
em geladeira ou freezer a -20C°.

Figura 1 - Mapa das sub-regides do Pantanal. Locais de
captura dos porcos ferais e a respectiva area onde foram
capturados os animais positivos no isolamento.
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Necropsia. Foram necropsiados oito animais, sendo os mesmos selecionados de forma
aleatdria. Para a eutanasia utilizou-se cloreto de potassio 19,1% administrado por meio de inje¢cdo
intracardiaca apds a anestesia geral. Foram coletados linfonodos cervical superficial, bago, figado,
rim, ovarios, placenta, utero e fetos.

Cultura bacterioldgica. As amostras de swabs obtidas foram plaqueadas diretamente nos
meios de cultura. As amostras de tecido foram maceradas e homogeneizadas, sendo que
aproximadamente 100 pl de cada amostra foi plaqueada utilizando-se um swab de algodao estéril.
Os meios utilizados no isolamento foram o de agar triptose contendo 5% de soro fetal bovino
(Brucella médium base, Thermo Scientific) e o meio seletivo de Farrel (Oxoid® Brucella selective
suplement, Thermo Scientific). As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2z durante 14 dias
(Alton et al., 1988).

Identificacio das coldnias. As culturas suspeitas foram identificadas com base na
morfologia, caracteristicas de crescimento e crescimento no meio seletivo. Em todas as culturas
suspeitas foi realizada a PCR em tempo real (qPCR) para a confirmag¢do. Em todas as amostras de
tecido e swab também foram submetidas a qPCR. O animal foi considerado positivo se ao menos uma
coldnia ou amostra clinica fosse detectada o DNA de Brucella spp. na qPCR.

Extracdo de DNA do tecido, swabs e colonias. Os fragmentos de tecidos com
aproximadamente 25 mg foram macerados e uma aliquota de 200 pl foi separada. Os swabs cortados
e a aliquota proveniente dos tecidos foram acondicionados em microtubos de 2 ml e adicionado 360
ul de ATL (parte do kit comercial de extracdo) e 40 ul de proteinase K. As colonias suspeitas isoladas
foram colocadas em tubos de 2 ml com 200 pl de solugédo salina. Todas as amostras foram inativadas
a 65°C/1 hora. Para a extracdo de DNA dos tecidos e swabs utilizou-se o kit comercial DNeasy Blood
and Tissue (Qiagen®, Alemanha) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. O gene da Beta-
actina foi usado para avaliar a qualidade do DNA extraido segundo Bielanski et al. (2009).

PCR em tempo real (qPCR). Para a detecgio género-especifica do DNA de Brucella spp. nas
colonias, 6rgaos e swabs foi utilizado o par de primers 1S711 que gera um produto de 133 bp (Tabela
1), sendo utilizado segundo Preis et al. (2015). O mix foi composto por 2,9 ul de agua livre de
nucleases; 12,5 pl 2X QuantiFast Probe RT-PCR Master Mix (Qiagen, Alemanha); 2,5 pl de cada primer
(10 umol/ pL); 1,5 pl da sonda (IDT tecnologies) (5pmol/ pul), 0,6 pl de MgClz (25 mM) e 2,5 pl de DNA
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formando com um volume final do mix de 25 pl. Para a termociclagem foram utilizadas no estagio 1
(um), 50°C/2 minutos, estagio 2 (dois) 95°/15 minutos e 45 ciclos de 95°C/15 segundos e 60°C/1
minuto. As reagdes foram feitas no termociclador LightCycler® 480 (Roche®).

Nested PCR. A partir do produto em que foi detectado o DNA na qPCR foi feita a Nested-PCR
sendo o produto desta sequenciado. A Nested PCR foi feita segundo Preis et al. (2015), gerando
fragmentos de 469 bp para a reacdo externa e 363 bp para a interna. O mix BRU-EX foi composto por
8,7 ul de agua livre de nucleases; 4,0 ul de tampao 10X; 1,5 pl do primer foward e 2,0 pl do primer
reverse (10 pmol/ pL); 1,2 pl de MgClz (3mM, 10x PCR Bulffer, Invitrogen); 0,4 pl de dNTP (100 mM,
Invitrogen); 0,2 ul de Taq (3 U], Invitrogen) e 2,0 ul de DNA, formando um volume final do mix de 20
pl. O mix BRU-IN foi composto por 8,7 pl de agua livre de nucleases; 4,0 pl de tampao 10X; 1,5 ul do
primer foward e 2,0 ul do primer reverse (10 pumol/ pL); 1,2 pl de MgClz (3mM, 10x PCR Buffer,
Invitrogen); 0,4 ul de DNTP (100 mM, Invitrogen); 0,2 ul de Taq (3 U], Invitrogen) e 2,0 pl de DNA,
formando um volume final do mix de 20 pl. Para a termociclagem foi utilizado 95°C/5 minutos,
seguidos de 40 ciclos de 95°/40 segundos, 58°C/40 segundos e 72°C/40 segundos, seguido pela
extensio final de 72°C/4 minutos. As reagdes foram feitas no termociclador Pro flex® 3x32 well PCR
System.

Tabela 1 - Sequencia dos primers utilizados na qPCR 1S711 e Nested PCR para deteccdo do DNA de
Brucella spp.

Primers Sequéncia
Foward Bru.IS711.133 \ gPCRIS711 GCCCTTAAGTGATCGGCATC
Reverse Bru.IS711.133 gPCRIS711 GCCTACCGCTGCGAATAAAG
Sonda Bru.IS711.133.5: FAM | gPCRIS711 TGCCCCACACCCTTCAAGCC-BHQ1
BrulExF Nested PCR CTTCAACCATTTTGGCCATC
BrulExR \ Nested PCR CTTGTCCATCAGGCTTTGCT
Bru21nF Nested PCR GCCGCTATTATGTGGACTGG
Bru2InR \ Nested PCR GATCGTAGTCGTCCGGGTTA

Eletroforese. Os produtos amplificados na Nested PCR foram analisados por meio da
eletroforese em gel por capilares da QIAxcel® advanced system. Utilizando o kit de alta resolu¢do
QIAxcel DNA® (QIAGEN, Alemanha). Um volume de 0,1pl do produto de PCR foi injetado
automaticamente no cartucho de analise QIAxcel. A separacdo dos amplicons da eletroforese foi
realizada por meio do programa OM500. Para a analise dos dados e geragdo de uma imagem virtual
do gel a biocalculadora QIAxcel foi usada.

Sequenciamento e alinhamento. Os produtos da Nested PCR foram purificados a partir do
gel utilizando o kit de extracdo de DNA Axyprep (Axygen Bioscienses, EUA). As reagdes de
sequenciamento foram feitas utilizando-se o kit Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems®). Os
produtos da reacdo foram analisados no aparelho Genetic Analyser 3130 (Applied Biosystems, EUA).
As sequencias obtidas foram alinhadas usando o programa BioEdit 7.2.5, e a identidade foi analisada
comparando com as sequencias existentes no BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST).

RESULTADOS

Em oito de um total de 52 animais foi obtido o isolamento caracteristico de Brucella spp. Em
dois porcos ferais foram obtidas duas colonias em cada um totalizando, assim, dez isolados. Em todas
estas culturas foram detectados o DNA do género Brucella, por meio da qPCR, utilizando o primer
[S711. As amostras clinicas, das quais foram obtidas as colonias isoladas, sdo constituidas
principalmente de swab vaginal e swab nasal, e incluem amostras de tecido, como: baco, linfonodo
cervical superficial, ovario e rim.

Do produto adquirido na qPCR, proveniente da colonia obtida de um swab nasal do animal
36, foi feita a Nested PCR (Figura 2) e o produto desta foi purificado e sequenciado. A amostra de
DNA da coldnia sequenciada obteve uma concordancia de 100% com a sequéncia do género Brucella
por meio da analise no BLAST.

A detecgdo do DNA de Brucella spp., por meio da qPCR, foi feita em todas as amostras clinicas,
sendo obtida amostras positivas em 15 porcos ferais. As amostras em que foi detectado o DNA sio
provenientes de tecidos, swab anal, swab vaginal, swab nasal e punc¢do aspirativa por agulha fina
(Tabela 3).
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Figura 2 - Eletroforese em gel por capilares demonstrando os produtos da Nested PCR*.
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Tabela 3. Amostras em que foi detectado o DNA de Brucella spp.,

diretamente dos tecidos e swabs de porcos ferais, Corumbd, Mato

Grosso do Sul.

Animal

Amostra clinica

Procedéncia

SSRS 008

SSRS 023

SSRS 024

SSRS 042

SSRS 049

SSRS 056

SSRS 071

SSRS 071

SSRS 075

SSRS 117

SSRS 201

SSRS 207

PAAF Linfonodo cervical superficial
PAAF Linfonodo cervical superficial
PAAF Linfonodo cervical superficial
Linfonodo cervical superficial
PAAF Linfonodo cervical superficial
Linfonodo cervical superficial
Baco
Figado
Baco
PAAF Linfonodo cervical superficial
Linfonodo cervical superficial

Baco

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

Tecido

7G yeag
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SSRS 305 PAAF Linfonodo cervical superficial Tecido

SSRS 408 Pulmdo Tecido
SSRS 009 Swab nasal Swab
SSRS 051 Swab nasal Swab
SSRS 307 Swab vaginal Swab

*PAAF — Pungdo aspirativa de agulha fina.

DISCUSSAO

0 isolamento de Brucella spp. e a sua confirmagao por técnicas moleculares é o primeiro a
ser feito em porcos ferais no Brasil. Outros estudos foram feitos em outros pafses visando o
isolamento e caracterizacdo para fins epidemioldgicos em porcos ferais (Musser et al, 2013;
Pedersen et al,, 2014; Ronai et al,, 2015). De acordo com os resultados pode-se suspeitar que os
porcos ferais sdo um potencial reservatoério de Brucella spp., assim como ocorre em populacées de
porcos ferais em outros paises (Stoffregen et al., 2007; Grégoire et al., 2012; Kreizinger et al., 2014).

Foram obtidos isolados provenientes da vagina, anus e regido nasal dos animais e
diretamente dos tecidos, como o bago, rim, linfonodo cervical superficial e ovario. Stoffregen et al.
(2007) também obtiveram isolados provenientes de swab nasal e vaginal, bac¢o, rim e linfonodo como
o presente trabalho, porem o swab anal e ovario ndo foram descritos pelos mesmos autores.

A area deste estudo compreendeu uma localidade que apresentou todos os isolados deste
estudo, contendo cinco fazendas de modo que fatores como localidade podem influenciar na
presenca de porcos ferais com Brucella spp. Além dalocalidade, fatores comportamentais observados
podem influenciar na dindmica do agente e os porcos ferais, como o de se alimentarem de carcagas
de gado, predacdo de bezerros e filhotes de ovelhas recém-nascidos, ingestdo de vegetacido e raizes
no ato de rogarem a terra e o consumo da mesma aguada e racdo dos bovinos (Desbiez et al., 2009;
Desbiez et al.,, 2010).

A demonstracdo da presenca de isolados na regido vaginal demonstra uma possivel
eliminacdo do agente por esta via, bem como a possivel excrecao do agente por meio da urina devido
ao isolamento no rim. Possivelmente os porcos ferais sdo hospedeiros e podem estar agindo como
reservatorios como descrito em outros paises (Cvetnic et al., 2009; Leiser et al.,, 2013).

Foi detectado o DNA de Brucella spp. em 15 animais com a utilizagdo de diferentes amostras
clinicas, porem damos destaque para a utilizagdo da PAAF, em animais nao necropsiados, que foi
responsavel por auxiliar na obtencdo das amostras do total de 35% das amostras com o DNA de
Brucella spp. A detec¢do do DNA foi maior nos linfonodos. Stoffregen et al. (2007) obtiveram a
maioria dos isolados (61,3%) em linfonodos, demonstrando assim a importancia destes como um
alvo para isolamento e detec¢do do DNA de Brucella spp.

Devido ao estreito convivio com os bovinos e outros animais silvestres no ambiente do
Pantanal, possivelmente outras espécies, como cervideos e espécies domésticas como os bovinos e
suinos criados extensivamente proximo as sedes das fazendas possam participar da cadeia
epidemioldgica de Brucella spp. Ja que suinos menos frequentemente podem se tornar infectados por
B. abortus em areas onde a brucelose é enzodtica nos ruminantes (EFSA, 2009). Os porcos ferais
também podem manter e eliminar a B. abortus e a B. suis podendo contaminar o ambiente onde
vivem, sendo uma potencial fonte de infec¢do para os bovinos. Stoffregen et al. (2007) descreveram
a infec¢do bem estabelecida por B. abortus e B. suis em uma populagdo de suinos ferais nos Estados
Unidos onde havia a presenca de bovinos e Stuart et al. (1987) demonstrou que suinos infectados
experimentalmente eliminam a B. abortus.

Até o momento nao se chegou a espécie e biovar dos isolados, essa informag¢ao é muito
importante para elucidar a real relagcdo epidemiolégica do agente nos porcos ferais e nas espécies
domésticas e silvestres que vivem na mesma area destes suideos. A presenca de Brucella spp. pode
pertencer a Brucella suis ou a Brucella abortus de acordo com relatos da literatura em porcos ferais
(Stoffregen et al.,, 2007; Meng et al., 2009).
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados este é o primeiro isolamento e confirmacgio de Brucella spp. em
porcos ferais de vida livre no Brasil. Ha a presenca de Brucella spp. nos porcos ferais na regido do
Pantanal do Estado de Mato Grosso do Sul e estes animais podem estar atuando como reservatorio
de Brucella spp.
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